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Pouziti ristového faktoru keratinocyti pro vyrobu
léciva pro léceni nebo prevenci choroby nebo stavu,
vyzadujiciho stimulaci nefibroblastovych epitelovych
bunék pacienta, jako je alopecie, indukovana che-
moterapii, Zaludecni a dvanactnikovy vied, eroze za-
ludku a jicnu, zejména erozivni gastritis, oesophagi-
tis nebo oesophagealni reflux, zanétliva choroba
stfev, toxicita pro vnitfnosti, vyvolana ozafenim
nebo chemoterapii, choroba hyalinni membrany,
nekrdza respiraéniho epitelu, vyvolana vdechovanim
koufe, emphysema, plicni zanét a fibréza, cirhéza
jater, fulminantni selhani jater, akutni virova hepati-
tis a toxické napadeni jater. Rustovy faktor keratino-
cyti miiZe byt pfirodni, chemicky syntetizovany nebo
rekombinantné produkovany. Rekombinantné pro-
dukovany rustovy faktor keratinocytt s vihodou ob-
sahuje aminokyselinovou sekvenci pfirodniho
lidského riistového faktoru keratinocyttt a je produk-
tem bakterialnich bunék, pfednostné E. coli.
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Pouziti ristového faktoru keratinocyti pro vyrobu lé€iva

Oblast techniky

Vynalez se tyka pouziti ristového faktoru keratinocytid (KGF) pro vyrobu l1é¢iva pro 1éeni nebo
prevenci choroby nebo stavu, vyZadujiciho stimulaci nefibroblastovych epitelovych bunék
pacienta. Toto pouZiti je zaloZzeno na tom, Ze KGF stimuluje proliferaci ristu a deferenciace
bunék jinych, nez jsou keratinocyty. Takového léEiva je moZno pouZit pro lé&bu chorob u
pacientl, u nichZ je prospésné dosahnout regenerace poskozenych a nemocnych bunék a tkani.

Dosavadni stav techniky

Pokrok v biotechnologii v nedavnych letech vedl k vyvoji a terapeutickému pouziti novych
rekombinantnich polypeptidi, jako je erythropoietin a faktor, stimulujici granulocytovou kolonii,
k uzitku mnoha humannich pacienti. Od té doby byla objevena cela fada dalSich polypeptidd,
vykazujicich biologickou u¢innost in vitro. Pro identifikaci potencidlnich terapeutickych aplikaci
u Clovéka je viak dulezité zjisténi biologickych Gcinki téchto faktort a charakterizace cilovych
bunék, na néz jsou tyto faktory zaméreny.

KGF je znamy mitogen, u néhoz byla nedavno zjisténa specificita pro buiiky epitelu, zejména
keratinocyty (Rubin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 802—-806 (1 989); Finch et al., Science,
245:752-755(1 989) a Merchese et al., J. Cell. Phys. 144:326 az332 (1 990)). Exprese
mediatorové RNA pro KGF byla zjisténa u nékolika buné&énych linii stromélnich fibroblasti,
ziskanych z epitelovych tkani embryonalniho, neonatilniho a adultniho humanniho puvodu a
v RNA, extrahované z normalnich adultnich ledvin a gastrointestinalniho traktu. Takova RNA
nebyla zjiSténa v glialnich burikach, plicich, mozku, ani v riznych bunéénych linii epitelu, v&etné
kultur karcinom@ S$upinatych bunék, mamarnich epitelovych bunék, imortalizovanych
bronchialnich epitelovych bunék, imortalizovanych keratinocytl a primarnich keratinocytti (Finch
et al,, Science, vySe uvedend citace). KGF je v3ak mitogenicky u¢inny u kontinudlni linie mySich
bunék, BALB/MK (Weissman a Aaronson, Cell., 32: 599 (1 983) a také PNAS a Science viz
vyse). Toto pozorovani podporuje tvrzeni, ze KGF vykazuje v kiizi parakrinni 0¢inek, pficemz
k produkci KGF dochazi v dermis (ale nikoliv v epidermis) a Ze pusobi na keratinocyty.

Pomoci exprese genil pro keratin a filagrin bylo dale ukdzino, ze KGF ovliviiuje diferenciaci a
maturaci keratinocytu (viz J. Cell. Phys., vyse uvedena citace).

Velka ¢ast vyse popsanych vyzkumi biologické aktivity KGF byla provadéna s rekombinantnim
KGF, coz umoznilo rozsifit studii tohoto faktoru. Publikovana patentova pfihlaska
PCT WO 90/08 771 popisuje purifikaci KGF zkondicionovaného média linie huméannich
embryonalnich fibroblasti, ¢asteéné sekvenovani izolovaného polypeptidu, klonovani genu a
expresi v bakteridlnich burikich (E. coli) za dcelem produkce rekombinantniho biologicky
u¢inného KGF.

Zatimco uloha KGF, jakoZto stimula¢niho &inidla pro keratinocyty in vitro, jiz byla jasné
identifikovana, mnohé zlistiva nezodpovézeno, pokud se ty¢e ilohy KGF jako ristového faktoru,
véetné identifikace dalSich typli buné€k, na néZ miize byt KGF zacilen, a ui€inku KGF na takové
buiiky in vivo. Takové informace jsou velmi dilezité pro pochopeni celkového potencidlu KGF
jako terapeutického €inidla.

V EP 455 422 je popsan zpusob zlepSovani télesného vzhledu clové€ka, pfi némz se na skalp
aplikuje rustovy faktor nebo ristové faktory fibroblasti (FGF) v mnozstvi, postaujicim pro
1é&eni plesatosti muzZského typu, napfiklad prostiednictvim stimulace implantovanych vlasovych
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Stépi. Z riznych typt FGF jsou zde konkrétng zmin€ny bFGF, int2, hst/KS3, FGF-6, KGF a
popiipadé téz aFGF.

V EP 455 422 neni popisovano pouZiti KGF pro lé¢eni alopecie, indukované chemoterapii.
Vzhledem k tomu, Ze etiologie ztraty vlast pii plesatosti muZského typu je odli¥na od etiologie,
vyvolané chemoterapii, nebylo moZno predem predpokladat, Ze bude mozno uspésné pouzit KGF
i ve druhém z vysSe uvedenych pfipadii. Piedlozeny vynalez proto vykazuje potfebnou novost i
vynélezeckou €innost viigi feSeni, popsanému v EP 455 422,

Ve WO 92/14 480 je obecn& popsano, ¢ KGF se ukazal byt u¢innym EGF pfi stimulaci
proliferace lidskych keratinocyti. Déle se zde uvadi, ¢ KGF je mozno kombinovat s G-CSF a
vzniklé smési je mozno pouzivat pro urychleni hojeni ran. Pouiti, ktera jsou piedmétem
predloZeného vynalezu, nejsou v citované ptihlasce uvedena ani navrzena.

Podstata vyndlezu

Pfedmétem vynalezu je pouZiti riistového faktoru keratinocytd pro vyrobu 1é¢iva nebo prevenci
choroby nebo stavu, vyZadujiciho stimulaci nefibroblastovych epitelovych bunék pacienta.

V kratkosti Ize konstatovat, Ze vynalez je zaloZen na zjidténi stimulagniho Geinku KGF na ne—
keratinocytové buitky epitelu. Konkrétn&ji se zjistilo, ¢ KGF indikuje in vivo proliferaci a
diferenciaci v normalnich adnexalnich strukturach, jako jsou sebocyty a buiiky vlasovych
folikuld, v jaternich burikach, jako jsou hepatocyty, a v butikdch mukozalniho epitelu respiraéniho
traktu, jako jsou pneumocyty typu II. Existuje téz presvédiivy dikaz, ¢ KGF stimuluje
proliferaci a rist bunék intestinalni sliznice, napiiklad poharkovitych bungk, produkujicich mucin
v Zaludeénich zlazich a v tenkém stievu, kryptickych bun&k v tradniku a Jinych epitelovych bunék
ve vnitfnostech.

Tyto objevy maji vyznamny dosah v tom, Zze umoZiiuji aplikovat KGF na tkang, v nich existuje
specifické poSkozeni nebo nedostatetnost v buiikach téchto konkrétnich typu. Nasleduje popis
chorob a stavi, které Ize 16¢it pomoci KGF v souladu s poznatky tohoto vynalezu.

Stimulace proliferace a diferenciace adnexalnich struktur, jako jsou vlasové vacky, potni Zlazy a
mazové Zlazy, ma kritickou dileZitost p¥i regeneraci epidermis a dermis u pacient, postizenych
popdleninami a jinymi poskozenimi v &4ste¢né nebo uplné tloustce. Povrchové defekty se
soucasné dobé hoji vytvofenim jizvy a obnovenim povrchové vrstvy keratinocytd, pri¢emz viak
Uplné regenerace kiize dosud nelze dosahnout. U koZnich defektii, zasahujicich celou tloustku
kiZe, vEetn& popalenin, nedochazi v souasné dobé k repopulaci vlasovych vacka, potnich zlaz a
mazovych Zl4z. Za pouziti KGF je takové repopulace mozno dosshnout.

Epidermolysis bullosa je defekt pfilnavosti epidermis k podlozni dermis, ktery mé za nasledek
Casté oteviené a bolestivé puchyfe, zplisobujici vazné onemocnéni. Urychlena reepitelizace téchto
1ézi, napfiklad za pouziti KGF, by se projevila snizenym nebezpe&im infekce, mensi bolestivosti a
sniZzenou potfebou pée o rany.

K alopecii, vyvolané chemoterapii, dochdzi u pacienti, 1é¢enych chemoterapeuticky za éelem
potlaCeni malignich nddorovych onemocnéni. V sou¢asné dob& nejsou k dispozici Zadna léCiva,
ktera by G¢inné zabratiovala usmrcenim bunék vlasovych vagku, které zpusobuje prechodnou
ztratu vlasi. KGF takovy prostfedek predstavuje.

Plesatost muzského typu je pievlidajici typ pledatosti a je v podstaté nelégitelna. Progresivni

ztrata vlasi u muzi a Zen je vaznym kosmetickym problémem. Tento stav by bylo mozno 1é&it za
pouZiti KGF bud’ systemicky nebo topikalng, pokud by bylo lé¢ivo mozno aplikovat na skalp, kde

-2-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 285996 B6

by dochazelo k jeho absorpci, nebo pokud by bylo moZno jej podavat sprejovymi injekcemi do
skalpu za pouziti vzduchové pistole nebo jinych technologii.

Zaludeéni viedy je mozno 16t antagonisty H,, ale pfesto jsou vyznamnou pfi¢inou onemocnéni,
ktera se Easto opakuji. Jejich hojeni spociva ve vytvoteni jizvy v mukozalni vystelce. Schopnost
rychlej3i regenerace glandularni mukézy, naptiklad podéavanim KGF, by predstavovala vyznamné
terapeutické zlepSeni pfi 16¢bé Zalude&nich viedi.

Dvanactnikové viedy jsou sice, podobné jako Zaludedni vredy, léitelné, ale vyvinuti
terapeutickych Cinidel, kterd by méla za nasledek upln&jsi a rychlejsi regeneraci mikozalni
vystelky dvandctniku, by predstavovala vyznamny pokrok. UZzite¢na by pfitom byla také
skute¢nost, Ze by pomoci tohoto terapeutického &inidla dolo k regenerativnimu vyhojeni viedii a
sniZeni jejich Cetnosti jejich opakovaného vyskytu. KGF takovy potencial ma.

Inflamatorni choroby sttev, jako je Crohnova choroba (ktera prevazné postihuje tenké stievo) a
ulcerativni kolitis (kterd pfevazn€ postihuje tlusté stfevo), jsou chronické choroby nezndmé
etiologie, které se projevuji destrukci mukozalniho povrchu, zinétem, zjizvenim a sristy,
vznikajicimi pfi hojeni, a zna¢nou morbiditou postizenych pacientii. Soutasn4 terapie se orientuje
na potlaceni zdn€tu. Terapeutika, jako je KGF, stimulujici obnoveni mukozalniho povrchu a
urychlujici hojeni, by mohla byt uzite¢na pfi potladovani postupu téchto chorob.

Stfevni toxicita pfedstavuje hlavni omezujici faktor pro 1éZebné rezimy, zahrnujici ozafovani a
chemoterapii. Pfedb&zna 1é¢ba KGF by mohla mit cytoprotektivni G&inek na sliznici tenkého
stfeva, coZ by umoZnilo zvysit davky pfi takovych druzich 1é&by za sou¢asného sniZeni
potencidlnich fatalnich vedlej3ich uinku stfevni toxicity.

Lécba KGF mé pozoruhodny t€inek na produkei slizu v gastrointestinalnim traktu. Tato vlastnost
miZe byt uzite¢na pro ochranu stfevni sliznice pfed poskozenim pouzitymi $kodlivymi latkami
nebo pfi omezovani Sifeni poskozeni pfi chorobéch, jako je zanétliva choroba stiev.

Choroba hyalinni membrany u pfed¢asn& narozenych novorozenct ma za nésledek absenci tvorby
surfaktantu pneumocyty typu Il v plicich, jejimZ projevem je zhrouceni alveol. PfestozZe je u plodi
starych 28 tydnd a starSich moZno ve znatném rozsahu urychlit maturaci a sekreci podavéanim
kortikosteroidii, neexistuje v souasné dob& Zzadna 1é&ba pro mladsi plody, coz ma za nasledek
vyznamnou morbiditu a mortalitu u této populace. Terapeutické ¢inidlo, jako KGF, které indukuje
poliferaci a diferenciaci pneumocytii typu II, je potencialng velmi uZite<né pti 16Ebé této choroby.

Vdechovani koufe je vyznamnou pfiCinou morbidity a mortality v tydnu, ktery nisleduje po
utrpéni popélenin, a je zpiisobeno nekrézou bronchiolarniho epitelu a alveol. Ristovy faktor, jako
KGF, ktery by mohl stimulovat proliferaci téchto struktur a indukovat jejich opravu a regeneraci,
by byl uziteCny pii 1é¢bé takovych inhalagnich poskozeni.

Emphysema je disledkem progresivni ztrity alveol. Ristovy faktor, jako KGF, ktery by mohl
stimulovat novy rist, nebo ktery by byl cytoprotektivni vzhledem ke zbyvajicim alveolam, by byl
terapeuticky uziteCny. V sou€asné dobé neexistuje pro tuto chorobu 24dna G¢inna lé&ba.

Cirhéza jater je vedle virové hepatitidy a chronického poZivani alkoholu jednou z vyznamnych
pfi¢in morbidity a mortality. Cytoprotektivni u¢inek a Glinek na proliferaci a diferenciaci
hepatocytt, vyvolany naptiklad KGF, by zvysil funkci jater, coZ by se projevilo zpomalenim nebo
znemoznénim vzniku cirhdzy.

Fulminantni selhani jater je choroba ohrozujici Zivot, k niZ dochazi v poslednim stadiu cirh6zy.

Cinidlo, jako KGF, které by mohlo indukovat proliferaci zbyvajicich hepatocyti, by vykazovalo
pfimy uZitecny vliv na tuto chorobu, ktera je v sou€asné dobé 1é¢itelna pouze transplantaci jater.
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Akutni virové hepatitida je ¢asto subklinickd a ma samoomezujici pribéh. U men3i &4sti pacientii
miize viak dojit k vaZnému poSkozeni jater b&hem né&kolika tydnii. Cytoprotektivni &inidlo, jako je
KGF, by mohlo byt uzite¢né pfi prevenci hepatocelularni degenerace.

Toxické poSkozeni jater, vyvolané acetaminofenem, halothanem, tetrachlormethanem a jinymi
toxiny, by bylo mozno zlepsit pomoci ristového faktoru, jako je KGF, ktery vykazuje
cytoprotektivni u¢inek vii¢i hepatocytiim.

Pfedmétem vynédlezu je KGF pro terapeutickou (nebo, kde je to té% vhodné, také pro

profylaktickou) 1é¢bu vySe uvedenych chorob. Dalim ptedmétem vynalezu jsou farmaceutické
prostiedky, obsahujici terapeuticky u&inné mnozstvi KGF.

Piehled obrazki na vvkresech

Na obr. 1 je znazorn€na sekvence nukleotidd syntetické oligonukleotidové DNA, pouzité pii
konstrukci rekombinantniho expresniho systému pro KGF, kterého bylo pouzito pfi
experimentech in vivo, uvedenych v tomto popisu.

Na obr.2 je znizornéno dermélni porandni krali¢tho ucha v &aste¢né tlousfce, které je
modifikovéno tak, Ze rana proniké chrupavkou, za G&elem lepsi kvantifikace riistu nové tkéné.

Na obr.3 je znédzorné€na reepitelizace riny, léSené KGF, a kontrolni riny za pouziti
modifikovaného dermalniho poranéni v &astedné tloust'ce v krali¢im uchu, jako modelu. Celkova
plocha regenerujiciho se epitelu po 1é¢b& KGF je znazornéna nalevo, zatimco procenticky podil
reepitelizace rany je uveden napravo.

Na obr. 4 je znazorn€na proliferace bazélnich a suprabazélnich keratinocytii na okrajich rany do
5 dnii po o3etieni KGF za pouziti poranéni krali¢iho ucha jako modelu.

Na obr. 5 je znazornéna histologicka analyza vlasovych vakd, lé€enych bromdeoxyuridinem
(BrdU) zran léenych KGF a kontrolnich ran, jejimz uelem je ukazat proliferaci bungk u
modifikovaného krali¢iho modelu.

Na obr. 6 je ukdzano vybarveni mazovych Zlaz olejovou &erveni u poranéni 1é&eného KGF a
kontrolniho poranéni v pfipadé stejného krali¢iho modelu.

Na obr. 7 a 8 je ukdzén mikropapilarni ndrist alveolarnich septalnich epitelovych bun&k v plicich
zdravych krys, kterym byl intratrachealn& podan KGF.

Na obr. 9 a 10 je ukézén krychlovity nérist epitelovych bungk v alveolach velkych segmenti plic
po intratrachedlnim podani KGF stejnym zdravym krysam.

Obr. 11 a 12 ukazuji, hyperplastické alveoldrni epitelové buiiky, tvofi vystelku alveolarnich sept
takto lé¢enych krys, obsahuji lamelarni inkluze riizné velikosti a tvaru.

Obr. 13A ukazuje hyperplastické ¢inky 1é8by KGF v bronchidlnim epitelu po intratrachealnim
podani KGF zdravym krysam.

Obr. 13B ukazuje bronchiélni epitel kontrolni skupiny (pod4n pouze excipient) zdravych krys,
ktera odpovida zku$ebni skupin& z obr. 13A.

Na obr. 14 jsou uvedeny vysledky zkousky protekce receptoru KGF (KGFR) RNazou v plicich
dospélych krys.



10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 285996 B6

Obr. 15 ukazuje zvySeni hmotnosti gastrointestinalniho traktu a jater v zavislosti na podané davce
po ¢tyfdennim podavani KGF.

Obr. 16 ukazuje zvySeni syntézy proteinu v krysich jatrech v zavislosti na podané davce po
Ctyfdennim podavani KGF.

Obr. 17 ukazuje zvySenou proliferaci hepatocyti v jatrech zvifat, oSetfovanych jeden az sedm dnd
KGF, stanovenou pomoci znageni BrdU (a) nebo po&tu mitdz (b).

Obr. 18 a 19 uvadéji mnozstvi ziskané jaterni hmoty po o3etfeni z&asti hepatektomizovanych krys
KGF.

Obr. 20 uvadi sniZeni hladiny sérové glutamatoxaloacetat tranaminazy (SGOT) v krevnim séru u
krys, otradvenych tetrachlormethanem, po 16¢b& KGF.

Obr. 21 ukazuje zvétSeni délky gastrickych ?laz a mnoZstvi vytvoreného slizu v Zalude&nich
Zlazéch krys, osetfovanych KGF po dobu 1 aZ 7 dni.

Obr. 22 ukazuje prodlouzeni duodendlnich krypt a tvorbu slizu vtenkém stfevé krys,
o3etfovanych KGF po dobu 1 az 7 dnu.

Obr. 23 ukazuje zvySeni hyperplastickych krypt v tragniku krys, oSetfovanych KGF po dobu
1 az 7 dni.

Obr. 24 ukazuje prohloubeni krypt v tradniku krys, oSetfovanych KGF po dobu 1 a2 7 dnt.
Popis specifickych provedeni tohoto vynalezu

Pro identifikaci specifickych typi epitelovych bun&k, u nichz KGF poskytuje vyznamny
biologicky ucinek, ktery je indikativni pro jeho potencialni terapeutickou uzite¢nost, byla
provedena rozséhla studie na Zzivych zvifatech. Témto zvifatim byl in vivo podavan KGF,
pfiCemz byly sledovany a analyzoviny dosaené vysledky. Ve viech nasledujicich piikladech
bylo pouzZito rekombinantniho KGF, vyrobeného nasledujicim zpisobem:

Rekombinantni gen KGF se izoluje zRNA fibroblastu humanni pfedlozky (AG1523) pomoci
polymerézové reakce (PCR) a vysledna DNA se liguje do expresniho vektoru pCFM1156 mezi
restrikéni mista Ndel a BamHI. Plazmid pCFM1156se miZe ziskat z plazmidu
pCFMB836 zpisobem, popsanym v US patentu &. 4710473 (cely obsah tohoto patentu je
relevantni pro popis tohoto vynalezu) tak, ze se zni¢i dvé endogenni restrikéni mista Ndel
vyplnénim konce enzymem T4 polymerazou, nateZ se provede ligace tupého konce a nahrazeni
kratké sekvence DNA mezi jedinednymi restrikinimi misty Clal a Kpnl nasledujicim
oligonukleotidovym duplexem, zahrnujicim sekvenci SEQ. ID NO.: 1 a sekvenci SEQ. ID NO.: 2

Clal Kpnl

S’CGATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGGTTAACGCGTTGGAATTCGGTAC3’
3 TAAACTAAGATCTTCCTCCTTATTGTATACCAATTGCGCAACCTTAAGC 5

Plazmid pCFM1156KGF se potom klonuje do hostitelskych bunék FM5 (ATCC ¢&. 53 911)
standardnim elektropora¢nim transformaénim postupem (za pouZiti zafizeni BioRad Gene Pulser).
Pro sniZeni pozorované interni translani iniciace se sekvence DNA vgenu KGF mezi
restrikénimi misty Kpnl a EcoRI nahradi syntetickou oligonukleotidovou DNA, kterd je
zkonstruovana tak, aby se sniZzilo vyuZiti vnitiniho ribosomélniho vazebného mista (obr. 1). Po
ligaci a elektroporaci do bunék FMS (ATCC ¢&. 53 911) se selektuje klon, obsahujici
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PCFM1156KGF-dsd. Potvrdi se sekvence DNA kédujici gen KGF. Potom se buriky kultivuji pfi
30°C v 10litrovych fermentorech za pouziti standardniho davkovani média, umoziiujiciho
butikdm rist exponencidlni rychlosti. Omezujicim faktorem je glukéza, aby se zabrénilo
akumulaci toxického vedlejsiho produktu. P#i dosaZeni poloexponencidlni hustoty bungk se
teplota na kratkou dobu zvy3i na 42 °C za Gelem indukce transkripce genu KGF. Potom se po
zbytek KGF indukéni faze fermentace udrzuje teplota p¥iblizné na 42 °C. Oddélena bunéena pasta
se skladuje ve zmrazeném stavu. Biologicky ginny KGF se ziska purifikaci z mechanicky
lyzované bun&né pasty standardnimi chromatografickymi postupy, pfi kterych se vyuZziva velmi
vysokého izoelektrického bodu tohoto proteinu (S-Sepharose Fast Flow, Pharmacia) a velikosti
(Superdex 75, Pharmacia). Purifikovany rekombinantni protein KGF se podrobi zkou3eni na
endotoxin a biologickou u&innost pomoci mitogenni zkousky, popsané v publikaci Rubin et al.,
PNAS, viz vyse.

Vynélez je blize objasnén v nésledujicich piikladech provedeni. Uvedené piiklady maji vyhradné
ilustrativni charakter a vynalez v Z4dném ohledu neomezuji.

Priklady provedeni vynélezu

Priklad 1

KGF-stimulované proliferace a diferenciace adnexalnich struktur pti modelovém hojeni rany in
vivo.

V tomto pfikladu se pouZivd modifikovaného modelu dermélniho poranéni v &asteéné tloustce
v uchu krélika. Modelovy dermaélni vied v uchu krélika, popsany v Mustoe et al., J. Clin. Invest.
87: 694 az 703 (1 991), se za pouziti 6mm trefinu modifikuje tak, Ze poran&ni pochézi chrupavkou
az k dermis na zadni strang ucha. V disledku toho se rana hoji puenim elementi epitelu pod
chrupavkou. Pfitom se kontrakce nestavé proménnou veli¢inou v prib&hu hojeni, coz umoziiuje
pfesnou kvantifikaci novych tkani (viz obr. 2). Jako terapeutického &inidla pro hojeni rany se
pouZije rekombinantniho KGF, vyrobeného vyse uvedenym zpiisobem.

Materily a metody

KGF nebo samotné fosfatem pufrované vehikulum na bazi roztoku chloridu sodného se aplikuje
jednou v den chirurgického zékroku a rany (0,25 cm?) se kryji okluzivnim obvazem Tegaderm
(vyrobek firmy 3M Company, St. Paul, MN, USA). Pfed usmrcenim obdrzi kazdé zvite
intravendzni injekci BrdU (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI, USA) v mnozstvi
50 mg/kg télesné hmotnosti. BrdU se pouziva pro zlepieni kvantifikace stupné proliferace
bazdlniho keratinocytu a kinetiky migrace bazilnich bunék k stratum spinosum a stratum
corneum. Po usmrceni se poranéné misto roziizne na dvé &asti, pfiemZ jedna &ast se zmrazi
v médiu ,,Optimum Cooling Temperature Medium* (OCT, Miles Inc., Elkhart, IN, USA) a druha
ast se fixuje v prostiedku Omnifix (Al-Con, Genetics, Inc. Melville, New York, USA) a
zpracuje rutinnimi histologickymi metodami. Vybarveni pomoci Masson Trichrome, &erveni Oil
Red o a imunohistochemické vybarveni (IHC) se provadi na fezech poran&ni o tloustce 3 pm.

Mg¢feni reepitelizace

U kazdého poranéni se pomoci kalibrovaného objektivniho mikrometru mé&fi celkova mezera a
mezera v epitelu. Podil reepitelizace v procentech u kazdého poran&ni se vypo&ita jako rozdil
celkové mezery a mezery v epitelu, déleny celkovou mezerou v pFislu$ném poranéni. Data
zjiSténa ze dvou fezii kazdého poranéni se zpriméruji. Rozdily v namétenych hodnotach mezery
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v epitelu a procentické podily reepitelizace se analyzuji nezdvojenym Studentovym t-testem
s jednou vétvi.

U kazdé skupiny, ktera byla podéana jedna davka (lé€ivo nebo vehikulum), se vypocita plocha
vytvoifeného epitelu. Pro kazdou davku proti kontrolni skupiné se provede jednosmémy test
ANOVA a Dunnetttv t-test.

Meéieni proliferace a diferenciace bunék epitelu

Rezy tkané o tloustce 3 um, uloZené v parafinu, se barvi za pouziti anti-BrdU (Dako Corp.
Carpinteria, CA, USA), komplexem avidin-biotin (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA) a diaminobenzidinovym substratem (DAB, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).
Rezy se louzi 0,1 % roztokem protedzy a potom se zpracuji 2N kyselinou chlorovodikovou.
Endogenni peroxidaza se rozlozi pisobenim 3 % roztoku peroxidu vodiku. Preparaty se blokuji
10 % roztokem normalniho koriského séra ve fosfatem pufrovaném roztoku chloridu sodného
(PBS) a potom inkubuji a anti-BrdU, zfedénym v poméru 1:4001 % roztokem hovéziho
sérového albuminu (BSA). Po promyti se fezy 20 minut inkubuji s avidin—biotinovym komplexem
s navazanou peroxidazou pfi zfedéni 1: 100 v 1 % roztoku BSA. Potom se preparaty uvedou na
10 minut do styku se substratem DAB (10 mg DAB, 20 ml PBS a 20 pul 30 % peroxidu vodiku).
Nakonec se fezy dobarvi hematoxylinem.

Histologicka analyza vlasovych vacki, osetfovanych BrdU

Po zavedeni BrdU a obarveni IHC se zjisti celkovy pocet vacki v lizku poranéni a zjistény udaj
se analyzuje za pouziti Kruskall-Wallisova nékolikanasobného srovnavaciho testu. Dal3i analyza
zahrnuje zkou$ku s Chi—¢tverci na procenticky podil poranéni s folikuly, obsahujicimi 10 nebo
vice prolifera¢nich bunék v kazdé skupiné s jednou urovni oSetfeni. Kromé toho se ve vsech
folikulech, obsahujicich vice nez 5 prolifera¢nich bunék, zjisti pocet BrdU pozitivné vybarvenych
bunék.

Barveni mazovych zlaz barvivem Oil Red o

Barviva Oil Red o, které je specifické pro neutralni lipidy, se pouzije pro identifikaci sebocytd a
mazovych zlaz. Barveni se provadi na zmrazenych fezech zplisobem, popsanych v F. L. Carson,
Histotechnology* A Self-Instructional Text; ASCP Press, Chicago (1 990), USA. Pouzity postup
lze v kratkosti popsat takto: 7um zmrazené fezy se usus$i na vzduchu a fixuji v zinkovém
formalinu po dobu 10 minut, potom se preparaty ponofi do roztoku Oil Red o (Sigma Chemical
Co., St. Louis, WO, USA) o koncentraci 3 g/litr, dale se ma¢i po dobu 30 minut v 60 %
izopropylalkoholu o teplot¢ mistnosti, odbarvi se v 60 % izopropylalkoholu a dobarvi se
Learnerovym hematoxylinem. Zjist'uje se velikost mazovych zlaz a pocet bun&k na Zlazu.

Vysledky a diskuze

Urychlena reepitelizace a zvySena tloustka epitelu jsou pozorovany u poranéni, osetfenych KGF,
v mnozstvi 4 aZ 40 pg/cm’. Tato poranéni vykazuji 5. Den dodateéné lé¢by podstatné zvysenou
reepitelizaci ve srovnani s kontrolnimi poranénimi (76,7 % versus 52,5 %, 1 pg KGF). Vrstva
nového epitelu se zvétSuje zplisobem, zavislym na dévce, 5. a 7. Den dodate¢né 1éEby Cini téméf
dvojnasobek plochy epitelu v kontrolnim poranéni (pfi davce 10 pg KGF na ranu, viz obr. 3).
Histologicka analyza ukazuje, Ze k regeneraci epitelu dochazi pfevazné pucenim z adnexalnich
elementil v dermis, tj. mazovych Zlaz, potnich Zl4z a vlasovych folikuli.

Analyza proliferace bazalnich keratinocytli a migrace bazélnich bunék ukazuje, Ze po prvnim dnu
1é¢by KGF dochazi ke zvySeni poétu proliferaénich bazalnich keratinocyt na okrajich poranéni
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(viz obr. 4). Druhy den 1é¢by KGF se zvysi podet proliferagnich keratinocyti v suprabazalni
vrstv€ epidermis, coz ukazuje urychleni tranzitu proliferadnich bunék k stratum spinosum. Paty
den 1é€by vykazuji poran&ni mensi proliferaci v bazélni vrstvé, coz ukazuje na samoomezenou
akceleraci opravy epitelu a diferenciaci (viz obr. 4). Zd se, ze keratinocyty p¥i migraci vzhiiru za
vzniku stratum corneum podléhaji normalni maturaci.

Neocekavané je také pozorovdna zvySend proliferace sebocytii a Jjejich diferenciace, jakoZ i
zvySend proliferace vlasovych folikulii. Jak vlasové folikuly, tak mazové zZlazy se zdaji byt vét3i a
Cetngjsi v poranénich, léenych KGF, ve srovnani s kontrolnimi (viz obr. 5 a 6). Histologické
fezy, které byly obarveny Oil Red o za ti¢elem selektivni identifikace mazovych Zlaz, vykazuji
podstatn€ v&tsi poCet téchto 714z a také tyto Zlazy jsou vyrazn& vétsi, coz ukazuje, Ze dochazi ke
zvy3ené proliferace a diferenciaci sebocytii na butiky, produkujici maz. U poranéni, lé¢enych
KGF, je také pozorovano zvyseni poctu (v zavislosti na dévce) prolifera¢nich bunék na vlasovy
vécek.

Nedavno byl na modelu s krali¢im uchem studovan epidermalni ristovy faktor (EGF) a bazicky
fibroblastovy riistovy faktor (GFG) (J. Clin. Invest., vy3e uvedena citace a Pierce et al., Amer. J.
Pathol. 140: 1375 -1 388 (1 992)). Pfesto Ze je zndmo, Ze oba tyto riistové faktory stimuluji
reepitelizaci, ani KGF, ani bazicky FGF neovliviiuje proliferaci nebo diferenciaci adnexélnich
struktur, jako jsou mazové Zlazy a vlasové folikuly. Schopnost KGF stimulovat proliferaci a
naslednou diferenciaci nékolika epitelovych typt bungk v kizi spolu s jeji ptivodni izolaci od
fibroblastii ukazuje, Ze KGF je silnym parakrinnim stimulatorem regeneragnich pochodi v kdzi.

Ptiklad 2
KGF-stimulovana proliferace a diferenciace pneumocyti typu II in vivo

Tento pfiklad se provadi za {ielem vyhodnoceni Gginku podavéni KGF na epitelové buiiky
respiraCniho traktu zdravych krys.

Materidly a metody

Samcim Lewisovy krysy o hmotnosti 200 az 250 g se poda jedna intratrachealni injekce s riiznou
davkou KGF, zfedénou v roztoku chloridu sodného nebo fosfatem pufrovaném roztoku chloridu
sodného za pouziti protokolu, popsaného v Ulich et al, Amer. J. Pathol. 138: 1485 az
1496 (1991). KGF se injekén€ podavé v davce 0,1,5,0 2 10,0 mg/kg. Kontrolnim krysim se
podava intratrachedlni injekce excipientu. V &asovych bodech 6 hodin a 1,2, 3,4,5a6dnd po
injekci KGF se krysy usmrti, jejich plice se nafouknou prostfednictvim intratrachealniho katetru
Bouinovym fixativem, sagitilni fezy plic se ulozi do parafinu a histologické fezy se obarvi
hematoxylinem a eoxilinem.

Vysledky a diskuze

KGF v davce 0,1 mg/kg nevyvoléva histologicky rozeznatelnou hyperplazii bun&k alveolarniho
epitelu. KGF v dédvce 1,0 mg/kg vyvolava mimé, ale zjistitelné zvyseni poctu bunék alveolarniho
epitelu. ZvySend hyperplazie bun&k alveolérniho epitelu se zjisti pfi Gprave davky na hodnotu
5,0 a 10,0 mg/kg. KGF nevyvolava histologicky zjistitelné zvySeni poétu alveolarnich epitelovych
bunék v dobé 6 hodin a jednoho dne po intratrachealni injekci. V dob& 2 dni se v plicich krys,
odetfenych KGF, zjisti vyvySeny mikropapilarni nartst alveoldrnich septalnich epitelovych bun&k
(viz obr. 7 a 8). V dobé& 3 dni se zjisti difuzni nizky krychlovity az krychlovity nartst alveolarnich
epitelovych bunék, ktery tvofi vystelku celych alveol ve velkych segmentech plic (obr. 9 a 10).
Nekteré oblasti plic si viak zachovaji normalni histologii. Histologicky vzhled hyperplastického
alveolarniho epitelu u krys tfeti den je v podstaté stejny jako vzhled hyperplazie pneumocyti
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reaktivniho typu II v lidskych plicich. Hyperplasticky alveolarni epitel je zjistitelny ve snizujicim
se mnozstvi v plicich KGF-o3etfenych krys v den 4 a 5 po intratracheélni injekci. V den 6 nelze
rozlisit plice krys, lé¢enych KGF, od plic kontrolnich krys.

Plice krys, oSetfovanych KGF, se ultrastrikturné vySetfuji 3 dny po intratrachedlni injekci.
Vystelka hyperplastickych alveolarnich epitelovych bunék v alveoldrnich septech téméf vidy
obsahuje jednu nebo vice lamelarnich inkluzi proménlivé velikosti a tvaru (obr.11a12).
Brochialni epitel krys osetfovanych KGF je hyperplasticky v den 3, ale tato hyperplazie neni
ihned tak ndpadna, jako hyperplazie alveolarnich bunék. Hyperplazie se hodnoti jako
pseudostratifikace epitelové vystelky mensich distalnich bronchd, které obsahuji normalné jednu
vrstvu epitelu jako vystelku, jako svazgitost nebo mikropapilarni narst bronchialniho epitelu a
Jjako zvySeni mitotického &isla v bronchidlnim epitelu (viz obr. 13A a 13B).

Intratrachealné podany KGF vyvoldva napadnou hyperplazii alveolarnich epitelovych bunék.
Piitomnost lamelarnich cytoplazmickych inkluzi v burikich na ultrastrukturni drovni je
konzistentni s pfedpokladem, Ze hyperplastickymi buiikami jsou pneumocyty typu II. Lamelarni
inkluze se nezdaji byt tak ¢etné nebo tak osmifilni. Jako inkluze ilustrované v n€kterych piipadech
experimentalni hyperplazie pneumocyti typu IT u krys a jsou velmi podobné lamelarnim inkluzim,
ilustrovanym v normalnich krysich plicich. KGF vyvolava nejen hyperplazii alveolarnich bungk,
nybrz i hyperplazii bunék bronchidlniho epitelu. Je mozné, ze hyperplasticky alveolarni epitel
piedstavuje podrost bronchialniho epitelu z terminalnich bronciol do alveolarniho parenchymu.
multifokalni mikropapilarni pu€eni pneumocytil na alveolarnich septech 2 dny po injekci KGF,
coZ je typ néariistu, ktery predchazi konfluentni vystelce alveol krychlovitymi buiikami v 3 den.
Kromé toho se piedpokladd, Ze pneumocyty typu II tvofi mitoticky responzivni populaci
alveolarnich epitelovych bunék a je mozno oCekavat, ze pravé buiiky alveolarniho typu budou
responzivni vii¢i potencidlnimu endogennimu mediatoru ristu alveoldrnich bunék, jako je KGF.
Kone¢né identifikace lamelarnich inkluzi v hyperplastickych buiikich potvrzuje nejen jejich
diferenciaci na pneumocytti typu II.

Stimulaéni u¢inek KGF na pneumocyty typu II je v souladu s pozorovanim, ze mnozstvi KGF
receptorové mediatorové RNA v plicich na ekvivalentni vzorek celkové RNA je dvakrat az tfikrat
vy33i nez hladina, zji$téna v riznych jinych organech mladé dospélé krysy. Pfi tomto pokusu se
hladina KGF receptorové madiatorové RNA stavuje za pouziti modifikované zkousky Ambion
RNAse Protection Assay (RPAII, ¢. 1 410).

Préba antimediatorové RNA, které se pouziva pfi této zkousce, ma nasledujici sekvenci (SEQ. ID
NO.:3)

5> GAAUACGAAUUCCUUGCUGUUUGGGCAGGACAGUGA-
GCCAGGCAGACUGGUUGGCCUGCCCUAUAUAAUUGG-
AGACCUUACAUAUAUAUUCCCCAGCAUCCAUCUCCG-
UCACAUUGAACAGAGCCAGCACUUCUGCAUUGGAGC-
UAUUUAUCCCCGAGUGGAUC 3’

Antimediatorova proba se vyrobi za pouZiti soupravy Promega Riboprobe Gemini II kit (¢. P2020)
z linearizované teplatové DNA kédujici odpovidajici sekvenci DNA, popsanou vy3e. RNA préba
se purifikuje na mo&ovinopolyakrylamidovém gelu vyfiznutim pasu o spravné velikosti a eluci
RNA préby pomoci roztoku Ambion Solutin F.

Mediatorova RNA (standard) kédujici komplementarni sekvenci RNA vzhledem k antimediato-
rové probé ma nasledujici sekvenci (SEQ. ID NO.: 4)
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5> GGGAGACAAGCUUGCAUGCCUGCAGGUCGACUCUAG-
AGGAUCCACUCGGGGAUAAAUAGCUCCAAUGCAGAA-
GUGCUGGCUCUGUUCAAUGUGACGGAGAUGGAUGCU-
GGGGAAUAUAUAUGUAAGGUCUCCAAUUAUAUAGGG-
CAGGCCAACCAGUCUGCCUGGCUCACUGUCCUGCCCA~
AACAGCAAGG 3’

Mediatorovy standard se pfipravi ,chladny* (bez radioaktivniho znadeni) za pouZiti soupravy
Promega Riboprobe Gemini II kit (¢. P2020) a purifikuje se na sloupci G50 Sephadex Quick Spin
Column.

Podle standardniho protokolu Ambion (RPA II &. 1410) se 50 pg aplné RNA inkubuje s 10°
cpm/proba, nejprve 4 minuty pfi 95 °C a potom 12 a2 18 hodin pfi teplotd 45 °C. Rnaza (1:
500 Ambion roztok R) se inkubuje s hybridiza&nim roztokem 40 minut pti 37 °C a potom se k ni
prida inaktiva¢ni/precipitaéni €inidlo (roztok Dx).

RNéza—chranéné fragmenty se oddéli podle velikosti elektroforézou na mocovinopolyakryl-
amidovém gelu a cely gel se exponuje na fosforimageru. Pasy se kvantifikuji pomoci zafizeni
Molecular Dynamics Phosphorimager. Vystelky jsou uvedeny na obr. 14.

Identifikace KGF jako riistového faktoru pneumocytii typu II zvySuje moznost, ze KGF bude
vykazovat podobny terapeuticky potencial, jako maji glukokortikoidy, jakoZto stimulatory
maturace fetdlnich plic. KGF by také mohl byt klinicky uzite¢ny pfi stimulaci bronchoalveolirni
opravy po poranéni plic u dospélych. Prolifera¢ni i¢éinek KGF na pneumocytu typu II naznacuje,
Ze KGF by mohl hrat dilezitou tilohu pti regulaci syntézy a sekreci surfaktantu.

Piiklad 3
KGF-stimulovana proliferace a diferenciace hepatocyti.

Vtomto pfikladu se vyhodnocuji uginky systematicky podané KGF na epitelové tkané jater
dospélych krys.

Materialy a metody

Samci krysy, pouziti jako zku3ebni zvifata, dostdvaji vodu a potravu ad libidum. VSechna zvifata
dostavaji po dobu 1,4 nebo 7 dnit jednou denné intraperitonedlni injekci KGF nebo PBS. Pii
vech experimentech se pouZiva alespoii péti zvifat v kazdé skupiné.

Krysy se usmrti zadusenim oxidem uhli¢itym a odebere se jim krev pro sérovou chemii srde&ni
punkci okamzit€ po usmrceni. Sérum se urfuje ve zmrazeném stavu az do pouziti pfi zkousce. U
séra se provadi standardni chemické analyza na elektrolyty. Jatra se zvazi a jejich hmotnost se
vyjadii v g/100 g t€lesné hmotnosti, tj. jako procenticky podil t&lesné hmotnosti. Vzorky tkéné se
umisti do 10 % pufrovaného formalinu pro rutinni histologické zpracovani.

Rezy z jater se obarvi hematoxylinem a eosinem H a E). Jednu hodinu pred usmrcenim se krysam
poda intraperitoneédlni injekci 50 mg/kg BrdU. Provede se anti-BrdU imunohistochemie za
ucelem vizualizace inkorporace BrdU do DNA replikaénich bun&k.

Za pouZiti kalibrované okuldrové mfizky se stanovi index znageni (Labeling Index — LI) jater.

Spotita se 10 poli€ek na jedno zvife a vypodita primér. Dale se vypogita celkovy pocet jater a
znalenych jater na jednotku plochy. Pro standardizaci polidek, o nichZ se predpoklada, Ze
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predstavuji podobné plochy jaterniho parenchymu, se pro poCitani pouziva poliCek sousedicich
s portalovou triddou.

Vsechna data se analyzuji za pouZiti nezdvojeného Studentova t-testu se dvéma vétvemi nebo
jednosmérného testu ANOVA pro porovnani vice skupin.

Vysledky a diskuze

Provede se studie zavislosti odpovédi na dévce pro identifikaci a¢inné davky KGF. KGF se
podava injekéné kazdy den po dobu 4 dnii a vyjmou se orginy. Hmotnost jater vyjadrena
v jednotkach % t&lesné hmotnosti se podstatné odliSuje od hmotnosti kontrolnich jatek pouze pfi
nejvy33i davce 5 mg/kg za den pfi porovnani testem ANOVA (viz obr. 15). Zajimavé je, Ze ve
srovnani s kontrolnimi jatry obsahuji jatra zvifat, kterym bylo podavano KGF, sérové proteiny,
cholesterol a triglyceridy, coz jsou slouceniny syntetizované v jatrech, v podstatné vétSim
mnoZstvi, a to jak pfi davce KGF 1 mg/kg, tak pfi ddvce KGF 5 mg/kg (viz obr. 16).

Zvitata se analyzuji po jednodennim, ¢tyfdennim nebo sedmidennim kazdodennim podavani KGF
vdavce 5 mg/kg. Pfi zevrubné pitvé se zjisti, Zze jatra jsou v dobé sedmého dne podstatné
zvétSena. Hmotnost jater je podstatné vy3si ve vSech studovanych &asovych bodech u krys
osetienych KGF (den 7., KGF 4,08 + 0,08 % versus kontrolni 3,49 + 0,06 %, p = 0,0003).

Kvantifikace BrdU pozitivnich jader vykazuje troj— az Ctyfnasobné zvySeni u krys oSetfenych
KGF ve srovnani s kontrolou pfi jednodennim oSetfeni (viz obr. 7). Mitoticky index (¢islo),
vyjadfeny jako pocet mité6z na policko ve srovnani s kontrolou, coZ je konzistentni s poétem
BrdU.

Tyto vysledky ukazuji silné mitogenni a diferenciaéni udinky KGF na jatra. Rychlé zvySeni
hmotnosti jater po jednodennim oSetfeni KGF spolu se zvySenym mitotickym indexem a BrdU-
pozitivni frakci ukazuji, ze¢ KGF ma rychlé a silné u¢inky na tuto pfevainé epitelovou tkar.
Piestoze mitotické Géinky KGF rychle mizi, hmotnost jater, vyjadiena jako procenticky podil
télesné hmotnosti, pfi studiich dale stoupa. ZvySena hmotnost je pfevazné zplsobena zvySenim
poétu bunék, které byly histologicky pozorovatelné jiz pfi jednodennim oSetfeni a zlstaly
zachovany i pfi ¢étyfdenni a sedmidenni o3etfeni. JelikoZ se pfi regeneraci jater miize hmotnost
jater zvysit vice nez dvojnasobné za méné nez 2 tydny, neni zjidténi vyznamnych rozdild, poginaje
pro jednodenni osetfeni, pfekvapujici.

Zvysena hladina albuminu neni spojena s zadnou jinou znamou chorobou, nez je dehydratace.
KGF pravdépodobné indukuje zvySenou hladinu albuminu (a jinych proteind) v séru diky
zvy$enému poctu pfitomnych hepatocytli. ZvySeni syntézy proteinu, indukované KGF, by
pfedstavovalo obrovsky uzitek pro pacienty s konenym stadiem jaterni choroby nebo cirhézy
jater, ktery by jim mohl zachranit Zivot.

Piiklad 4

KGF-stimulovana proliferace a regenerace jaternich buné€k po Easte¢né hepatektomii in vivo.

Pii tomto pokusu se jako zkusebnich subjektii pouziva samci krysy Spraque-Dawley o hmotnosti
300 az 340 g.
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Materialy a metody

U viech krys se provede ¢aste¢nd hepatektomie (2/3) zptisobem, popsanym v Higgins a Anderson,
Archives of Pathology, sv. 12 str. 186 (1931). Poginaje 8 hodinami po chirurgickém zakroku a
potom jednou denné se krysim subkutinné vstitkne bud’ PBS (kontrolni skupina) nebo KGF
vdavce | mg/kg. Kontrolni i KGF-oetfené krysy se zvazi a usmrti 4, 7, 10 nebo 14 dni po
chirurgickém zakroku. Zvitatiim se odstrani zbytky jater, a ty se zvazi.

Vysledky a diskuze

Zjistilo se, Ze oSetfeni Cistetn& hepatektomizovanych krys KGF se projevi podstatnym
urychlenim regenerace jaterni hmoty, a to jak absolutng, tak relativn& (viz obr. 18 a 19). U
skupiny I1é¢ené KGF se jaterni hmota vrati na hodnotu ped chirurgickym zikrokem do 7 dni.
Naproti tomu u kontrolni skupiny (kterd nebyla oSettena KGF) se nedostane absolutni ani
relativni regenerace jaterni hmoty ani po 14 dnech.

Priklad §

Lé&ebné GCinky KGF na chemicky indukovanou jaterni toxicitu.

Pro vyhodnoceni terapeutického u¢inku KGF na jatra po zavedeni chemického toxinu se pouziva
samcl krysy Spraque-Dawley o hmotnosti 300 az 240 g.

Podavani

Skupindm po 12 samcich Spraque-Dawley se v den 0 podi tetrachlormethan v davce 1 mi/kg
nebo 2 ml/kg v kukufi¢ném oleji jako vehikulu. Kazda skupina s jednim davkovéanim se rozdéli do
dvou podskupin po 6 krysach. Poginaje 3 hodinami po podani tetrachlormethanu a potom kazdy
den se kazdé podskupiné subkutanni injekci podiva bud’ PBS nebo KGF v davce 1 mg/kg/den.
Po 22, 72 a 144 hodinich po podani tetrachlormethanu se kaZdé kryse odebere krevni vzorek a
stanovi se hladina glutamat—oxaloacetat tranaminazy (SGOT) v séru.

Vysledky a diskuze

Jak je zfejmé z obr. 20, subkuténni injekce KGF po oralnim podéni tetrachlormethanu podstatng
snizuje hladinu enzymu SGOT, ktery je znamym indikatorem poskozeni jater, v krevnim séru.
Tento UCinek je obzvlasté zfejmy pfi podéni tetrachlormethanu v davce 2 ml/kg prvni den po
podani.

Priklad 6

KGF-stimulované proliferace a diferenciace epitelovych bun&k stfevni sliznice.

Tento pfiklad ukazuje biologické u¢inky KGF na epitelové buiiky stfevni sliznice zdravych krys.
Materialy a metody

Samci krysy, pouziti jako zkuSebni zvifata, dostdvaji vodu a potravu od libutum. Viechna zvitata

dostavaji po dobu 1, 4 nebo 7 dni jednu denné intraperitoneélni injekci KGF nebo PBS. Pfi viech
experimentech se pouziva alespoii péti zvifat v kazdé skupiné.
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Krysy se usmrti zaduSenim oxidem uhligitym. Hlavni organy se zvaZi a jejich hmotnost se vyjadri
v g/100 g télesné hmotnosti (procenta télesné hmotnosti). Vnitinosti se rozdéli na neglandularni
horni &ast travici trubice, zalude&ni Zlazy, tenké stievo a tlusté stfevo. Vzorky tkani se umisti do
10% pufrovaného formalinu pro rutinni histologické zpracovani.

Rezy ze viech odebranych organd se obarvi hematoxylinem a eosinem (H a E). Jednu hodinu pfed
usmrcenim se krysdm poda intraperitonealni injekce 50 mg/kg BrdU. Standardnimi metodami se
provede anti-BrdU imunhistochemie za ucelem vizualizace inkorporace BrdU do DNA
replikaénich bungk. Zvolené tkan& se obarvi kyselinou jodistou—schiff (PAS), alcionovou modfi
pfi pH 2,5 a Masson—Trichrome.

Pro méieni vySky Zaludeni sliznice a hloubky vybarveni PAS s zalude¢ni sliznici se pouZije
kalibrovaného okularu. Podobné se zméfi délka klki a hloubka stfevnich krypt ve dvanactniku a
hloubka traénikovych krypt. Pro kvantifikaci zmén produkce poharkovitych bunék se zjisti podet
PAS—pozitivnich poharkovitych bunék na délce 100 pm, pocinaje u zékladny dvanactnikového
klku. Ve v3ech oblastech vnitinosti se méfeni provadéji pouze na Zlazach nebo klcich, které jsou
kolmé k podkladové svaloviné. Vysledky jsou uvedeny v um, nebo v pfipadé¢ malych
intestinalnich poharkovitych bunék je uveden primérny pocet na jednotku plochy. Kromé toho se
stanovi poet tratnikovych krypt a pocet hyperplastickych (dvojité nebo trojit€ rozvétvenych)
krypt, zaujimajicich definovanou délku traéniku. U kazdého zvifete se provede 5 az 10
opakovanych méfeni a vypocita se z nich primér.

V3echna data se analyzuji za pouziti nezdvojeného Studentova t-testu se dvéma vétvemi nebo
jednosmémého testu ANOVA pro porovnani vice skupin (Statview II, Abacus Concepts,
Berkeley, CA, USA).

Vysledky a diskuze

Nejprve se provede studie zavislosti odpovédi na davce pro identifikaci t€inné ddvky KGF. KGF
se podava injekéné kazdy den po dobu 4 dni a vyjmou se organy. Vyznamna odpovéd’ na davku
je pozorovéna u Zalude¢nich zlaz, tenkého streva a tradniku (obr. 15).

Zvifata se analyzuji po jednodennim, ¢tyfdennim nebo sedmidennim kazdodennim podavani KGF
v davce 5 mg/kg. Pii zevrubné pitvé se zjisti, Ze po Ctyfdennim a sedmidennim oSetfeni je horni
¢ast travici trubice zna¢né ztlusténa zahyby sliznice. Horni ¢ast traviciho traktu, Zalude¢ni zlazy,
dvanéctnik a tradnik vykazuje podstatné zvySeni hmotnosti po &tyfdennim a sedmidennim
podavani, ale nikoliv po jednodennim poddvani. Hmotnost Zalude¢nich Zlaz po sedmidennim
odetfeni je 0,65 + 0,01 g v pfipad¢ zvifat oSetfenych KGF a 0,48 + 0,02 g v pfipadé kontrolnich
zvitat (p = 0,001).

Neglandularni horni €ast travici trubice vykazuje podstatné zvySenou hmotnost po ¢tyfdennim a
sedmidennim oSetfeni. Na zdkladé histologického vySetfeni se zjisti, Ze 3Supinaty epitel
neglandularni horni &ast travici trubice je mirné (po ¢tyfdennim oSetfeni) az vyrazné (po
sedmidennim o3etfen{) hyperplasticky u zvifat, oSetfenych KGF. Prolifera¢ni epitel se nahle méni
u cardia z normélniho $upinatého epitelu jicnu na proliferaéni epitel horni ¢asti travici trubice. Po
jednodennim o3etfeni je glandularni gastrickd mukéza z histologického hlediska normélni. Po
Styfdennim a sedmidennim oSetfeni se pfi histologickém vySetfeni zjisti zvySeny pocet
poharkovitych bunék, jakoZto butiky s otevienou cytoplazmou. Zvifata, o3etfovana KGF po dobu
4 a 7 dni, vykazuji mirné zvySeni tloustky sliznice (obr. 21). Po sedmidennim oSetfeni je
slizotvorna adnexalni vrstva mukozalnich bunék rozsifena a pfemisténa k serosélnimu povrchu.
Vybarveni PAS po &tyfdennim a sedmidennim oetfeni vykazuje napadny narlist poctu a velikosti
PAS pozitivnich (mucin produkujicich pohérkovitych buné€k). Pomoci fezi barvenych BrdU je
tato vrstva déle identifikovana jako vrstva délicich se bunék v Zaludecnich Zlazach, vykazujici
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narist proliferanich bun€k béhem osetieni. Tloustka PAS pozitivni vrstvy luminélniho povrchu
gastrické mukézy je také vyznamné zvySena po &tyFdennim a sedmidennim o3etfeni KGF
(obr. 21).

Tenké stfevo je ve viech ¢asovych bodech studie zhruba normalni. Barveni PAS ukazuje zvyseny
pocet poharkovitych bunék, produkujicich mucus. Tento rozdil je vyznamny po é&tyfdennim a
sedmidennim oSetfeni (obr. 22). Vyska klki se neli$i v Zzadném okamziku, ale hloubka krypt je
podstatné vétsi po jednodennim a sedmidennim oSetieni (obr. 22).

Po sedmidennim o3etfeni tvofi sliznice trainiku zvrasnéné zahyby, které vyznamné zvysuji
celkovou povrchovou plochu. Indikétory hyperplazie, dvojndsobné a trojnasobné rozvétvené
tranikové krypty, jsou pozorovény ve vSech skupinach, v&etng kontrolnich skupin, ale nejéetnéjsi
a nejndpadnéjsi jsou u kratkodobé oSetfovanych skupin, tj. u skupin, o3etfovanych jeden a &tyti
dny, pfitemz pocet hyperplastickych kryp klesa s délkou o3etfeni (obr. 23). Tomu odpovida
hloubka krypt v traniku, ktera se zvétSuje s délkou o3etieni (obr. 24).

Barveni PAS a alcianovou modii ukazuje zvySeni poharkovitych bun&k, produkujicich mucus
v traniku po oSetfeni KGF. Kromé toho polet pohérkovitych bun&k, pozitivnich na alcianovou
modf na luminalnim povrchu, je vyssi po sedmidennim oSetfeni u viech zkouSenych zvitat.
Zvitata, ktera byla oSetfovana jiz jen 4 dny, vykazuji vyznamné zvySeni PAS pozitivnich bun&k
v horni poloving a jedné teting krypt traéniku.

Tyto vysledky ukazuji, Z¢ KGF ma silné mitogenni a diferenciaéni (8inky na epitelové tkané
gastrointestinalniho traktu. Ze znadeni BrdU je ziejmé, e KGF iniciuje proliferaci bun&k ve
slizotvorné adnexalni vrstvé ZaludeCni sliznice. Tyto buiiky tvofi progenitorové buriky
Zaludecnich Zlaz. Po rozdéleni migruji builky z této vrstvy vzhiru smérem k priisvitu vnitinosti a
vytvareji povrchové buiiky, nebo doli k serosalnimu povrchu, kde se stavaji burikami, které
vytvafeji Zalude¢ni Zlazy (Toner et al, 1989, Gastrointestinal and Esophageal Pathology,
Churchill Livingstone, New York, NY, USA, str. 1328). KGF kromé& toho podporuje selektivni
diferenciaci slizotvornych adnexalnich bunék na buiiky, které se pohybuji smérem vzhiru a
stavaji se pohéarkovitymi buiikami. Celkova tlouitka Zaludelni sliznice je po &tyfdennim a
sedmidennim o3etfeni zvySena. Podobné G¢€inky jsou pozorovany v tenkém a tlustém stievé. KGF
podporuje zvySené déleni bungk, které ma za nasledek vznik protéhlych krypt, prostfednictvim
stimulace prodenitorovych bunék. KGF také indukuje diferenciaci délicich se bungk krypt, coz je
zfejmé ze zvysené produkce slizu a vy$siho poétu poharkovitych bunék v klcich nebo kryptach.

Vynalez byl popsan na specifickych provedenich a pfikladech, kterd viak pro ng&j nepredstavuji
Zadné omezeni. Pro popsana pouZiti je naptiklad mozno pouzit jakékoliv formy KGF, kterd ma
v podstaté shodné biologické vlastnosti jako pfirodni KGF. Takové formy zahrnuji samotny
purifikovany ptirodni KGF, KGF syntetizovany chemickymi postupy a KGF ziskany rekombinaci
za pouZiti jinych expresnich systémi neZ téch, které jsou uvedeny vyse, jakoZ i jejich analogy,
varianty, chiméry atd., zaloZené na pfirodni aminokyselinové sekvenci. Viech t&chto forem je
mozno pouZit pti provadéni tohoto vynalezu.

Odbornikim v tomto oboru je také ziejmé, Ze pro expresi sekvence kédujici protein KGF je
mozno pouZzit riznych systému hostitel-vektor. Tyto systémy zahrnuji systémy na bazi sav&ich
bungk, infikovanych virem (napiiklad vacciniavirem, adenovirem atd.); systém na bazi hmyzich
bunék, infikovanych virem (napfiklad baculovirem); mikroorganismy, jako jsou kvasinky,
obsahujici kvasinkové vektory, nebo jiné bakterie kromé& E. coli, které jsou transformovény
bakteriofagovou DNA, plazmidovou DNA nebo kozmidovou DNA. Na vySe uvedeny vydet
systému se vynalez také neomezuje. Expresni elementy téchto vektorti se mohou lisit ve své sile a
specifi€nosti. V zavislosti na pouZitém systému hostitel-vektor se miZe pouZit kteréhokoliv
z fady vhodnych transkripénich a translaénich elementd.
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Poté, co byl proteinovy produkt KGF z exprese cDNA izolovan, purifikovan a poté, co byla u
ného stanovena aktivita KGF za pouziti metod, opsanych v tomto textu, nebo za pouziti jinych
postupli, znimych odbornikim v tomto oboru, je moZno ho zpracovat na rizné farmaceutické
prosttedky. Tyto farmaceutické prostiedky typicky obsahuji vhodny, obvykle chemicky
definovany nosi¢ nebo excipient pro toto terapeutické ¢inidlo, tj. KGF a také jiné pfisady,
v zavislosti na zamy$leném zpisobu podavani. Prostfedky mohou obsahovat vodné nosice, nebo
se muZe jednat o prostfedky v tuhé fazi, v nichz je KGF zaveden do nevodnych nosici, jako jsou
kolageny, kyselina hyaluronovd a rizné polymery. Takové prostiedky je moZno Glelné
zpracovavat na formy vhodné pro rizné zplsoby podavani, jako je injekéni, oralni, topické,
intranasalni a pulmonérni podavani.

Odbornikim v tomto oboru je také ziejmé, Ze mnoZzstvi davkovaného KGF se bude ménit
v zavislosti na 1é¢ené chorobé a zplsobu podavani. Jako orienta¢ni voditko pro G¢innou davku je
moZno uvést napfiklad davku v rozmezi od 0,01 do 500 mg/kg télesné hmotnosti. Takovou davku
Ize podavat jednorazové nebo opakované v zavislosti na chorobg a stavu pacienta. Vy3e uvedené
prostfedky je moZno podéavat v kombinaci s jinymi druhy 1é&by, jako naptiklad spolu s podavanim
jinych cytokinii a ristovych faktori nebo jinych farmaceutickych prosttedki, vhodnych pro 1é¢bu
chorob kiize, plic, jater a gastrointestinalniho traktu.

SEZNAM SEKVENCI
(1) OBECNE INFORMACE:
(i) PRIHLASOVATEL: Amgen Inc.
(i)) NAZEV VYNALEZU: Therapeutic Uses of Keratinocyte Grown Factor
5 ) (Terapeuticka pouziti ristového faktoru keratinocyti)
(iii) POCET SEKVENCI: 4
(iv) ADRESA PRO KORESPONDENCI:

(A) ADRESAT: Amgen Inc.,
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(C) MESTO: Thousand Oaks
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(F) PSC: 91320-1789 (ZIP)
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(A) TYP MEDIA: Disketa, 3,5 inch, DS, 2,0 Mb
(B) POCITAC: IBM kompatibilni

(C) OPERACNI SYSTEM: MS-DOS
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(2) INFORMACE O SEQ ID NO:1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 55 bazovych périi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPLOGIE: linearni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 1:

CGATTTGATT CTAGAAGGAG GAATAACATA TGGTTAACGC GTTGGAATTC
GGTAC

(3) INFORMACE O SEQ ID NO: 2:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 49 bazovych part
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 2:
CGAATTCCAA CGCGTTAACC ATATGTTATT CCTCCTTCTAA GAATCAAAT 49
(4) INFORMACE O SEQ ID NO: 3:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 164 bazovych pard
(B) TYP:Vnukleové kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetézec
(D) TOPOLOGIE: linearni
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 3:
GAAUACGAAUU UCCUUGCUGU UUGGGCAGGA CAGUGAGCCA GGCAGACUGG
UUGGCCUGCC CUAUAUAAUU GGAGACCUUA CAUAUAUAUU CCCCAGCAUC
CAUCUCCGUC ACAUUGAACA GAGCCAGCAC UUCUGCAUUG GAGCUAUUUA
UCCCCGAGUG GAUC 164
(5) INFORMACE O SEQ ID NO: 4:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 191 bazovych pari
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZCOVOST: jeden fetdzec
(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO: 4:
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GGGAGACAAG CUUGCAUGCC UGCAGGUCGA CUCUAGAGGA UCCACUCGGG
GAUAAAUAGC UCCAAUGCAG AAGUGCUGGC UCUGUUCAAU GUGACGGAGA
UGGAUGCUGG GGAAUAUAUA UGUAAGGUCU CCAAUUAUAU AGGGCAGGCC
AACCAGUCUG CCUGGCUCAC UGUCCUGCCC AAACAGCAAGG 191

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti ristového faktoru keratinocytd pro vyrobu lé€iva pro 1é¢eni nebo prevenci choroby
nebo stavu, vyZzadujiciho stimulaci nefibroblastovych epitelovych bunék pacienta.

2. Pouziti podle naroku 1, kde choroba nebo stav, vyzadujici stimulaci nefibroblastovych
epitelovych bunék, je zvolen ze souboru, zahrnujiciho

A) alopecii indukovanou chemoterapii;

B) zaludecni vied;

C) dvanactnikovy vied;

D) erozi zaludku a jicnu, zejména erozivni gastritis, oesophagitis nebo oesophageélni reflux;
E) zané&tlivé choroby stiev;

F) toxicitu pro vnitfnosti, vyvolanou ozafenim nebo chemoterapii;
G) chorobu hyalinni membrany;

H) nekrdzu respiraéniho epitelu, vyvolanou vdechovanim koufe;
I) emphysema,;

J) plicni zanét a fibrozu;

K) cirhézu jater;

L) fulminantni selhéni jater;

M) akutni virovou hepatitis; a

N) toxické napadeni jater.

3. Pouziti podle ndroku 1 nebo 2, kde ristovym faktorem keratinocytl je pfirodni, chemicky
syntetizovany nebo rekombinantné produkovany ristovy faktor keratinocyti.

4. Pouziti podle nékterého znarokd 1 az 3, kde ristovym faktorem keratinocyti je
rekombinantné produkovany rtistovy faktor keratinocytli, obsahujici aminokyselinovou sekvenci

pfirodniho lidského ristového faktoru keratinocytu.

5. Pouziti podle n€kterého znaroki 1 az 4, kde ristovy faktor keratinocytli obsahuje
aminokyselinovou sekvenci, zndzorn€nou na obr.1, nebo jeji analog, variantu nebo chiméru.

6. Pouziti podle nékterého z narokli 3 az 5, kde rekombinantni ristovy faktor keratinocyti je
produktem bakterialnich bunék, pfednostné E. coli.

25 vykrest
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Ndel KGr-dsd

TGCAATGACATGACTCCAGAGCAAATGGCTACAAATGTGAACTGTTCCAGCCCTGA
ACGTTACTGTACTGAGGTCTCGTTTACCGATGTTTACACTTGACAAGGTCGGGACT

TAT

G
AC
M CNDMT©TPEIOQMATNUWVNTGCS S P E-

GCGACACACRAAGAAGTTATGATTACATGGAAGGAGGGGATATAAGAGTGAGAAGACTCTT
CGCTGTGTGTTCTTCAATACTAATGTACCTTCCTCCCCTATATTCTCACTCTTCTGAGAL

RH TR S Y DY MEGGDTIWZ RUYVURRU RTUL F -

| == mmmm e syntetickd DNA ---------uooo
CTGTCGAACACAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGA
GACAGCTTGTGTCACCATGGACGCATAGCTGTTTGCGCCGTTTCAGTTCCCGTGGGTTCT

C R T Q WY L R I DI KU RGIEKUVETG T Q E -

GATGAAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAAT
CTACTTTTTGTTGATGT TATAATACCTTTAGGCATGACAACGACAACCATAGCAACGTTA

M K NNY NTIMETIUZRTUVAUV G I V A I-
EcoRI

- e -

CARAGGTGTTGAATCTGARTTCTATCTTGCAATGAACAAGGAAGGAAAACTCTATGCARA
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