SK 1832-2000 A3

SLOVENSKA REPUBLIKA ,
(19) SK L Q 1
PRIHLASKA VYNALEZU
(22) Détum podania prihlasky: 2. 6. 1999
(31)  Cislo prioritnej prihlasky: 9811836.7
9815035, .2 9819846.8, 9828578.6
(32) Déatum podania prioritnej prihlasky: 2. 6. 1998
11.7. 1998, 12. 9. 1998, 23. 12. 1998
(33) Krajina alebo regiondlna
organizacia priority: GB, GB, GB, GB
(40)  Datum zvercjnenia prihlasky: 6. 11. 2001
Vestnik UPV SR &.- 11/2001
(62)  Cislo povodnej prihiadky
v pripade vyligencj prihlasky:
URAD (86)  Clislo podania medzinarodnej prihlasky
PRIEMYSELNEHO podl'a PCT: PCT/GB99/01722
VLASTNICTVA (87)  Cislo zverejnenia medzinarodnej prihl4sky
SLOVENSKEJ REPUBLIKY podl'a PCT. W099/62561

(11),(21) Cislo dokumentu:

1832-2000

(13)  Druh dokumentu: A3
(51) Int.CL7:

AG61K 48/00

(71)  Prihlasovatel: GLAXO GROUP LIMITED, Greenford, Middlesex, GB;

(72) Povodca: Braddock Martin, Stevenage, Hertfordshire, GB;
Campbell Callum Jeffrey, Stevenage, Hertfordshire, GB;
Schwachtgen Jean-Luc, Munich, DE;

(74)  Zéstupca: Majlingovd Marta, Ing., Bratislava, Sk;

(54) Nazov: PouZitie molekuly nukleovej kyseliny, farmaceuticky prostriedok s jej obsahom a molekula nukleovej kyseliny

(57) Anoticia:

Pouzitie polypeptidového transkripéného faktora Egr-1 ale-
bo jeho biologicky aktivncho fragmentu a molekuly nukle-
ovej kyseliny kadujicej takéto polypeptidy na vyrobu lie-
¢iva vhodného na o3etrovanie ran cicavca vritane &loveka.
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dolezité oblasti, ktoré sa podielaju na transkripcii faktora
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Pouzitie molekuly nukleovej kyseliny, farmaceuticky prostriedok s jej obsahom a
molekula nukleovej kyseliny

Oblast techniky

Vynalez opisuje pouZitie metdod génovej terapie na hojenie ran a pri
pribuznych stavoch. Opisuje najma nové pouzitie polynukleotidov, ktoré koduiju
transkripCny faktor skorej rastovej odozvy-1 (Egr-1), na lieCbu ran, hojenie ran a pri
pribuznych stavoch, ako napriklad na lie€bu koZznych vredov, ktoré vznikaji pri
ischémii, neuropatie spojenej s cukrovkou, okluzivneho ochorenia periférnych
artérii, trombo6zy hibokych zil, chronickej venéznej nedostatocnosti a prelezanin, na
zmenSenie pooperaénych jaziev spojenych napriklad s kataraktami, pri aplikacii
koznych Stepov po popaleninach, na lie€bu lupienky, na zrychlenie, remodelovanie
a regeneraciu tkaniva, reparaciu tvrdého tkaniva, ako napriklad kosti, reparaciu
méakkeého tkaniva, ako napriklad Sliach, vaziv, svalov, na podporu angiogenézy,
obnovenia bunkovej vystelky ciev nasledujiceho po perkutannej trans-luminainej
koronarnej angioplastike, na inhibiciu lavej ventrikularnej hypertrofie srdca,
modulaciu kalcifikacie stien ciev a na podporu regeneracie nervov.

Dalej sa vynalez tyka inhibicie fibrotickych stavov, ako napriklad pulmonarnej
a pecenovej fibrézy, a prevencie pleSatosti.

Vynalez opisuje transkripciu Egr-1 a jej regulaciu.

Doterajsi stav techniky

Hojenie ran predstavuje Siroky rozsah bunkovych, molekularnych, fyziologic-
kych a biochemickych dejov. V priebehu procesu hojenia migruji bunky do miesta
ran, kde sa rozmnozuju a syntetizuju sa komponenty extrabunkovej matrice, aby sa
obnovilo tkanivo tak, aby bolo velmi podobné s pévodnym nezranenym tkanivom.
Tato aktivita sa reguluje mediatomi vylu€ovanymi z buniek, ktoré sa nachadzaju na
okrajoch ran. S0 to napriklad rastovy faktor ziskany z krvnych dostiiek (PDGF),
epidermalny rastovy faktor (EGF), transformaény rastovy faktor beta (TGF) a iné
cytokiny. Pozitivne u€inky tychto €inidiel na bunky boli demonstrované tak in vitro,
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ako aj in vivo (opisuje sa v publikacii Moulin a dalsi, J. Cell Biol. 68, 1-7, 1995) a
zahfaju vyhodné aplikacie PDGF na potkanich modeloch cukrovky (opisuje sa v
publikacii Brown a dalsi, J. Surg. Res. 56, 562-570, 1994).

V priebehu poslednych piatich rokov sa ukazalo, Ze mnozstvo faktorov
urychluje proliferaciu buniek in vitro a tak podporuje hojenie ran vo zvieracich
modeloch. V kontexte s hojenim ran sa najvac¢Sia pozornost venuje TGF beta,
pretoZze podporuje proliferaciu, diferenciaciu buniek a produkciu matrice. TGF beta,
aplikovany bud povrchovo, alebo systémovo, urychlfuje hojenie koznych ran vo
zvieracich modeloch. (Aschcroft 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). Ukazalo sa, 2e aj PDGF podporuje obnovu epitelu a ciev
v ischematic-kych tkanivach a u zvierat s cukrovkou (opisuje sa v publikacii Uhl a
dalsi, Lagenbecks Archiv fur Chirurgie-Supplement-Kongerssbad 114, 705-708,
1997 a Dirks a Bloemers, Mol. Biol. Reports 22, 1-24, 1996).

Transkripény faktor Egr-1 je potencidlny regulator tridsiatich génov a ma
délezitu Glohu pri raste, vyvoji a diferenciacii (opisuje sa v publikacii Liu a dalsi, Crit
Rev. Oncogenesis 7, 101-125, 1996, Khachigian a Collins, Circ. Res. 81, 457-461,
1997). Egr-1 sa vyvola pri poraneni vaskularneho endotelia (opisuje sa napriklad v
publikacii Khachigian a dal8i, Science, 271, 1427-1431, 1996) a ciefom
transkripénej aktivacie je mnoZstvo génov, ktoré zahffiaju epidermalny rastovy
faktor (EGF), rastovy faktor A ziskany z krvnych dostiCiek (PDF-A), zakladny
fibroblastovy rastovy faktor (bFGF), indukcia PDGF A, PDGF B, TGF beta, bFGF,
aktivator uro-plazminogénu (u-PA), tkanivovy fakior a rastovy faktor podobny
inzulinu-2 (IGF-2).

Transkripny komplex, ktory sprostredkovdva vyvolanie vaskularneho
endotelialneho faktora (VEGF) zavisi na AP2, a nie priamo na Egr-1 (publikacia
Gille a dalsi, EMBO J. 16, 750-759, 1997). PDGF B priamo znizuje expresiu VEGF
(Frinkelzeller, Oncogene 15, 669-676, 1997). Transkripcia mRNA VEGF sa zosilnila
mnozstvom faktorov, ktoré zahffiaju PDGF B, bFGF, keratinocytovy rastovy faktor
(KGF), EGF, nadorovy nekroticky faktor alfa (TNF) a TGF beta1. VEGF podporuju
opétovna tvorbu endotélia pri poraneni artérie. Udaje ziskané v testoch s kralikami
ukazuju vofnym VEGF riadent pasivaciu stentov ovplyviiujicich inhibiciu in-
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stentnych formacii neo-intimy, znizenie vyskytu trombotickych oklizii, zrychlenie
obnovenia endotelu pri protézach a zvySenie vazomotorickej aktivity (opisuje sa v
publikacii Van Belle, E. a dal$i, Biochem. Biophys. Res. Comm., 235, 311-316,
1997, Van Belle, E. a dalsi, J. Am. Coll. Cardiol., 29, 1371-1379, 1997, Asahara, T.,
a dal8i, Circulation, 94, 3291-3302, 1997). V roku 1996 schvalil NIH pilotna $tadiu
skamajucu, & VEGF podporuje obnovu endotelu u fudi. Naviac sa ukazalo, ze HGF
podporuje aj obnovu endotelu nasledujicu po angioplastike v potkafiom modeli
poranenia krénej tepny (Nakamura a dalSi, Abstract 1681, American Heart
Association Meeting, Dallas, 1998). Na zvieracom modeli sa ukazalo, Zze pasivacia
kovovych stentov riadena VEGF inhibuje tvorbu neointimy, zrychfuje obnovenie
endotelu a zvySuje vazomotorickl aktivitu (Asahara a dalsi, Circulation, 94, 3291-
3302).

Expresia VEGF sa spaja s hojenim ran a koZze zasiahnutej lupienkou. V
oboch pripadoch si TGF alfa a jeho receptorovy ligand EGF (EGFr) pozitivne
regulované. Expresia EGF indukuje Egr-1 (opisuje sa v publikacii lwami a dalsi, Am.
J. Physiol. 270, H2100-2107, 1996, Fang a dalSi, Calcified Tissue International 57,
450-455, 1995, J. Neuroscience Res. 36, 58-65, 1993). Existuje dékaz, ze Egr-1
moze aktivovat expresiu vnutrobunkovej adhezivnej molekuly-1 (ICAM-1) v B
lymfocytoch stimulovanych forbolesterom (opisuje sa v publikacii Maltzman a dalsi,
Mol. Cell. Biol. 16, 2283-2294, 1996) a mdzZe aktivovat expresiu TNF alfa
prostrednictvom pritomnosti vdzobného miesta pre Egr-1 v prométore TNF alfa
(opisuje sa v publikacii Kramer a dalSi, Biochem. Biophys. Acta 1219, 413-421,
1994). Nakoniec, mysi s vyradenym génom Egr-1 su sterilné a vykazuju
nedostatoénost luteinizaéného horménu (LH) (opisuje sa v publikacii Lee a dalsi,
Science 273, 1219-1221, 1996), z ¢oho vyplyva, Ze aj prométor LH moze byt ciefom
aktivacie Egr-1.

Ukladanie v kostiach, mechanické namahanie a tok tekutiny v bunkach
podobnych osteoblastom MC3T3E1 indukuje Egr-1 (opisuje sa v publikacii Dolce a
dalsi, Archs. Oral Biol. 41, 1101-1118, 1996, Ogata J. Cell Physiol. 170, 27-34,
1997) so sudasnou aktivaciou rastovych faktorov. V chrupavkach a kostiach
vyvijajacich sa mySi previada expresia Egr-1 (opisuje sa v publikacii McMahon a
dalsi, Development 108, 281-287) a spbsobuje regulaciu rastu a diferenciacie
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osteoblastovych buniek (opisuje sa v publikacii Chaudhary a dal$i, Mol. Cell.
Biochem. 156, 69-77, 1996). Egr-1 a pribuzny transkripény faktor Wilmového
nadoru 1 (WT1) s motivom "zinc finger" sa podiefa na regulacii osteoklastogenézy
(opisuje sa v publikacii Kukita a dalSi, Endocrinology 138, 4384-4389, 1997) a
prostacyklin E2 (PGE2) a EGF sa indukuja pomocou Egr-1 (opisuje sa v Fang a
dalsi, Calcified Tissue International 57, 450-455, 1995, Fang a dalsi,
Prostoglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids 54, 109-114, 1996).
Vaskularna kalcifikacia sa aktivne reguluje spésobom podobnym tvorbe kosti, ktory
zahia bunky a faktory zname tym, Zze su doélezité pri regulacii kostného
metabolizmu (opisuje sa v publikacii Dermer a dalsi, Trends Cardiovsc. Med. 4, 45-
49, 1994). Regulatory osteoblastogenézy a/alebo osteoklastogenézy mézu upravit
stupen kalcifikacie ciev.

Hypertrofné stimuly, ako napriklad hemodynamicka davka a angiotenzin |,
sa mdzu pouzit na riadenie produkcie negativne dominantného Egr-1, ktory je
riadeny prométorom 3pecifickym pre myocyty a pouziva sa na lie€bu zlyhania srdca.

Egr-1 je podstatny pri expresii receptora P75 nervového rastového faktora
(NGF) v Schwannovych bunkach (opisuje sa v publikacii Nikam a dalsi, Mol. Cell.
Neuroscience 6, 337-348, 1995). NGF vyvolava expresiu Egr-1 so sprievodnou
aktivaciou rastovych faktorov (opisuje sa v publikacii Kendall a dals$i, Brain
Research. Molecular Brain Research. 25, 73-79, 1994, Kujubu a dalS$i, Journal of
Neuroscience Research 36, 58-65, 1993).

Zistilo sa, ze aplikacia polynukleotidu kédujuceho transkripény faktor Egr-1 v
mieste rany a jeho nasledna expresia podporuje zrychlené hojenie.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je pouzitie molekuly nukleovej kyseliny, ktora obsahuje
sekvenciu  kédujucu  polypeptidovy transkripény faktor Egr-1 alebo jej
biologickyaktivny fragment, na vyrobu lie€iva na oSetrovanie ran cicavcov, vratane
Cloveka.

Aby sa prediSlo omylu, zodpoveda termin "polynukleotid" [ubovolnému
odkazu na molekulu nukleovej kyseliny.
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Vynélez dalej opisuje spdsob lieCby ran cicavcov, vratane ¢loveka. Tento
sposob zahffia aplikaciu molekuly nukleovej kyseliny, ktor4 obsahuje sekvenciu
kédujucu polypeptidovy transkripény faktor Egr-1 alebo jej biologickyaktivny
fragment, na cicavca.

Vynalez d'alej opisuje molekulu nukleovej kyseliny, ktora obsahuje sekvenciu
kédujucu polypeptidovy transkripény faktor Egr-1 alebo jej biologickyaktivny
fragment, ktorl je mozné pouzit na hojenie ran.

Vynalez dalej opisuje farmaceuticky prostriedok, ktory obsahuje molekulu
nukleovej kyseliny, ktora obsahuje sekvenciu koédujacu Egr-1 alebo jej
biologickyaktivny fragment, spolu s jednym alebo viacerymi farmaceuticky
prijatefnymi nosiémi.

Vynalez dalej opisuje terapeutické pouZitie polynukleotidov kéduijticich
transkrip&ny faktor Egr-1 na lieCbu ran. Vynalez dalej opisuje terapeutické pouzitie
samotného transkripéného faktora Egr-1 na lie€bu ran, ako sa opisuje dalej v texte.

Vynélez dalej opisuje pouZitie polypeptidov Egr-1 a sekvencii nukleovych
kyselin kédujucich Egr-1 lTubovofného pévodu alebo typu. Proteinové sekvencie s
medzi druhmi vysoko konzervativhe. Napriklad u potkana a mysi vykazuiju
sekvencie 98% homolégiu. Je znama sekvencia DNA mysieho Egr-1 (opisuje sa v
publikacii Cell, 53, 37-43, (1998)). Dedukovana aminokyselinova sekvencia
vykazuje dlhy otvoreny ¢itaci ramec so stop kodonom ((TAA) v polohe 1858). Z
dedukovanej aminokyselinovej sekvencie sa da predpokladat polypeptid obsahujuci
533 aminokyselin s molekulovou hmotnostou 56596. Zodpovedajlice sekvencie sa z
kazdého druhu moézu ziskat spbsobmi, ktoré su v odbore zname, napriklad
skriningom genémovej kniznice alebo cDNA kniznice, kedy sa ako sondy pouziju
oligonukleotidové sekvencie zalozené na alebo odvodené od sekvencie mysieho
Egr-1. Je zname, Ze cDNA [ludského Egr-1 sa opisuje v publikacii Nucleic Acids
Research 18, str. 4283, 1990. Podobnost medzi mySacou a ludskou sekvenciou je
87 % na urovni nukleozidov a 94 % na trovni proteinov.

Referencie na tu opisané polypeptidy Egr-1 a polynukleotidy je moZné
vSeobecne aplikovat na sekvencie fubovofného pdvodu, ktoré zahfiaju mysaciu
Egr-1 DNA a zodpovedajice aminokyselinové sekvencie, ako sa opisuje v publikacii
Cell, 53, 37-43 (1988) a fudské sekvencie uvedené v publikacii Nucleic Acids
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Research 18, str. 4283, 1990 a sekvencie inych druhov. Ako sa opisuje vysSie v
texte, zahfa vyraz Egr-1 aj varianty, fragmenty a analégy Egr-1. Najviac sa
preferuje pouzitie ludskej sekvencie.

Vyraz "lie¢ba ran" zahfiia lie€bu stavov spojenych s poranenim, hojenie ran a
lieGbu pribuznych stavov a terapiu, ktora podporuje, zvySuje alebo urychluje hojenie
tkaniva a zahifia lie€bu vredov vytvorenych v suvislosti s cukrovkou a okluzivnym
ochorenim periférnych artérii, liebu pooperaénych jaziev, popalenin, lupienky,
urychlenie remodelovania tkaniva a korekcie kosti a podporu angiogenézy,
opétovnej tvorby endotelu nasledujicej po perkutannej trans-luminarnej koronarnej
angioplastike, inhibiciu lavej ventrikularnej kardialnej hypertrofie, Gpravu kalcifikacie
stien ciev a podporu neuroregeneracie. Dalej tento vyraz zahffia inhibiciu
fibrotickych stavov, ako su napriklad pfucna a pecéeiiova fibréza, a prevenciu
alopécie.

Vyraz "biologicky aktivny fragment" Egr-1 znamena fragment, ktory vykazuje
aktivitu Egr-1, ktora zahfha horenie ran podfa vynalezu.

Vyraz "genetické elementy" znamené polynukleotidy obsahujiice oblast,
ktora koduje polypeptid alebo oblast polynukleotidu, ktora reguluje replikaciu,
transkripciu alebo translaciu alebo iné procesy, ktoré su doblezité pre expresiu
polypeptidu v hostitelskej bunke, alebo polynukleotid obsahujtci tak oblast kodujucu
polypeptid, ako aj operativne pripojenu oblast, ktora reguluje expresiu. Genetické
elementy sa mdzu nachadzat vo vektore, ktory sa replikuje ako epizomalny
element. To znamena, Ze existuje ako molekula, ktora je fyzicky nezavisla na
gendme hostitelskej bunky. Tieto molekuly sa mdézu nachadzat v plazmidoch.
Genetické elementy sa mézu vyskytovat aj v genome hostitelskej bunky, avsak nie
v jej prirodzenom Stadiu. Potom nasleduje manipulacia, ako izolacia, klonovanie a
zavedenie do hostitel'skej bunky vo forme purifikovanej DNA alebo vo vektore.

Vyraz "hostitefska bunka" znamena bunku, ktora bola transformovana alebo
transfekovana, alebo je mozné ju transformovat alebo transfekovat exogénnou
polynukleotidovou sekvenciou.

Vyraz "zhoda" znamena vztah medzi dvoma a viacerymi polypeptidovymi
sekvenciami alebo dvoma a viacerymi polynukleotidovymi sekvenciami, ako sa
definuje porovnanim sekvencii. Tento vyraz znamena aj porovnanie stupiia
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pribuznosti sekvencie medzi polypeptidovymi alebo polynukleotidovymi
sekvenciami, ako prikilad sa méze uviest parovanie medzi vlaknami takychto
sekvencil. Zhodu je mozné fahko vypoditat (opisuje sa v publikacii Computational
Molecular Biology, Lesk, A.M. vyd., Oxford University Press, New York, 1988,
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., Vyd., Academic
Press, New York, 1993, Computer Analysis of Sequence Data, Partl, Griffin, A.M. a
Griffin, H.G., vyd., 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. vyd., M. Stockton Press, New York, 1991).
Zatial ¢o existuje mnoZstvo metdd, ktoré stanovuji mieru zhody medzi dvoma
polynukieotidovymi alebo polypeptidovymi sekvenciami, je tento termin velmi dobre
znamy v odbore (opisuje sa v publikacii Sequence Analysis in Molecular Biology,
Von Heinje, G., Academic Press, 1987, Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. a
Devereux, J., vyd., M. Stockton Press, New York, 1991 a Carillo, H., a Lipman, D.,
SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Metody, ktoré sa bezne pouzivaju na
stanovenie zhody medzi sekvenciami zahffaju, ale nie s obmedzené na tie, ktoré
st opisané v publikacii Carillo, H., a Lipman, D., Siam J. Applied Math., 48: 1073
(1988). Vyhodné spdsoby stanovenia zhody sa navrhli tak, aby vznikol maximalny
poCet parov medzi testovanymi sekvenciami. Spdsoby na stanovenie zhody sa
kodifikuja pocitaCovym programom. Vyhodné poditatové metédy vhodné na
stanovenie zhody medzi dvoma sekvenciami zahffiaju, ale nie si obmedzené na
program GCG (opisuje sa v publikacii Devereux, J., a dals$i, Nucleic Acids Research
12(1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTIN a FASTA (Atschul, S.F. a dals$i, J. Molec.
Biol. 215: 403 (1990)).

Vyraz ‘“izolovana" znamend zmenena "Clovekom" oproti svojmu
prirodzenému $Stadiu. To znamena, Zze ak sa vyskytuje v prirode, odstrani sa zo
svojho prirodzeného prostredia alebo sa jej prirodzené prostredie zmeni alebo
oboje. Napriklad, prirodzene sa vyskytujuci polynukleotid alebo polypeptid, ktory sa
nachadza v Zivom organizme v svojom prirodzenom Stadiu sa nepovaZuje za
"izolovany", ale rovnaky polynukleotid alebo polypeptid oddeleny od existujaceho
materialu jeho prirodzeného $tadia sa nazyva izolovany. Ako suéast procesu
izolacie alebo po izolacii sa takéto polynukleotidy mézu spojit s inymi
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polynukleotidmi, ako je DNA, za ugelom mutagenézy, €im vznika fizovany protein,
a za Ucelom propagacie alebo expresie v hostitefovi. |1zolované polynukleotidy
samotné alebo spojené s inymi poly-nukieotidovymi sekvenciami, naprikiad vo
forme vektorov, sa mézu zaviest do hostitelskych buniek, do bunkovej kultary alebo
do celych organizmov. Ak sa DNA zavedie do hostitelskej bunky v kultare alebo v
celom organizme, je takato DNA stale izolovana, pretoZze sa nevyskytuje vo svojej
prirodzenej forme alebo vo svojom prirodzenom prostredi. Ostava izolovanym
polynukieotidom alebo polypeptidom v tu vysvetlenom vyzname.

Vyraz "polynukleotidy” znamena vo vSeobecnom pripade fubovolny polyribo-
nukleotid alebo polydeoxyribonukleotid, ktory mbZe predstavovat neupraveni RNA
alebo DNA alebo upraveni RNA alebo cDNA. Tak napriklad medzi polynukleotidy
patri okrem inych jednoretazcova a dvojretazcova DNA, DNA, ktora je zmesou
jednoretazcovych a dvojretazcovych oblasti, alebo jednoretazcovych, dvoj-
retazcovych a trojretazcovych oblasti, jednoretazcové a dvojretazcové RNA a RNA,
ktora je zmesou jednoretazcovych a dvojretazcovych oblasti, hybridné molekuly
obsahujice DNA a RNA, ktoré mézu byt jednoretazcové, typicky dvojretazcové a
trojretazcové alebo sa mézu vyskytovat vo forme zmesi jednoretazcovych a
dvojretazcovych oblasti. Okrem toho tu polynukleotid znamena trojretazcové oblasti
obsahujuce RNA a DNA alebo aj DNA aj RNA. Retazce takychto oblasti mézu
pochadzat z rovnakej molekuly alebo z ré6znych molekul. Oblasti mézu zahfmiat celé
molekuly, ale v typickom pripade zahffiaju len oblast niektorej z molekul. Jednou z
oblasti trojzavitnice je Casto oligonukleotid. Vyraz polynukleotid zahiia DNA alebo
RNA, ako je opisané vyssie v texte, ktora obsahuje jednu alebo viac upravenych
baz. DNA alebo RNA s kostrou upravenou tak, aby bola stabilnejsia, alebo splfiala
iné kritéria, su "polynukleotidy” v zmysle tu uvedeného vyrazu. DNA alebo RNA
obsahujice neobvyklé bazy, ako je inozin, alebo upravené bazy, ako je tritylovana
baza, su polynukleotidy v zmysle tu uvedeného vyrazu. Je vyhodné, aby sa
uskutocnilo vel'ké mnozstvo uprav DNA a RNA, ktoré potom mézu slGzit na mnoho
réznych Gc¢elov, ktoré st v odbore dobre zname. Vyraz "polynukleotid" znamena
chemicky, enzymaticky alebo metabolicky upravené formy polynukleotidov, rovnako
ako chemické formy DNA alebo RNA charakteristickych virusov a buniek, ktoré
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zahfiaju jednotlivé bunky alebo ich komplexy. Polynukleotidy znamenaju kratke
polynukleotidy, ktoré sa tu ozna€uju ako oligonukleotidy.

Vyraz "polypeptidy" zahfiia vSetky polypeptidy, ako su opisané dalej v texte.
Zakladna Struktura polypeptidov je dobre znama a opisuje sa v mnohych
uéebniciach a v inych publikaciach. Tu pouzivany vyraz znamena fubovolny peptid
alebo protein obsahujuci dve alebo viacero aminokyselin vzajomne spojenych do
linearneho retazca peptidovymi vdzbami. Tento termin zahfiia kratke retazce, ktoré
sa v odbore bezne nazyvaju peptidy, oligopeptidy a oligoméry, a dlh$ie retazce,
ktoré sa vo vdeobecnom pripade nazyvaju proteiny, a ktorych existuje vela druhov.
Je vhodné, aby polypeptidy obsahovali aj iné aminokyseliny ako je 20 prirodzene sa
vyskytujucich  aminokyselin. Tieto aminokyseliny, vratane terminalnych
aminokyselin, sa mézu v danom polypeptide upravovat bud prirodzenymi spésobmi,
ako su post-translaéné apravy, alebo aj spdsobmi chemickej modifikacie, ktoré su v
odbore dobre zname. Dokonca beznych modifikacii, ktoré sa vyskytuja prirodzene v
modifikaciach, je tolko, Ze ich zoznam tu neméze byt uvedeny. Tieto modifikacie sa
vSak velmi jasne opisuju v zakladnych uéebniciach a podrobne v monografiach, ako
aj vo vedecke;j literatire a s v odbore dobre zname.

Medzi zname modifikacie polypeptidov je mozné zaradit niekolko
ilustrativnych prikladov. Je to acetylacia, acylacia, ADP-ribozylacia, amidacia,
kovalentné pripojenie flavinu, kovalentné pripojenie hemodcasti, kovalentné
pripojenie nukleotidu alebo nukleotidového derivatu, kovalentné pripojenie lipidu
alebo lipidového derivatu, kovalentné pripojenie fosfotidylinozitolu, sietovanie,
vytvorenie cyklu, vytvorenie disulfidovej vézby, demetylacia, vytvorenie
kovalentného zosietenia, vytvorenie cystinu, vytvorenie proglutamatu, formylacia,
gamma-karboxylacia, glykozylacia, vytvorenie kotvy GPI, hydroxylacia, jodizacia,
metylacia, myristoylacia, oxidacia, proteolytické spracovanie fosforylacia,
prenylacia, racemizacia, selenoylacia, sulfatacia, prenos RNA sprostredkovany
adiciou aminokyselin na proteiny, ako je arginylacia a ubikvitinacia. Taktéto
modifikacie su dobre zname v odbore a opisuju sa v odborne;j literatiire. Niekofko
zvlast beznych modifikacii, glykozylacia, pripojenie lipidu, sulfatacia, gamma-
karboxylacia zvySkov kyseliny glutamovej a ADP-ribozylacia, sa opisuja naprikiad v
publikécii Proteins-structure and molecular properties, 2. vyd., T.E. Creighton, W.H.
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Freeman and Company, New York (1993), v publikacii Wold, F., Posttranslational
Protein Modifications: Perspectives and Prospects, str. 1-12 v Postranslational
covalent modification of proteins, B.C. Johnson, Vyd., Academic Press, New York
(1983), Seifter a dalSi, Math. Enzymol. 182: 626-646 (1990) a Ratten a dalsi,
Protein Synthesis: Posttranslational modifications and aging, Ann. N.Y. Aca. Sci.
663: 48-62 (1992). Je vhodné, aby polypeptidy boli vzdy celé linearne. Polypeptidy
moéZu byt vo vieobecnom pripade vysledkom posttranslaéného spracovania, ktoré
zahffa prirodzené spracovanie alebo manipulaciu ¢lovekom, ku ktorej prirodzene
nedochadza. Cyklické, vetvené a vetvené cyklické polypeptidy sa mézu syntetizovat
netranslaénym prirodzenym procesom a Uplne syntetickym procesom. Modifikacie
sa mbzu vyskytovat na fubovolnom mieste polypeptidu, vratane peptidovej kostry,
aminokyselinového bo€ného retazca a N- alebo C-konca. V skutoCnosti je
blokovanie aminoskupiny alebo karboxylovej skupiny v polypeptide alebo
zablokovanie oboch uvedenych skupin kovalentnou modifikaciou bezné v
prirodzene sa vyskytujuicich a syntetickych polypeptidoch, a takéto modifikacie sa
mbézu vyskytovat v polypeptidoch podfa vynalezu. Napriklad zvySok N-konca
polypeptidov pripravenych v E. coli alebo v inych bunkach bude, nez déjde k
proteolytickému spracovaniu, skoro bez vynimky N-formylmetionin. V priebehu
posttransia¢nej modifikacie peptidu sa moze deletovat metioninovy zvySok na NH,-
konci. Vynalez predpoklada pouzitie variantov proteinu podfa vynalezu, ktoré na
konci obsahuju alebo neobsahuju metionin. Modifikacie polypeptidu ¢asto funguiju
tak, ako sa uskutocnili. V pripade polypeptidov pripravenych expresiou kionovaného
génu v hostitefovi, bude podstata a rozsah modifikacii z velkej asti determinovana
posttransiaénou modifikaénou kapacitou hostitefskej bunky a modifikaénymi
signalmi nachadzajicimi sa v aminokyselinovej sekvencii polypeptidu. Je napriklad
zname, Ze ku glykozylacii ¢asto nedochadza v bakteridlnych hostitefoch, ako je
napriklad E. coli. V pripade, Ze je nutna glykozylacia, polypeptid sa moze
exprimovat v hostitefovi, v ktorom glykozylacia prebieha, vo v§eobecnom pripade v
eukaryotickej bunke. V hmyzich bunkach &asto dochadza k posttranslaéne;
glykozylacia ako v cicavéich bunkach a z toho dévodu sa vyvinuly expresné
systemy pre hmyzie bunky, aby sa mohli i¢inne exprimovat cicavéie proteiny, ktoré
maju prirodzené vzory glykozylacie. Podobny postup sa mbze zvaZovat aj pri inych
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modifikaciach. Je vhodné, aby bol rovnaky typ modifikacie pritomny v rovnakom
alebo v kolisavom stupni na niekofkych miestach daného polypeptidu. Dany
polypeptid mbze obsahovat rézne typy uprav. Vo vSeobecnom pripade zahrfia
vyraz polypeptid v3etky takéto modifikacie, najmé tie, ktoré sa nachadzaju v
polypeptidoch syntetizovanych rekombinantnou expresiou poly-nukleotidu v
hostitel'skej bunke.

Vyraz "varianty” polynukleotidov alebo polypeptidov zahifia polynukleotidy
alebo polypeptidy, ktoré sa liSia od referenéného polynukleotidu alebo polypeptidu.
Takéto varianty sa opisuju dalej v texte. (1) Polynukleotid, ktory sa li§i svojou
nukleotidovou sekvenciou od inych polynukleotidov, sa nazyva referencny
polynukleotid. Vo vSeobecnom pripade sa rozdiely definuji tak, Ze referencna
nukleotidova sekvencia a variant si sG navzajom podobné a vefa oblasti je
rovnakych. Ako sa uvadza dalej v texte, zmeny v nukleotidovej sekvencii variantov
st tiché. To znamena, Zze sa nemenia aminokyseliny kddované polynukleotidom. V
pripade, Zze si zmeny obmedzené na tiché zmeny tohoto typu, kéduje variant
polynukleotidu polypeptid s rovnakou aminokyselinovou sekvenciou ako referenény
polynukleotid. Ako sa opisuje aj dalej v texte, mdzu zmeny v nukleotidovej
sekvenciu zmenit aminokyselinovi sekvenciu polypeptidu kédovaného referenénym
poly-nukieotidom. Takéto zmeny nukleotidov mdZu viest k substitiiciam, adiciam,
deléciam, fuziam a skrateniu aminokyselin v polypeptide kédovanom referenénou
sekvenciou, ako je opisané dalej v texte. (2) Polypeptid, ktory sa li§i amino-
kyselinovou sekvenciou od iného, takzvaného referenéného polypeptidu. Vo
vSeobecnom pripade sa rozdiely definuja tak, Ze referenéna sekvencia a variant si
si podobné a v mnohych oblastiach zhodné. Variant a referenény polypeptid sa
moZzu lisit aminokyselinovou sekvenciou a to jednou alebo viacerymi substit(iciami,
adiciami, deléciami, fuziami a skrateniami, ktoré sa mézu vyskytovat aj v fubovolnej
kombinacii.

Vyraz "lie€ba/terapia” zahfiia rezim, ktory je vhodny pre ¢loveka alebo zviera.
Liecba moéze prebiehat s ohfadom na existujice stavy alebo mbze byt
profylaktickou lieébou (preventivnou lie¢bou).

Vyraz "obsahujuci" zahfia vSetko, ¢o vykazuje Specifikovany znak/charakte-
ristiku, ale aj ¢okolvek, ¢o ma jeden alebo viac dalSich znakov/charakteristik. V



-12-

pripade sekvencie nukleovej kyseliny/proteinu obsahujucich dani sekvenciu je
samotna sekvencia pokryta dlhSou sekvenciou.

Vyraz "homolog" =zahfiia fubovolny variant Specifikovanej biologickej
molekuly, ktory vykazuje jednu alebo viac biologickych aktivit molekuly.

Vynalez opisuje terapeutické pouzitie molekal nukleovych kyselin
obsahujucich sekvenciu, ktora koduje polypeptid Egr-1. Vynalez opisuje aj
terapeutické pouzitie fragmentov uvedenej polynukieotidovej sekvencie, ktora
kdduje Dbiologicky aktivne fragmenty Egr-1 alebo varianty polynukleotidovej
sekvencie, ktoré nasledkom genetického kédu koéduja funkéné, to znamena
biologicky aktivne, fragmenty Egr-1 a funkéne ekvivalentné alelické varianty a
pribuzné sekvencie modifikované adiciou, substiticiou a/alebo deléciou jedinej
alebo viacerych baz, ktoré kéduja polypeptidy majace aktivitu Egr-1.

Tieto polypeptidy je mozné ziskat Standardnym postupom klonovania, ktory
je v odbore dobre znamy.

Polynukleotidy kédujuce transkripény faktor Egr-1 sa mézu vyskytovat vo
forme DNA, cDNA alebo RNA tak, Ze mRNA sa ziska klonovanim alebo sa
vyprodukuje spdsobom chemickej syntézy. DNA je jednoretazcova alebo
dvojretazcova. Jednoretazcova DNA mdze byt kodujuci alebo antikodujuci DNA-
retazec alebo to mdéze byt nekddujici alebo kédujuci DNA-retazec. V pripade
terapeutického pouZitia je polynukleotid vo forme schopnej exprimovat funkény
transkripény faktor Egr-1 v mieste rany lie€eného jedinca. Polynukleotidy sa mdzu
pouzivat aj na in vitro produkciu polypeptidu Egr-1 vhodného na dalSiu terapeuticki
aplikaciu, ako sa opisuje dalej v texte.

Polynukleotidy podfa vynalezu, ktoré kéduji polypeptid transkripéného
faktora Egr-1, mdzu zahffhat, ale nie sG obmedzené na kodujicu sekvenciu
polypeptidu Egr-1 alebo jej biologickyaktivnych fragmentov. Polynukleotid sa méze
pripravit spolu s dalSimi koédujucimi sekvenciami, ktoré zahffiaju napriklad
nekddujuce sekvencie 5' a 3', ako su prepisované neprekladané sekvencie, ktoré sa
zucastiuju na transkripcii (vratane napriklad terminacnych signélov), naviazania na
ribozém, elementy stability mRNA a dalSie kédujice sekvencie, ktoré kéduja dalsie
aminokyseliny, ako su aminokyseliny vykazujuce dalSie funkcie. Polynukleotidy
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podfa vynalezu zahfiiaju, ale nie si obmedzené na polynukleotidy obsahujace
Strukturalny gén Egr-1 a jeho prirodzene pripojené genetické elementy.

Vyraz "polynukleotid kédujuci polypeptid" opisuje polynukleotidy, ktoré
zahraju sekvenciu kédujucu polypeptidovy transkripény faktor Egr-1. Vyraz opisuje
polynukleotidy, ktoré zahfiiaju jedini kontinualnu oblast’ alebo nekontinuaine oblasti
kédujuce polypeptid (napriklad preruSsené zaglenenym fagom alebo zaclenenou
sekvenciou) spolu s dalSimi oblastami, ktoré mbzu obsahovat aj kédujlice a/alebo
nekédujuce sekvencie.

Vynalez dalej opisuje varianty vySSie opisanych polynuklieotidov, ktoré kéduju
fragmenty, analégy a derivaty polypeptidu. Variant polynukleotidu méze zahfiat
prirodzene sa vyskytujici variant alebo to mdze byt variant, ktory sa nevyskytuje
prirodzene. Takéto neprirodzene sa vyskytujice varianty polynukleotidov mézu byt
vyrobené metédami mutagenézy, ktoré zahffiaju tie metody, ktoré sa aplikuju na
polynukleotidy, bunky a organizmy.

Medzi tieto varianty patria varianty, ktoré sa liSia od vy$Sie zmiefiovanych
polynukleotidov substiticiou, deléciou alebo adiciou nukleotidov. Substitlcie,
delécie alebo adicie mézu zahffat jeden alebo viacero nukleotidov. Varianty sa
mdzu menit v kédujacich alebo v nekédujticich oblastiach alebo v oboch oblastiach.
Zmeny v kodujucich oblastiach méZzu produkovat konzervativne alebo
nekonzervativne aminokyselinové substitlcie, delécie alebo adicie.

Dalej st vyhodnym uskuto&iiovanim vynalezu polynukleotidy, ktoré vykazuiju
aspof 70% zhodu v celej dizke s polynukleotidom kédujicim polypeptid, ktory ma
aminokyselinovi sekvenciu uvedenu v publikacii Cell 53 37-43 (1988) (my3acia
sekvencia), viac sa uprednostiiuje aspoii 70% zhoda v celej dizke s poly-
nukleotidom koédujucim sekvenciu fudskej cDNA a ich komplementarnymi poly-
nukleotidmi (fudska sekvencia) (opisuje sa v publikacii Nucleic Acids Research 18
4283, 1990) a s polynukleotidmi, ktoré si komplementarne s takymito poly-
nukleotidmi. V inom pripade su najviac preferované polynukleotidy, ktoré obsahuiju
oblast, ktora vykazuje aspofi 80% zhodu v celej dizke s polynukleotidom kédujucim
polypeptid podfa vynalezu. Co sa tyka polynukleotidov, vyhodna je najmenej 90%
zhoda v celej dlzke.
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Vyhodné su polynukieotidy, ktoré kéduju polypeptidy, ktoré si uchovavaji v
podstate rovnak( biologicku funkciu alebo aktivitu, ako zrely polypeptid Egr-1
kédovany sekvenciou my3acej DNA (opisanou v publikacii Cell 53, 37-43 (1988).
VyhodnejSie je, aj je polypeptid kédovany ludskou sekvenciou opisanou v publikacii
Nucleic Acids Research 18, 4283, 1990.

Vynalez dalej opisuje polynukleotidy hybridizujace s vy38ie opisanymi
sekvenciami. Vynalez dalej opisuje polynukleotidy, ktoré hybridizuja v prisnych
podmienkach s vy3sSie opisanymi polynukleotidmi. Vyraz "prisne podmienky"
znamena, Ze k hybridizacii dojde, aj sekvencie vykazuja najmenej 95% a vyhodne
97% zhodu. Je vyhodné, aby sekvencie, ktoré hybridizujd uvedenym spdsobom so
sekvenciou podfa vynalezu, koédovali polypeptid, ktory vykazuje biologick( aktivitu
Egr-1.

Polynukleotidy mézu kédovat polypeptid, ktorym je zrely protein plus dalSie
aminokyseliny N- a C-konca. Takéto dalSie sekvencie sa mézu podielat napriklad
na predizovani alebo skracovani pol¢asu rozpadu proteinu a umoziuji manipulaciu
proteinu vhodného na testovanie alebo produkciu. Vo vSeobecnom pripade sa
mbzu in vivo ziskat dalSie aminokyseliny zo zrelého proteinu pomocou bunkovych
enzymov.

Polynukleotidy vhodné na pouzitie v génovej terapii podfa vynalezu sa mozu
pripravit samotné, alebo ako sUcast vektora, ako napriklad expresného vektora,
ktoré su v odbore zname.

Polynukleotid kédujuci Egr-1 sa mdzZe pouZit' terapeuticky v spésobe podfa
vynalezu spdsobom génovej terapie, pri ktorom sa polynukleotid aplikuje do rany
alebo do inych tkaniv, ktoré je nutné liegit, vo forme, ktora je schopna riadit
produkciu Egr-1 alebo jeho biologicky aktivneho fragmentu in situ. Veri sa, Zze Egr-1
podporuje hojenie ran aktivaciou génov, ktoré sa podiefaja na hojeni ran, ako st
gény koédujuce VEGF, PDGF, EGF, TGF beta, zakladny rastovy faktor fibroblastov,
UPA a tkanivovy faktor.

Pri génovej terapii sa polynukleotid exprimujici sa v jedincovi prednostne
aplikuje tak, Zze sa aplikuje vo forme rekombinantnej molekuly DNA obsahuijtice;
polynukleotid kodujuci Egr-1 operativne spojeny so sekvenciou nukleovej kyseliny,
ktora riadi expresiu, ako je napriklad expresia vektora. Taky vektor bude potom
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zahfiiat vhodné transkripéné riadiace signaly, ktoré zahifiaja oblast promoétora
schopného exprimovat kédujucu oblast, pri€om uvedeny prométor je operativne
spojeny s lieGenym subjektom. V pripade génovej terapie aplikovanej u fudi vyraz
nezahfia len sekvenciu nevyhnutni na nasmerovanie RNA polymerazy na miesto
zadCiatku transkripcie, ale aj, ak je to vhodné, operaéné a riadiace sekvencie, ktoré
zahffaju zosilovag, fTudsku promoétorova sekvenciu z fudského génu alebo z génu,
ktory sa v typickom pripade exprimuje u fudi, ako je prométor z fudského cyto-
megalovirusu (CMV). Medzi zname vhodné eukaryotické prométory patri stredne
skory prométor, prométor tymidinkinazy HSV, skory a neskory prométor SV40,
prométory retrovirusového LTR, ako naprikiad virusu Rousového sarkému (RSV) a
metalotioneinovy promotor, ako napriklad mysi metalotioneinovy prométor I.

Ako je diskutované nizSie v texte, mdze sa pouzit prirodzeny promoétor Egr-1.
Zistilo sa, Zze publikovana sekvencia uvedena v pripade ludského promoétora Egr-1
nie je spravna a publikovala sa nova sekvencia s réznymi rozdielmi v porovnani s
uvedenou publikovanou sekvenciou.

Polynukleotidova sekvencia a sekvencia riadiaca transkripciu sa moézu
klonovat do replikovatelného plazmidového vektora zalozeného na bezZne
dostupnych plazmidoch, ako je pBR322, alebo sa m6Zu skonstruovat z dostupnych
plazmidov dobre znamym publikovanym postupom.

Vektor mbze zahifat' signaly riadiace transkripciu, umiestnené na 3’ konci
sekvencie kodujlcej Egr-1 a aj polyadenylaéné signaly, ktoré su rozoznatefné v
lie€enom subjekte. Ako s napriklad zodpovedajice sekvencie z virusov. V pripade
lie€by Eloveka sa mdze pouzit napriklad virus SV40. V odbore su dalej dobre
zname dalSie sekvencie riadiace transkripciu a tieto sekvencie sa tiez mézu pouzit.

Expresné vektory mézu zahffiat aj selektovatefné markery, ako je rezistencia
na antibiotika, ktoré umozuju Sirenie vektorov.

Expresné vektory schopné in situ syntetizovat Egr-1 sa mdzu zaviest do
miesta poranenia priamo, fyzikalnymi metédami. Priklady tohoto postupu zahifiaju
povrchovl aplikaciu nahej vektorovej nukleovej kyseliny vo vhodnom prostriedku,
napriklad v roztoku, vo farmaceuticky prijateflnom excipiente, ako naprikiad
fyziologickom roztoku timenom fosfore&nanom, alebo aplikaciu vektora fyzikalnymi
metédami, ako je bombardovanie Casticami opisané v patente US-5371015, kedy
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st inertné Gastice, ako su zlaté Castice, pokryté vektorom, dostatoéne urychlené,
aby presli povrchom v mieste poranenia, napriklad bunkami koZe, pomocou
vystrelenia zo zariadenia za vysokého tlaku (vynalez opisuje aj Castice pokryté
molekulami nukleovej kyseliny podla vynalezu a zariadenie obsahujice takéto
Castice).

Dalsie fyzikadlne metody aplikdcie DNA priamo do recipenta zahfiiaju
ultrazvuk, elektricku stimulaciu, elektroporaciu a mikrovysev.

Vyhodné je najma zavedenie mikrovysevom, o je systém na zavedenie
genetického materidlu do buniek pacienta. Spdésob sa opisuje v US patente ¢.
5697901.

Sekvencie nukleovej kyseliny kodujice Egr-1 vhodné na pouZitie na terapiu
podfa vynalezu sa mdzu zaviest aj pomocou zavedenia vektorov. Tieto vektory
zahfiaju virusové vektory, ako su adenovirusové alebo retrovirusové zavadzacie
vektory, ktoré st v odbore dobre zname.

Iné, nevirusové, zavadzacie vektory zahfiiaju lipidové zavadzacie vektory
zahriajuce lipidové zavadzacie vehikula, ktoré su v odbore dobre zname.

Sekvencie nukleovej kyseliny koédujice Egr-1 sa m6zu aplikovat na miesto
poranenia aj pomocou transformovanych hostitefskych buniek. Takéto bunky
zahffiaju bunky ziskané zo subjektu, do ktorého sa zaviedla sekvencia nukleovej
kyseliny metédami transferu génov, ktoré s v odbore dobre zname. Potom
nasleduje kultivacia transformovanych buniek a zavedenie Stepu do subjektu.

Expresné konstrukcie, ako sa opisuju vy3Sie v texte, sa mézu pouzit aj v
ré6znych spdsoboch terapie podfa vynalezu. M6zu sa priamo zaviest do miesta
poranenia subjektu alebo sa mdzu pouzit aj na pripravu samotného
rekombinantného transkripéného faktora Egr-1, ktory sa moze aplikovat na miesto
poranenia. Vynéalez dalej opisuje hostitelské bunky, ktoré sa geneticky manipulujt
konstruktami, ktoré obsahuju polynukleotid Egr-1 alebo polynukieotidy podfa
vynélezu alebo genetické elementy definované vyssie v texte. Dalej vynalez opisuje
pouZitie uvedenych vektorov a buniek pri terapeutickych metédach podfa vynalezu.
Tieto konStrukty sa mdzu pouzit' pri terapeutickych spésoboch podfa vynéalezu alebo
sa mdzu pouzit na pripravu polypeptidu Egr-1.
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Vektorom modze byt napriklad plazmidovy vektor, jednoretazcovy alebo
dvojretazcovy fagovy vektor, jednoretazcovy alebo dvojretazcovy RNA alebo DNA
virusovy vektor, o zavisi na skutonosti, & sa vektor aplikuje priamo do miesta
poranenia (to je napriklad v pripade syntézy in situ v pripade Egr-1) alebo je mozné
pouzit syntézu rekombinantného Egr-1. Tu opisané poéiatoéné plazmidy su verejne
dostupné a mézu sa skonstruovat z dostupnych plazmidov beznou aplikaciou dobre
znameho publikovaného postupu. Mnozstvo plazmidov a iné klonovacie a expresné
vektory, ktoré je mozné pouzit podlfa vynalezu, su dobre zname a jednoducho
dostupné.

Vo vSeobecnom pripade vektory vhodné na expresiu polypeptidu Egr-1 na
pouzitie podla vynalezu obsahuju cis-pdsobiace kontrolné oblasti, ktoré su Gcinné
pri expresii v hostitefovi, ktoré sU operativne spojené s exprimovanym
polynukleotidom. Vhodné trans-pdsobiace faktory poskytuje bud hostitel, alebo
dopinkovy vektor, alebo samotny vektor po zavedeni do hostitela.

V istom uskuto¢neni vynalezu sa pouzivaju vektory vhodné na expresiu. V
pripade produkcie rekombinantného Egr-1 mbéze byt takou Specifickou expresiou
indukovatefna expresia alebo expresia len v inych typoch buniek alebo to méze byt
indukovatelna a bunkovo $pecificka expresia. Z indukovatefnych vektorov su
vyhodné najmé vektory, pri ktorych je mozné indukovat expresiu faktormi
prostredia, ktoré je mozné jednoducho ovplyvnit. Su to napriklad teplota a nutricné
dopinky. Rézne vektory vhodné na pouzitie podfa vynalezu zahfiiaji konétitutivne a
indukovatefné expresné vektory pouzitefné v prokaryotickych a eukaryotickych
hostitefoch.

Na expresiu Egr-1 na pouZitie podla vynalezu sa mbze pouzit velké
mnoZstvo expresnych vektorov. Takéto vektory okrem inych zahfiiaju
chromozomalne, epizomalne vektory a vektory odvodené od virusov. Su to
napriklad vektory ziskané z bakteridinych plazmidov, z bakteriofagov, z
transpozénov, z kvasinkovych epizémov, z inzerénych elementov, z kvasinkovych
chromozomalnych elementov, z virusov ako st bakulovirusy, papova virusy, ako je
napriklad SV40, virusov vakcinie, adenovirusov, virusu kiahni, virusu besnoty a
retrovirusov a vektory ziskané z ich kombinacii, ako su napriklad vektory odvodené
od plazmidu, a bakteriofagovych genetickych elementov, ako st napriklad kozmidy
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a fagemidy. V3etky sa m0zu pouzit na expresiu podfa vynalezu. Vo vSeobecnom
pripade sa fubovolny vektor vhodny na udrZiavanie, Sirenie alebo expresiu
polynukleotidou za GEelom expresie polypeptidu v hostitefovi mbze pouzit na
expresiu.

Vhodna sekvencia DNA sa mdze zaélenit do vektora fubovolnymi dobre
znamymi spdsobmi, ako sa opisuje napriklad v publikacii Sambrook a dalsi,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York (1989).

Sekvencia nukleovej kyseliny v expresnom vektore je operativhe spojena s
vhodnou expresnou riadiacou sekvenciou, ktora zahfiia napriklad prométor vhodny
na riadenie transkripcie mMRNA. Predstavitelia takychto prométorov zahfiiaja, ale nie
st obmedzeny na prométor lambda faga PL, prométory /ac, trp a tac baktérie E. coli
v pripade rekombinantnej expresie, a skory a neskory prométor SV40 a promoétory
retrovirusovych LTR v pripade expresie in situ.

Vo v3eobecnom pripade budi expresné konstrukcie obsahovat miesta
vhodné na iniciaciu a terminéaciu transkripcie a v transkribovanej oblasti vazobné
miesto pre ribozém vhodné na translaciu. Kédujuca &ast zrelych transkriptov
exprimovanych kon$truktami zahffia translaény iniciany AUG kodén a terminaény
kodén vhodne umiestneny na konci polypeptidu, ktory sa da translatovat’.

KonStrukty mézu naviac obsahovat riadiace oblasti, ktoré reguluju a
vyvolavaju expresiu. Vo vSeobecnom pripade v sulade s beZzne pouzivanymi
postupmi mbzu také oblasti pracovat na zaklade riadenia transkripcie. Su to
napriklad transkripéné faktory, vézbové miesta represorov a terminatory.

Vektory vhodné na S$irenie a expresiu obsahujid vhodné markery a
amplifikaéné oblasti, ako st opisané napriklad v publikacii Sambrook a dalsi,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York (1989).

Reprezentativne priklady vhodnych hostitefov v pripade rekombinantnej
expresie Egr-1 zahifiaju bakteridlne bunky, ako su stafylokoky, streptokoky, E. coli,
Streptomyces a bunky Bacillus subtillis, bunky hub, ako sG kvasinky a bunky
Aspergillus, hmyzie bunky, ako si bunky Drosophila S2 a bunky Spodoptera Sf9,
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Zivodisne bunky, ako s bunky CHO, COS, HelLA, C127, 3T3, BHK, 293 a bunky
Bowesovho melanému a rastlinné bunky.

Nasledujuce vektory si bezne dostupné spdsobom opisanym v prikladoch.
Medzi vektory, ktoré st vyhodné na pouZitie v baktériach patria pQE70, pQE60 a
pQE-9, dostupné od firmy Qiagen, vektor pBS, vektor Phagescript, vektor
Bluescript, pNH8A, pNH16a, PNH18A, pNH46A, dostupné od firmy Stratagene a
ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRITS, dostupné od firmy Pharmacia a
pBR322 (ATCC 37017). Medzi vyhodné eukaryotické vektory patri pWLNEO,
pSV3CAT, pOG44, pXT1 a pSG, dostupné od firmy Stratagene a pSVK3, pBPV,
pMSG a pSVL, dostupné od firmy Pharmacia. Tieto vektory, ktoré sa mdzu pouzit
na rekombinantnl expresiu a na expresiu in situ, si uvadzané ako ilustrativne
priklady bezne dostupnych a dobre znamych vektorov. Je vhodné pouzit' akykolvek
iny plazmid alebo vektor vhodny naprikiad na zavedenie, udrziavanie, Sirenie alebo
expresiu polynukleotidu alebo polypeptidu pouzitefného na terapiu podfa vynalezu.

Priklady vektorov vhodnych na pouZitie podfa vynalezu zahffiaju expresné
vektory, v ktorych sa sekvencie cDNA Egr-1 zaclenili do plazmidu, priGom expresia
génu sa riadi ludskym stredne skorym silnym prométorom cytomegalovirusu
(opisuje sa v publikacii Foecking a Hofstetter, Cell, 45, 101-105, 1986). Takéto
expresné plazmidy mbézu obsahovat signaly na skracovanie RNA. Pri SV40 su
takymi signalmi polyadenylaény a terminaény signal. Expresné konstrukty
pouzivajlice CMV promotor, ktoré si bezne dostupné, zahriaju pCDM8, pcDNA1 a
jeho derivaty, pcDNA3 a jeho derivaty (Invitrogen). Iné bezné expresné vektory,
ktoré je mozné pouzit, zahfiaju pSVK3 a pSVL, ktoré obsahuju prométor SV40 a
miesto zostrihu mMRNA a polyadenylatné signdly z SV40 (pSVK3) a signaly
spracovania SV40 VP1 (pSVL, vektory od firmy Pharmacia).

Promoétorove oblasti sa mézu vybrat z fubovolného Zelatefného génu s
pouzitim vektorov, ktoré obsahuju reportérovd transkripénu jednotku, ktora nema
promotorov oblast, ako je transkriptnd jednotka chloramfenikolacetyltransferazy
(CAT), v smere expresie génu od restrikéného miesta alebo miest na zavedenie
prométorového fragmentu, to znamena fragmentu, ktory méze obsahovat prométor.
Ako je dobre zname, zavedenie fragmentu, ktory obsahuje prométor, do vektora, do
restrikéného miesta proti smeru expresie od Stiepneho miesta vyvolava produkciu
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aktivity CAT, ktoru je mozné detegovat Standardnymi testami CAT. Vektory vhodné
na tento GCel st dobre zname a jednoducho dostupné. Su to napriklad pKK232-8 a
pCM7. Promo6tory vhodné na expresiu polynukleotidov, ktoré sa pouzivajd na
terapiu podfa vynalezu, nezahfiiajad len dobre zname a jednoducho dostupné
prométory, ale aj prométory, ktoré je mozné jednoducho ziskat nasledujiucim
postupom pouZzitim reporterového génu. V pripade expresie in situ, musi byt takyto
promoétor rozoznavany v lieGenom subjekte.

Zo znamych prokaryotickych prométorov vhodnych na expresiu
polynukleotidov a polypeptidov podfa vynalezu na terapiu podfa vynalezu sa mézu
pouzit promoétory lacl baktérie E. coli a lacZ a prométory T3 a T7 a gpt, lambda PR,
prométory PL a trp.

Rekombinantné expresné vektory obsahuji napriklad podiatky replikacie,
promotor prednostne ziskany zo silno exprimovaného génu, pri€om tieto fragmenty
riadia transkripciu v smere expresie génu od Strukturainej sekvencie, a selekcny
marker, ktory umoziiuje izolaciu buniek obsahujicich vektor po zavedeni vektora.

Polynukleotidy vhodné na pouZitie na terapiu podfa vynalezu, ktoré kéduju
heterologicku Strukturalnu sekvenciu polypeptidu podfa vynalezu, sa vo
vSeobecnom pripade zaclenia do vektora pouZitim Standardnych postupov tak, Ze
sa operativhe spoja s expresnym prométorom. Polynukleotid sa umiestni tak, Ze
miesto pociatku transkripcie sa nachadza presne na 5' konci vdzobného miesta
translaciu exprimova-ného polypeptidu.

Vo vSeobecnom pripade neexistuje ziadny iny otvoreny &itaci ramec, ktory
zacina iniciaénym kodénom, obvykle AUG, a lezi medzi ribozémovym vazobnym
miestom a iniciaénym kodénom. Vo vS8eobecnom pripade sa vyskytuje aj kodon
ukongujuci translaciu na konci polypeptidu a v eukaryotickych hostitefoch sa bude v
konstrukte nachadzat polyadenylany signal. Signal ukonéujuci transkripciu sa
vyhodne nachadza na 3' konci transkribovanej oblasti a méze sa nachadzat aj v
polynukleotidovej konstrukcii.

Aby sa dany protein vyluoval do lumenu endoplazmatického retikula, do
periplazmatického priestoru alebo do mimobunkového prostredia, je nutné zaclenit
vhodné sekre¢né signaly do exprimovaného polypeptidu v priebehu jeho
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rekombinantnej syntézy. Tieto signaly mézu byt vodi peptidu endogénne alebo to
mdzu byt heterolégne signaly.

Polypeptid sa mdze exprimovat v upravenej forme, ako je napriklad fuzovany
protein, a méze obsahovat nie len sekreéné signaly, ale aj odliSné heterologne
funkéné oblasti. Tak napriklad oblast dalSich aminokyselin, najmé nabitych
aminokyselin, sa mdze pridat na N- alebo C-koniec polypeptidu, aby sa zlepsila
stabilita a pretrvavanie v hostitelskej bunke v priebehu gistenia alebo v priebehu
naslednej manipulacie a skladovania. Do polypeptidu sa mdze pridat aj oblast, ktora
umoziuje Cistenie. Takéto oblasti je mozné odstranit skér ako dbjde ku konecnej
priprave polypeptidu. Okrem peptidovych Easti polypeptidu sa pouzivaju spdsoby,
ktoré st v odbore dobre zname, aby doSlo ku sekrécii alebo exkrécii, aby sa zlepsila
stabilita, alebo aby sa umoznilo &istenie. Vyhodny fuzovany protein obsahuje
heterolégnu oblast z imunoglobulinu, ktort je mozné pouzit na rozpustenie alebo
Cistenie polypeptidov. Bunky sa potom v typickom pripade zhromazduiju
centrifugaciou, naruduju sa fyzikalnymi alebo chemickymi spoésobmi a vysledny
surovy extrakt sa uchovava na dalSie ¢istenie.

Mikrobialne bunky, ktoré sa pouzivaji na expresiu proteinov, sa mdzu
narusit akoukolvek metédou, ktora zahfiia cyklické rozmrazovanie a zmrazovanie,
sonikaciu, mechanické poruSenie alebo pouzitie €inidiel lyzujucich bunky. Takéto
metddy su v odbore dobre zname.

Cicavgie expresné vektory mdzu obsahovat pociatok replikacie, vhodny
prométor a zosilova¢ a aj fubovolné ribozom viazuce miesto, polyadenylaéné
oblasti, donor zostrihu a akceptorové miesta, sekvencie ukonéujlice transkripciu a
sekvencie ohraniCujice 5' koniec, ktoré sa neprepisuju, a ktoré su nevyhnutné na
expresiu.

Dalej je mozné pouzit na pripravu polypeptidov Egr-1 podra vynalezu
geneticky manipulované hostitel[ské bunky. Zavedenie polynukleotidov do
hostitelskej bunky sa mdZe uskutoénit transfekciou fosfore€nanom sodnym,
transfekciou sprostredkovanou DEAE-dextranom, transfekciou mikroinjekciou,
transfekciou sprostredkovanou kationickymi lipidmi, elektroporaciou, transdukciou,
zavedenim pouzitim striel, infekciou alebo pomocou inych metéd. Takéto metody su
opisané v mnohych Standardnych manualoch, ako je Davis a dal§i, Basic methods
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in molecular biology, (1986) a Sambrook a dalSi, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York (1989).

Zrelé proteiny je mozné exprimovat' v hostitefskych bunkach, ktoré zahfiiaji
cicavCie bunky, ako su bunky CHO, kvasinky, baktérie alebo iné bunky, pricom
proteiny su riadené vhodnym prométorom. Translaéné systémy, kde sa nepouzivaja
bunky, sa mdzu pouzit na produkciu takychto proteinov pouZitim RNA ziskanej z
DNA konstruktov podfa vynalezu. Vhodné klonovacie a expresné vektory vhodné na
pouzitie v prokaryotickych a eukaryotickych hostitefoch sa opisuju v publikacii
Sambrook a dal$i, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vyd., Cold Spring
Harbor Labceratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989).

Polypeptid je mozné ziskat a d&istit z rekombinantnej bunkovej kultiry
znamymi metddami, ktoré zahfiiaju precipitaciu siranom amoénnym alebo etanolom,
kysli extrakciu, chromatografiu s vymenou aniénov a katiébnov, chromatografiu na
fosfoceluléze, chromatografiu s hydrofébnymi interakciami, afinitnd chromatografiu,
chromatografiu na hydroxylapatite a chromatografiu na lektine. NajvyhodnejSie je,
ak je pri Cisteni pouzitd vysokovykonna kvapalinova chromatografia. V pripade
opatovného zbalenia proteinu sa mdze pouzit regenerovana aktivna konformacia,
ked sa polypeptid v priebehu izolacie a Cistenia denaturuje.

V pripade terapie sa polynukieotid kédujuci Egr-1, napriklad vo forme
rekombinantného vektora, moze Gistit spdsobmi, ktoré si v odbore dobre zname,
ako je kolénova chromatografia, ako sa opisuje v publikacii Sambrook a dalsi,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York (1989).

Ako sa uvadza dalej v texte, Egr-1 sa mdze aplikovat na miesto poranenia
bud' ako nukleova kyselina kédujaca Egr-1, ktora sa prepisuje a preklada na Egr-1 v
samotnom mieste poranenia, vo forme génovej terapie, alebo sa mdze priamo
aplikovat samotny transkripény faktor.

Dalej vynalez opisuje pouzitie polypeptidového transkripéného faktora Egr-1
alebo jeho biologicky aktivheho fragmentu na vyrobu lieku na lieCbu poranenia
cicavcov vratane ¢loveka.
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Dalej vynalez opisuje spdsob lietby poranenia cicavcov vratane &loveka,
ktory zahifia aplikaciu terapeuticky G¢inného mnozstva polypeptidového
transkripéného faktora Egr-1 alebo jeho biologicky aktivneho fragmentu cicavcovi.

Dalej vynalez opisuje pouZitie transkripéného faktora Egr-1 alebo jeho
biologicky aktivneho fragmentu na lie€bu poranenia a na hojenie ran.

Dalej vynalez opisuje farmaceuticky prostriedok obsahujlci transkrip&ny
faktor Egr-1 alebo jeho biologicky aktivny fragment spolu s jednym alebo viacerymi
farmaceuticky prijatefnymi nosi¢mi.

Vyraz “polypeptidovy transkripény faktor Egr-1" zahfila prirodzene a
rekombinantne produkovany transkripény faktor Egr-1, prirodzené, syntetické a
biologicky aktivne polypeptidové analégy alebo varianty alebo jeho derivaty alebo
jeho biologicky aktivne fragmenty alebo varianty, derivaty a analégy uvedenych
fragmentov.

Produkty proteinového transkripéného faktora Egr-1 zahfiajlice biologicky
aktivne fragmenty transkripéného faktora Egr-1 sa mézu generovat a/alebo izolovat
vSeobecnou metddou, ktora je v odbore dobre znama.

Egr-1 a vy38ie uvedené fragmenty a ich derivaty vhodné na pouzitie na lie¢bu
podlfa vynalezu sa mézu extrahovat z prirodzenych zdrojov sposobmi, ktoré st v
odbore dobre zname. Takéto spdsoby zahffiaju Cistenie metédami DNA afinitnej
chromatografie, ktora je sekvenéne 3pecificka, ako sa opisuje v publikacii Briggs a
dalsi, Science 234, 47-52, 1986, pouzitim oligonukleotidu viazuceho DNA, ktory
rozoznava Egr-1. Polypeptid sa mdze pripravit aj metédami rekombinantnej DNA,
ako sa opisuje vysSie, to znamena expresiou opisaného konstruktu v hostitelskych
bunkach. V inom pripade sa mdzu polypeptidy podfa vynalezu synteticky
produkovat na beznych syntetizatoroch peptidov.

Vynalez sa tyka aj pouZitia fragmentov, analégov a derivatov Egr-1. Vyrazy
"fragment”, "derivat" a "analég" znamenaju polypeptid, ktory vykazuje rovnaku
biologicki funkciu alebo aktivitu ako polypeptid. TakZze anal6g zahffia proprotein,
ktory sa mdze aktivovat' Stiepenim proproteinovej &asti, &im vznika aktivny zrely
polypeptid.

Fragment, derivat alebo analég polypeptidu mdze byt i) ten, v ktorom sa
jeden alebo viac aminokyselinovych zvySkov substituuje konzervativnym alebo
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nekonzervativnym aminokyselinovym zvySkom (vyhodne konzervativhym amino-
kyselinovym zvySkom) a takyto substituovany aminokyselinovy zvySok moze alebo
nemusi byt kodovany genetickym kédom, alebo ii) ten, v ktorom jeden alebo viac
aminokyselinovych zvySkov zahfiia substituénG skupinu, alebo iii) ten, v ktorom
zrely polypeptid fzuje s inou zlG&eninou tak, Zze zluéenina predlZuje poléas rozpadu
polypeptidu (napriklad polyetylénglykol), alebo iv) ten, v ktorom dalSie amino-
kyseliny flzuja so zrelym polypeptidom, ako je vedica alebo sekre¢na sekvencia,
alebo sekvencia, ktora sa pouziva na Cistenie zrelého polypeptidu alebo
proproteinovej sekvencie. Takéto fragmenty, derivaty a analégy si obsahom
vynalezu.

Medzi vyhodné varianty patria tie, ktoré sa odliSujad od prirodzene sa
vyskytujliceho Egr-1 konzervativnymi substiticiami aminokyselin. Také substitucie
substituuja dant aminokyselinu v polypeptide inou aminokyselinou s podobnymi
vlastnostami. V typickom pripade sa za konzervativhu substiticiu povazuje
nahradenie jednej aminokyseliny za ini v ramci alifatickych aminokyselin Ala, Val,
Leu a lle, vnatorna zamena hydroxylovych zvySkov Ser a Thr, zamena kyslych
zvySkov Asp a Glu, substiticia v ramci amidovych zvySkov Asn a GIn, a v ramci
aromatickych zvyskov Phe, Tyr.

Dalej sa najma z tohto ddvodu preferuji varianty, analégy a derivaty
fragmentov, ktoré maju aminokyselinovli sekvenciu polypeptidu, v ktorom sa 5 az
10, 1 a2 5, 1 az 3, 2, 1 alebo Ziadny aminokyselinovy zvySok substituuje, deletuje
alebo prida v fubovolnej kombinacii. Vyhodné si najma tzv. tiché substitlicie, adicie
a delécie, ktoré nemenia viastnosti a aktivitu polypeptidu podfa vynalezu. Vyhodné
st najma konzervativne substitucie.

Zviast vyhodnymi fragmentami su biologicky aktivne fragmenty. To znamena
fragmenty, ktoré si uchovavaju viastnosti hojenia ran rodicovského polypeptidu.

Polypeptidy a polynukleotidy podfa vynéalezu sa mézu prednostne vyskytovat
v izolovanej forme a vyhodne sa &istia, aby dosiahli stuperi homogenity.

Polypeptidy Egr-1 vhodné na pouZitie podfa vynalezu zahffiaja polypeptid
Egr-1 ako aj polypeptidy, ktoré vykazuju aspoin 70% zhodu, vyhodne aspori 80%
zhodu, vyhodnejSie aspoil 90% zhodu a najvyhodnejSie aspofi 95% zhodu (este
vyhodnejSie 99% zhodu) s mySacou polypeptidovou sekvenciou ako je uvedena v
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publikacii Cell 53, 37-43 (1988) a s polypeptidmi kddovanymi ludskou sekvenciou, a
zahimaju aj Gasti takychto polypeptidov kddovanych fudskou sekvenciou a zahffiaju
aj Casti takychto polypeptidov s takou Eastou polypeptidu, ktora vo vSeobecnom
pripade obsahuje aspoii 30 aminokyselin a vyhodne aspor 50 aminokyselin.

Fragmenty a d&asti polypeptidov, ktoré sa pouzivajid na terapiu podfa
vynalezu, sa mdzu pouzit na produkciu zodpovedajiceho polypeptidu s Upinou
dizkou prostrednictvom peptidovej syntézy. Preto sa tieto fragmenty mézu pouzit
ako medziprodukty na produkciu polypeptidov s Uplnou dizkou. Fragmenty alebo
¢asti polynukleotidov podfa vynalezu sa mdzu pouzit na syntézu polynukleotidov s
plnou dizkou podra vynalezu.

Vynélez dalej opisuje pouZitie fragmentov polypeptidu Egr-1 definovaného
vy3Sie a fragmentov jeho variantov a derivatov.

Fragment je polypeptid, ktory ma aminokyselinovi sekvenciu, ktora je
rovnaka ako &ast, ale nie ako cela, aminokyselinova sekvencia polypeptidov Egr-1 a
ich variantov a derivatov.

Takéto fragmenty sa mdzu vyskytovat volne, to znamena, Ze nie sU
suCastou, ani nefuzuju s inymi aminokyselinami alebo polypeptidmi, ani nie su
obsiahnuté vo vaéSom polypeptide, v ktorom by tvorili ¢ast' alebo oblast. V pripade,
Ze tvoria Cast vacSieho polypeptidu, tvoria uvedené fragmenty vo vacSine pripadov
jedind nepreruSovani oblast. V jedinom, vaéSom fragmente je obsiahnutych
niekolko fragmentov. Napriklad v uréitom vyhodnom uskutocneni vynalezu sa
pouzivaju fragmenty polypeptidov podfa vynalezu, ktoré sa nachadzaji v
prekurzorovom polypeptide navrhnutom na expresiu v hostitefovi, ktory obsahuje
prepolypeptidové a propolypeptidové oblasti fizované s N-koncom fragmentu a
dalSiu oblast fuzovani s C-koncom fragmentu. Preto vyraz "fragmenty” znamena
¢ast alebo &asti fuzovaného polypeptidu alebo fuzovaného proteinu ziskaného z
polypeptidu podla vynalezu.

Vynélez opisuje fragmenty vyznacujice sa Strukturalnymi alebo funk&nymi
znakmi polypeptidu, ktory je mozné pouzit na terapiu podfa vynalezu. Vyhodné
uskutoénenia podfa vynalezu zahifiaju fragmenty, ktoré obsahuju alfa-zavitnicu a
oblasti tvoriace alfa-zavitnicu, beta skladany list a oblasti tvoriace beta skladany list,
slucku a oblasti tvoriace slu¢ku, zavitnicu a oblasti tvoriace zavitnicu, hydrofilné
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oblasti, hydrofébne oblasti, alfa amfipatické oblasti, beta amfipatické oblasti,
flexibilné oblasti, oblasti tvoriace povrch, oblast viazucu substrat a oblasti
polypeptidu podfa vynalezu s oblastami s vysokym antigénnym indexom a
kombinacie takychto fragmentov.

NajvyhodnejSie su fragmenty, ktoré maji chemické, biologické alebo iné
ucinky polypeptidu podfa vynalezu, ktoré zahffiaju podobné Ucinky alebo zlepSené
uginky alebo maiju znizeny pozadovany uginok. Dal$imi vyhodnymi polypeptidovymi
fragmentami su tie, ktoré obsahuji antigénne alebo imunogénne determinanty u
zivoc€ichov, najma u ¢loveka.

Vyhodné je, aby vynalez okrem inych opisoval aj polynukleotidy opisuijlce
vysSie uvedené fragmenty, najmé tie, ktoré hybridizuja v prisnych podmienkach a
polynukleotidy, ako st PCR primery na amplifikaciu polynukleotidov, ktoré koduiji
fragmenty. Vyhodnymi polynukleotidmi su tie, ktoré zodpovedaji vyhodnym
fragmentom, ako sU opisané vysSie.

Dalie uskutoénenie vynalezu zahffia biologicky, profylakticky, klinicky alebo
terapeuticky pouzitefné varianty, analégy alebo ich derivaty alebo fragmenty vratane
fragmentov, variantov, analégov a derivatov a prostriedkov, ktoré obsahuji to isté.
Vynalez dalej opisuje biologicky aktivne varianty, analégy alebo fragmenty.

Vynalez dalej opisuje prostriedky obsahujice polynukleotidy alebo
polypeptidy opisané vySSie. Preto sa polynukieotidy alebo polypeptidy podrfa
vynalezu mdzu pouzit v kombinacii s farmaceuticky prijatefnym nosiom alebo
nosiémi.

Takéto nosite mdzu zahfiiat, ale nie si obmedzené na fyziologicky roztok,
timeny fyziologicky roztok, dextrézu, vodu, glycerol, etanol a ich kombinacie.

Polypeptidy a polynukleotidy sa mézu pouzit podfa vynalezu samotné, alebo
v spojeni s inymi zlu€eninami, ako su napriklad terapeutické prostriedky.

Farmaceutické prostriedky sa md2u aplikovat fubovofnym G¢innym vhodnym
spbdsobom, ktory je adinny v pripade nasmerovania do miest poraneni. Takéto
spdsoby zahffiaja okrem inych napriklad povrchovd, intravenéznu, intramuskularnu,
intranazalnu alebo intradermalnu aplikaciu. Vo vieobecnom pripade sa prostriedok
moéze aplikovat lokalne na rany alebo v pripade podobnych stavov.
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V pripade terapie alebo profylaxie sa a€inné dinidlo moéze aplikovat
jednotlivcovi ako injektovatefny prostriedok. Napriklad ako steriina vodna disperzia,
pri¢om vyhodna je izotonicka disperzia.

V inom pripade sa mdze pripravit zliéenina na povrchovl aplikaciu,
napriklad vo forme masti, krémov, roztokov, oénych masti, oénych kvapiek, usnych
kvapiek, ustnej vody, nasytenych obvézov a chirurgickych niti a aerosolov a mdze
obsahovat vhodné bezné aditiva vratane napriklad konzervaénych dinidiel,
rozpustadiel, ktoré napomahaju penetracii liekov, a zmékgujace prostriedky do
masti a krémov. Takéto povrchové formulacie mézu obsahovat aj bezné
kompatibilné nosi¢e vhodné napriklad ako zaklad masti lebo krémov a etanol alebo
olejovy alkchol v pripade roztokov. Takéto nosiée mézu tvorit' priblizne 1 % az
priblizne 98 % hmotnosti formulacie. Obvykle tvoria aZ priblizne 80 % hmotnosti
formulacie.

V pripade aplikacie cicavcom a najméa fudom sa oCakava, Ze denné davka
aktivnej latky je 0,01 mg/kg az 1,0 mg/kg. V typickom pripade je denna davka 1
mg/kg. Lekar stanovi aktualnu davku, ktora bude najvhodnejSia pre jednotlivca na
zaklade jeho veku, telesnej hmotnosti a individualnej odozvy. VysSie uvedené davky
st prikladmi priemerného prikladu. M6zu samozrejme existovat jednotlivé priklady,
kedy je vhodné aplikovat vy33ie alebo niz8ie davky.

Vynélez opisuje farmaceuticky prostriedok obsahujici transkripény faktor
Egr-1, molekulu nukleovej kyseliny obsahujicu sekvenciu kédujicu Egr-1 spolu s
jednym alebo viacerymi farmaceuticky prijatefnymi nosi¢mi.

Vyhoda pri terapii, kde sa pouzivaja transkripéné faktory na zrychlenie
hojenia ran, spoCiva v aktivacii viacerych ciefovych génov, ktoré podporuiju
zrychlené hojenie. Egr-1 sa prirodzene aktivuje ako odozva na poranenie a vyhodou
je aj zosilnenie prirodzenej odozvy. LieCba je zalozena na DNA a poskytuje vhodny
a reprodukovatelny zavadzaci systém.

V pripade, Ze sa v terapeutickych metédach pouziva polynukleotid Egr-1
podfa vynalezu, pouziva sa tento polynukleotid ako Gast expresného konétruktu.
Napriklad vo forme expresného vektora. Pri takejto metdde sa konstrukt zavedie do
miesta poranenia, kde sa produkuje Egr-1 in situ. Pouzivanymi kon$truktami mézu
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byt Standardné vektory a/alebo systémy na zavadzanie génov, ako su lipozémy,
zavadzacie systémy sprostredkované receptorom a virusoveé vektory.

Vynélez je dalej vhodny na Gcely hojenia ran, ktoré zahfiiaju vredy na
konCatinach sprevadzajice cukrovku a periférne arterialne okluzivne ochorenia,
hojenie pooperaénych jaziev, popalenin a lupienky.

Ako sa opisuje vysSie, polypeptidy Egr-1 alebo nukleové kyseliny podfa
vynalezu sa mézu aplikovat lokalne do miesta poSkodenia tkaniva fubovolnym
vhodnym spdsobom, napriklad povrchovou aplikaciou. Jednym spdsobom
zavedenia produktov nukleovych kyselin je pouzitie technolégie génového dela, pri
ktorej sa molekula izolovanej nukleovej kyseliny Egr-1, napriklad vo forme cDNA,
alebo vo forme expresného vektora, imobilizuje na zlatych ¢asticiach a vystrefuje sa
priamo do miesta poranenia. Vynalez dalej opisuje pouzitie molekuly nukleovej
kyseliny obsahujucej sekvenciu kodujacu Egr-1 v génovom dele na lieEbu poraneni.
Dalej sa opisuje zluéenina vhodna na terapiu pouZitim génového dela, ktora zahfiia
sekvenciu kodujucu transkripény faktor Egr-1 a zlaté Castice.

Vyhodnym zavedenim nukleovej kyseliny alebo polypeptidu podfa vynalezu
je mikrovysev, ako je opisané v publikacii US 5697901.

Ako sa opisuje vy3Sie, polynukleotid obsahujuci sekvenciu kédujucu Egr-1
alebo jeho biologicky aktivny fragment moéZe byt riadeny aspoii Castou
prirodzeného prométora Egr-1. Pri€om vyhodny je fudsky prométor Egr-1.

lzoloval a sekvenoval sa mySaci prométor Egr-1 (opisuje sa v publikacii
Morris, Nucleic Acid Research, 16: 3335-3346). Potencialne regulaéné sekvencie
zahfaju element AAATA ("TATA" homoldg) v polohe -26 aZ -22, CCAAT box v
polohach -337 az -333, elementy odozvy na pét sér (SRE) v polohach -110 az -91,
-342 az -324, -358 az -339, -374 az -355 a -412 az -393, dve miesta Ap1 v polohach
-610 az -603 a -867 az -860, Styri miesta Sp1 v polohach -285 az -280, -649 az -
644, -700 az -695 a -719 az -714 a dva elementy odozvy na cAMP v polohach -138
az -131 a -631 az -624. Ukazuje sa, ze Egr-1 sa viaze na prométor mySacieho
Egr-1 a znizuje transkripciu svojej vlastnej expresie. Sekvencia tohto prométora je
uvedena na obrazku ¢. 9.

Menej sa vie o regulacii prométora fudského Egr-1. Pripravila sa udajna
sekvencia ludského Egr-1. Vzhladom k zadiatoénému miestu v polohe +1 mRNA sa
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identifikovalo 695 nukleotidov sekvencie proti smeru expresie génu. Tato sekvencia
proti smeru expresie génu obsahuje element AAATA ("TATA" homolégia) v polohe -
26 az -22 a mnozstvo potencionalnych regulacnych elementov, ktoré zahffiaju dve
miesta Sp1 v polohach -505 az -499 a -647 az -642, dva elementy odozvy na
cyklické AMP v polohach -134 az -127 a -630 az -623, elementy odozvy na pat sér
(SRE) v polohach -108 az -89, -344 az -326, -359 az -340, -376 az -357 a -410 az
-394, vazobné miesto pre Egr-1 (EBS) v polohe -597 az 598 a responzivny element
na tetradekanoylforbolacetat (TPA) (vdzobné miesto Ap-1) v polohe -609 az -602.
Je zname, Ze vazobné miesto TPA funguje tak, Zze TPA stimuluje expresiu z
plazmidu exprimujiceho gén chloramfenikolacetyltransferazy. SRE 3 a 4
sprostredkovavaju odozvu prométora Egr-1 na stres a mézu potvrdit odozvu
prométora SV40 na stres. Delécia EBS z [fubovolného promoétorového elementu
vedie k zvySeniu odozvy daného promotora na stres, z oho vyplyva diskusia o
ulohe Egr-1 pri znizovani regulacie aktivity ludského prométora.

Zistilo sa, Ze publikovana sekvencia pripravena pre ludsky promoétor Egr-1
nie je spravna a je poskytnutd nova sekvencia s réznymi rozdielmi od publikovanej
sekvencie. Tieto sekvenéné rozdiely nie je mozné predpokladat a aspon niektoré z
nich sa pova2uju za funkéné a podstatné. Dalej sa pripravila cela sekvencia, zatial
¢o publikovana promoétorova sekvencia fudského Egr-1 obsahuje rézne medzery.

Molekula nukleovej kyseliny obsahujlica sekvenciu kodujacu Egr-1 alebo jej
biologickyaktivny fragment sa mbZe operativne spojit so sekvenciou nukleovej
kyseliny, ktora
a) ma retazec obsahujlci sekvenciu uvedenu na obrazku ¢. 7 ako GW SEQ, alebo
b) ma retazec obsahujuci jednu alebo viacero delécii, inzercii a/alebo substitacii
vzhladom ku GW SEQ, ale ktory neobsahuje sekvenciu zobrazenl na obrazku 7
ako ON SEQ, a ktory navy3e neobsahuje sekvenciu zobrazenl na obrazku €. 9.

Vynalez opisuje molekulu nukleovej kyseliny, ktora
a) ma retazec obsahuijtici sekvenciu uvedenu na obrazku ¢. 7 ako GW SEQ, alebo
b) ma retazec obsahujici jednu alebo viacero delécii, inzercii a/alebo substittcii
vzhfadom ku GW SEQ, ale ktory neobsahuje sekvenciu zobrazen(i na obrazku 7
ako ON SEQ, a ktory navySe neobsahuje sekvenciu zobrazenu na obrazku ¢. 9,
alebo
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¢) ma retazec, ktory hybridizuje s retazcom opisanym vy3$ie v odstavci a) alebo b).
Nasleduje podrobnejsi opis molekul opisanych v odstavcoch a), b) alebo c):

a) Molekula nukleovej kyseliny, ktora ma sekvenciu uvedent na obrazku 7 ako GW
SEQ

Je mozné vidiet, Ze sekvencia GW SEQ zobrazena na obrazku &. 7 ma rézne
oblasti uzavreté v ram&ekoch. Veri sa, Zze tieto oblasti su funkéne podstatné a
funkcie réznych oblasti ohraniCenych na obrazku 7 ram€ekom su opisané dalej v
texte:

Sp1 (dve oblasti)

Sp1 oznacuje sekvenciu vhodnu na naviazanie transkripéného faktora Sp1 a
jeho homolégov.

cAMP RE (dve oblasti)

cAMP RE oznacuje sekvenciu vhodnl na naviazanie transkripéného faktora
ATF a homolégov. To sa indukuje pomocou cAMP a sekvencia sa potom nazyva
element odozvy na cAMP.

TPARE

TPA RE oznaduje sekvenciu vhodnu na naviazanie transkripéného faktora
AP1 a homoldégov. Tie zahffiaja napriklad forbolester TPA a sekvencia sa nazyva
element odozvy na TPA.

EBS

EBS oznafuje sekvenciu na naviazanie transkripéného faktora Egr-1 a
homolégov.

SRE (SRE5, SRE4, SRE3, SRE2, SRE1)

SRE oznaduje sekvenciu poskytujucu odpoved na sérum (to znamena
element odozvy na sérum). Spolu s asociovanymi Ets (Specifické pre transformaciu
E26) viazu vazobné miesta elementov odozvy na sérum transkripéné faktory, ako
SRF, Elk-1 a/alebo F-ACT1, ako aj homolégy.

TATA

Veri sa, Ze TATA box je nevyhnutny na zostavenie transkripéného komplexu,
ktory obsahuje viacero transkripénych faktorov nutnych na iniciaciu transkripcie. Ak
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je to potrebné, neobsahuje presnu sekvenciu TATA, pretoZze je to konvenc¢na
sekvencia a objavuje sa isty stupei variability.

GW SEQ vykazuje rozne rozdiely v sekvencii vzhfadom k publikovanej
sekvencii fudského Egr-1 (tu sa oznaduje ako "ON SEQ"). Rozdiely sa diskutuju
vzhfadom na usporiadanie sekvencii GW SEQ a ON SEQ zobrazené na obr. ¢. 7.

Ako je mozné vidiet na zaklade obrazku 7, GW SEQ ma pat nukleotidov,
ktoré sa zmenili oproti Specifickym nukleotidom poskytovanym v zodpovedajlcich
polohach v sekvencii ON SEQ. Tie sa povazuju za substiticie vo vztahu k ON SEQ.
Dve z nich sa nachadzaju v oblastiach, ktoré su ohraniené ramcéekmi. Tieto dve
substitcie su substiticia G za T nachadzajuca sa v prvom raméeku cAMP RE a
substitcia G za C nachadzajica sa v raméeku SRE3.

GW SEQ obsahuje aj rézne dalSie nukleotidy v porovnani s ON SEQ (to je
nukleotidy, ktoré nie su S3pecificky identifikované v ON SEQ). Tie sa mdzu
povazovat za inzerty pribuznej sekvencie ON SEQ. Styri z nich sa nachadzaju v
ramc&eku SRES (tri z nich su inzerty A a jedno je zaclenenie C).

Sekvencia GW SEQ ma jednu deléciu v porovnani so sekvenciou ON SEQ.
Je to delécia G. Nenachadza sa v oblasti ram&ekov. Nachadza sa medzi druhym
boxom Sp1 a SRES.

Molekuly opisané vo vynaleze a) maju samozrejme dalSie sekvencie proti a v
smere expresie genu v porovnani s GW SEQ. Méze sa pripravit napriklad jedna
alebo viac oblasti, ktoré sa podiefaju na transkripcii/translacii alebo ich regulacii.
Mobze sa pripravit' aj kédujlca oblast (vyhodne kédujica Egr-1 alebo jeho biologicky
aktivny fragment). DalSie oblasti sa opisuju dalej v texte.

b) Molekula nukleovej kyseliny, ktora ma retazec obsahujlici jednu alebo viac
delécii, inzercii a/alebo substiticii v porovnani s GW SEQ, ale, ktory neobsahuje
sekvenciu zobrazen( na obrazku & 7 ako ON SEQ, a ktory neobsahuje ani
sekvenciu zobrazenu na obrazku ¢. 9.

M&z2u sa pripravit zmeny v nukleotidovej sekvencii vzhfadom k sekvencii GW
SEQ, &im vznikna iné molekuly, ktoré sa eSte vyuzivaju. Takéto zmeny opisuje
vynalez. Zahffiaju alelické a nealelické varianty.
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Vyhodné varianty podfa vynalezu b) budi obvykle obsahovat jednu alebo
viac regulaénych oblasti, ktoré maja funkciu zodpovedajucu funkcii jednej alebo
viacerych oblasti ohrani¢enych ramcekom, ktoré si zobrazené v GW SEQ
(dokonca, ak sa funkcia reguluje pozitivne alebo negativne vzhfadom k jednej alebo
viacerym oblastiam ohraniéenym v raméeku, zobrazenych v GW SEQ).
NajvyhodnejSie je, aby také molekuly mali jednu alebo viac oblasti, ktoré vykazuijt
rovhaké sekvencie ako jedna alebo viac oblasti ohranienych v ramceku,
zobrazenych v GW SEQ.

Pozadované varianty podfa vynalezu b) budu vykazovat podstatnt zhodu
sekvencie s celou alebo s &astou uvedenej GW SEQ v celej dizke uvedene;
sekvencie GW SEQ alebo s jej éastou.

Ak ma variant jednu alebo viac oblasti, ktoré zodpovedaju jednej alebo
viacerym v ramé&eku ohraniGenym oblastiam zobrazenym na obrazku ¢. 7 v GW
SEQ, je vyhodné, aby sa nevyskytovali Ziadne rozdiely vzhfadom k uvedenym
oblastiam cohraniCenym v ramcekoch, alebo len niekofko takychto rozdielov (vo
vSeobecnom pripade je napriklad vyhodné, aby mali maximalne len 1, 2 alebo 3
rozdiely vzhfadom na dani oblast ohranieni raméekom). Mimo oblasti
ohrani¢enych ram&ekom mdze existovat' viac zmien v sekvenciach. Takéto varianty
mozu vykazovat relativne nizSi stuperi zhody sekvencii so zodpovedajlicou ¢astou
GW SEQ vo vztahu k oblastiam, ktoré nie st ohrani¢ené ram¢ekom na obrazku 7.
Niektoré varianty nemaju jednu alebo viac oblasti, ktoré zodpovedaju jednej alebo
viacerym oblastiam mimo uvedenych oblasti ohrani¢enych raméekmi v GW SEQ.

Vyhodné molekuly nukleovej kyseliny opisané vo vynaleze obsahuiju jednu
alebo viac regulacnych oblasti schopnych zmenit silu transkripcie Egr-1 v cicavcoch
(vyhodnejsSie u fudi) ako odozvu na podmienky in vivo. Takéto molekuly nukleovych
kyselin sa moézu aplikovat cicavcom, pricom vznikd Egr-1 spdsobom, ktory
umoziiuje reguléciu ich expresie na urovni transkripcie (tieto molekuly nukleovych
kyselin mbzu preto vo vdeobecnom pripade obsahovat oblast kodujlicu latku, ktora
vykazuje aktivitu Egr-1).

Mb&zZe byt pritomnych jeden alebo viac elementov odozvy na sérum (SRE). Je
nutné, aby jeden alebo viac z nich boli elementy odozvy na stres. St to oblasti,
ktoré potvrdzuju odpoved na stres v pripade transkripcie.
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Velké mnozstvo SSRE mdze spolupracovat pri umozneni odpovede na stres.
Je nutné, aby boli spojené s jednym alebo viacerymi miestami Ets, alebo aby
obsahovali tieto miesta. V niektorych pripadoch je nutné, aby bolo pritomné len
jedno miesto (vyhodne spolu s miestom Ets), za G€elom poskytnutia stupiia odozvy
na stres.

Vyhodné SSRE je uvedené na obrazku €. 7 ako SRE5 v sekvencii "GW
SEQ". Dokézalo sa, Ze tieto oblasti su funkéné, zatial o sekvencia SRES sa zda
byt vzhfadom na sekvenciu ON SEQ nefunkéna. Samotna oblast SRES5, ako aj
varianty SRES5, su schopné poskytnut odpoved na stres podla vynalezu. Takéto
varianty vyhodne obsahuja aspoii jeden nukleotidovy rozdiel nachadzajici sa v GW
SEQ SRES v porovnani s ON SEQ SRES.

Iné vyvhodné SSRE sui SRE3 a SRE4, ako si uvedené na obrazku €. 7 v GW
SEQ, rovnako ako jeho varianty schopné poskytnut odozvu na stres.

NajvyhodnejSie je, ked su pritomné vSetky oblasti SRE3, SRE4 a SRES
(alebo ich varianty, ktoré si schopné poskytnut odpoved na stres).

Bez ohfadu na skutoénost i je alebo nie je pritomna urcitd oblast SRE,
obsahuje molekula nukleovej kyseliny podfa vynalezu TATA box (ktory nebude
nevyhnutne obsahovat konvenénl sekvenciu TATA). Obvykle tiez bude obsahovat’
aj CCAAT box (ktory nebude nevyhnutne zahfiiat konvenénu sekvenciu CCAAAT).

Je obvykle, Ze je pritomna aspoii jedna alebo viacero vdzobnych oblasti Sp-
1. Jedna z vézobnych oblasti Sp1, alebo obe, mézu byt sekvencie viazuce Sp1
zobrazené na obrazku ¢. 7 v GW SEQ.

Méze byt pritomna oblast odozvy na cAMP. Takéto vyhodné oblasti
obsahuju sekvencie zobrazené na obrazku €. 7 a maju oznacenie cAMP RE v
sekvencii GW SEQ. NajvyhodnejSia je prva cAMP RE zobrazena na obrazku ¢. 7 v
GW SEQ. To umoziiuje regulaciu transkripcie pomocou cAMP.

Moze byt pritomné vazbové miesto EGR-1 (EBS). Veri sa, Ze toto miesto ma
délezita Glohu pri negativnej regulacii transkripcie Egr-1 potom, ked mnozstvo Egr-1
prekro¢i uréitd prahova hodnotu. Tak Egr-1 mdze obmedzovat svoju viastnu
expresiu po stimulacii stresom. Vo vSeobecnom pripade sa pouzije EBS, ak je nutné
tymto spésobom obmedzit mnozstvo Egr-1. EBS mbze mat sekvenciu zobrazen(
na obrazku ¢. 7 v GW SEQ ako EBS. Nukleotidové zmeny sa mézu uskutocnit' za
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vzniku EBS, pri¢om vznikaju ich varianty. Varianty je mozné pripravit s obmedzenou
afinitou pre Egr-1 v porovnani s EBS, ako je zobrazené na obrazku ¢. 7 v GW SEQ.
Jednym takym variantom je EBS zobrazené na obrazku €. 8. V niektorych pripadoch
nemdzZe byt pritomné funkéné EBS, a preto sa méZe regulacia pomocou Egr-1
uplne odstranit (mdze napriklad ddjst k Uplnej delécii EBS). Je mozné pripravit' aj
nukleotidové zmeny v EBS, &im vznikne zvySena afinita pre Egr-1. Je to pouzitelné,
ak je nutné posilnit samoregulaciu expresie Egr-1.

c) Molekula nukleovej kyseliny, ktora ma retazec, ktory hybridizuje s retazcom
opisanym vyssie v odstavci a) alebo b)

Vynalez opisuje molekuly nukleovej kyseliny, ktoré mdzu hybridizovat s
jednou alebo viacerymi molekulami nukleovych kyselin opisanych vysSie v texte.
Také molekuly nukleovej kyseliny sa nazyvaju ako “hybridizujice" molekuly
nukleovej kyseliny. Je nutné, aby hybridizujuce molekuly podfa vynaiezu obsahovali
aspoi 10 nukleotidov a vyhodne aspoii 25, aspoii 50, aspoii 100 alebo aspof 200
nukleotidov.

Molekula hybridizujicej nukleovej kyseliny podfa vynalezu méze vykazovat
vysoky stupefi zhody sekvencii v celej dizke s molekulou nukleovej kyseliny, ktora je
komplementarna s nukleovou kyselinou podfa vynalezu a) a b) (napriklad aspor
50%, aspofi 75%, aspoit 90%, aspoil 95% alebo aspoi 98% zhodu), hoci to nie je
podstatné. Cim vy33i stupei sekvenénej zhody, ktory je medzi danou molekulou
jednoretazcovej nukleovej kyseliny a inou molekulou jednoretazcovej nukleovej
kyseliny, tym vySsSia pravdepodobnost, Ze bude hybridizovat s molekulou
jednoretazcovej nukleovej kyseliny, ktora je komplementarna s molekulou inej
jednoretazcovej nukleovej kyseliny, za vhodnych podmienok.

Vyhodné hybridizaéné molekuly hybridizujd v podmienkach strednej alebo
vysokej prisnosti. Hybridizaéné podmienky sa opisuju na strane 1.101 az 1.110 a
11.45 aZz 1161 publikdcie Sambrook a dalsi, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York (1989). Jeden priklad hybridizaénych podmienok, ktoré je mozné pouZit
zahfiia pouZitie premyvacieho roztoku 5x koncentrovaného SSC, 0,5% SDS, 1,0mM
EDTA (pH 8,0), pri¢om hybridizacia prebieha cez noc pri teplote 55 °C s pouzitim
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5xSSC. Existuje vS8ak mnoZstvo inych moznosti. Niektoré z nich si uvedené v
tabulke €. 1 publikacie WO 98/45435 (vhodné je preskiumat najma podmienky
oznaCené pismenami A-F v tabufke a menej vyhodné st podmienky oznadené
pismenami G az L alebo M az R).

Dalsi pristup je stanovenie Tm pre dany uplny duplex (to je bez nespravneho
parovania) uréitej dizky v danych podmienkach a potom uskutoénenie hybridizacie s
jednym retazcom duplexu v uvedenych podmienkach, ale pri teplote, ktora je
dostatone nizSia ako teplota Tm, aby sa vytvorili stabilné hybridy prijatelnou
rychlostou, kym je eSte pozadovany vyznamny stupef hybridizaénej Specifity.
Teplota Tm sa v pripade takéhoto duplexu méze stanovit empiricky poskytnutim
duplexu a postupnym zvySovanim teploty, az sa dosiahne hodnota Tm. Tm sa mdze
aj odhadnut, napriklad pouzitim rovnice Tm = 81,5 + 16,6 (log:o[Na']) + 0,41(frakcia
G+C) - (600/N), kde N je dizka retazca (tento vzorec je presny v pripade
koncentracie Na* 1 M alebo niZ3ej a v pripade dlZok polynukleotidov 14 az 70, ale je
menej presny v pripade, Ze tieto parametre nie st spinené). v pripade molekuly
nukleovej kyseliny, ktora je vaésia ako 200 nukleotidov, moéze hybridizacia prebiehat’
pri teplote, ktora je nizSia o 15 az 25 °C ako je hodnota Tm perfektného hybridu (to
je bez nespravneho parovania), v danych podmienkach. So zva&3ujicou sa dlzkou
sa zniZuje hodnota Tm tak, Zze niekedy nie je vhodné uskutoéiiovat hybridizaciu pri
hodnote Tm -25 °C. Hybridizacia s kratSimi molekulami nukleovych kyselin sa preto
¢asto uskutoc&nuje pri teplote, ktora je nizSia len o 5 az 10 °C ako je hodnota Tm.
Existuje pravidlo, Zze kazdé 1 % nespravneho parovania znizuje hodnotu Tm o 1 a2
1,5 °C. Vyhodné je, aby sa hybridizaéné podmienky vybrali tak, aby sa vyskytovalo
menej ako 25 % nespravnych parov. VyhodnejSie je ak sa vyskytuje menej ako 10
% nespravnych parov alebo menej ako 5 %. Po hybridizacii nasleduje premytie v
prisnejSich podmienkach. Prvé premyvanie sa mdZe uskuto¢nit v menej prisnych
podmienkach, ale potom nasleduje premyvanie v prisnych podmienkach, az sa
dosiahnu podmienky, pri ktorych prebiehala hybridizacia.

PretoZe odbornik je schopny menit parametre podfa toho ako je to vhodné za
ucelom dosiahnutia vhodnych hybridizagnych podmienok, je mozné do premennych
zahmat aj dizku polynukleotidu, zastGpenie baz, podstatu duplexu (DNA/DNA,
RNA/RNA alebo DNA/RNA), typ pritomného iénu atd'...
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NajvyhodnejSie je, ked hybridizujice molekuly nukleovych kyselin podfa
vynalezu hybridizuja s molekulou DNA, ktora ma sekvenciu uvedenu na obrazku ¢&.
7 ako GW SEQ alebo jednu alebo viac oblasti ohraniéenych v ram&eku na obrazku
¢.7.

Hybridizujice molekuly nukleovych kyselin sa mdzu pouzit napriklad ako
sondy alebo primery.

Sondy sa mdzu pouzit na Cistenie a/alebo identifikaciu nukleovych kyselin.
Mo6zu sa pouzit aj na diagnostikovanie. Sondy sa mdézu pouzit napriklad na
stanovenie toho, ¢i jednotlivei vykazuji defekt vo svojom gendéme, ktory moze
ovplyvnit transkripciu Egr-1 alebo regulaciu takejto transkripcie. Také defekty mézu
u jedincov viest k roznym porucham, ktoré sa mézu lie€it podfa vynalezu. Hojenie
ran je napriklad mozné porusit mutaciami v jednom alebo vo viacerych SRE. Takéto
mutacie sa mézu identifikovat pouZitim sond, ktoré hybridizuju s vy38im stupfiom
Specificity s jednym alebo viacerymi SRE uvedenymi v GW SEQ v porovnani so
zodpovedajucim mutantom SRE (a naopak).

Ak je to nutné, hybridizujuce molekuly podfa vynalezu silnejSie hybridizuji s
molekulou DNA majlcou sekvenciu uvedent na obrazku ¢. 7 ako GW SEQ alebo s
jednou alebo viacerymi ram€ekom ohrani€enymi oblastami, v porovnani s
molekulou DNA majlicou sekvenciu uvedent na obrazku €. 7 ako sekvencia ON
SEQ alebo s jednou alebo viacerymi jej ohranienymi oblastami. Hybridizujuca
molekula sa mdzZe napriklad navrhnidt s vysokym stuprfiom S$pecificity pre jednu
alebo viac oblasti SRE3, SRES5 a cAMP uvedenych v GW SEQ na obrazku ¢. 7
(vSetky tieto oblasti vykazuju rozdiely v sekvencii v porovnani so zodpovedajucimi
oblastami ON SEQ).

Hybridizujice molekuly nukleovych kyselin podla vynalezu zahffiaji primery.
Primery je mozné pouzit na amplifikaciu nukleovych kyselin alebo ich ¢asti,
napriklad metédou PCR.

Okrem toho, Ze hybridizujice molekuly nukleovych kyselin je mozné pouzit
ako sondy a primery, mdé2u sa pouzit ako antisense molekuly za i¢elom zmenenia
expresie. Tento postup je mozné pouzit na antisense liecbu. Antisense molekuly sa
moézu napriklad pouzit na Dblokovanie alebo obmedzenie expresie Egr-1
predchadzanim alebo obmedzenim sily transkripcie. V inom pripade sa mézu pouzit
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na prevenciu alebo zniZzenie regulacie transkripcie Egr-1 danym regulatorom
naviazanim na oblast, na ktort sa bude regulator v normainom pripade viazat.

Je nutné poznamenat, Zze molekuly nukleovej kyseliny vhodné na pouzitie
podla vynalezu zahffaju nie len molekuly s klasickou Struktirou DNA alebo RNA,
ale aj varianty s upravenym (nie s fosfodiesterovym) hlavnym retazcom. Si to
napriklad morfolinoderivaty a peptidové nukleové kyseliny (PNA), ktoré obsahuiju
pseudo-peptidovu kostru zalozent na N-(2-aminoetyl)glycine (opisuje sa v publikacii
Nielsen, P.E., Annual Review of Biophysics and Biomolecular Structure, 24 167-83
(1995)). Varianty nukleovych kyselin s upravenou kostrou mézu vykazovat zvySenu
stabilitu v porovnani s neupravenymi nukleovymi kyselinami a st pouzitelné najmé
ak je nutné dosiahnut dlhotrvajicu hybridizaciu (napriklad pri antisense terapii).

Z vy38ie opisanych skutoCnosti vyplyva, Ze vynalez opisuje velky pocet
nukleovych kyselin. Z obsahu vyplyva, Ze molekuly nukleovych kyselin podfa
vynalezu mdzu vykazovat jednu alebo viac z nasledujlcich charakteristik:

1) M6zu sa vyskytovat vo forme DNA alebo RNA (zahfiiaja varianty prirodzene sa
vyskytujacich Struktar DNA alebo RNA, ktoré obsahuju neprirodzene sa vyskytujlce
bazy a/alebo neprirodzene sa vyskytujuce kostry).

2) Mézu byt jednoretazcové alebo dvojretazcové (zahfivaja tak dany retazec, ako aj
jeho komplement, €i uz su alebo nie st spojené).

3) Mézu existovat' v rekombinantnej forme, to znamena, Ze su kovalentne spojené s
heterolégnou sekvenciou ohraniujucou &' a/alebo 3’ koniec, ¢im vznika chimérna
molekula (napriklad vektor), ktora sa v prirode nevyskytuje.

4) Mozu sa vyskytovat bez sekvencii ohraniCujucich 5’ a/alebo 3’ koniec, tak ako sa
v hormalnom pripade vyskytuju v prirode.

5) MOzu existovat v podstate Cistej forme (napriklad v izolovanej forme). To je
mozné uskuto¢nit napriklad pouzitim sond, aby sa izolovali klonované molekuly,
ktoré maju poZadovanu ciefovi sekvenciu, alebo pouZitim metédy chemickej
syntézy. TakZze nukleové kyseliny mbzu existovat vo forme, ktora v podstate
neobsahuje Ziadne kontaminujlce proteiny a/alebo iné nukleové kyseliny.

6) Mozu existovat s intronami (napriklad ako gén s Gplnou dlzkou) alebo bez
intrénov.



-38-

Molekuly nukleovych kyselin podla vynalezu moézu obsahovat fubovolnu
pozadovanu sekvenciu. Napriklad jeden alebo viacero elementov odozvy na sérum
sa mOze operativne viazat na koédujucu sekvenciu, ktora nie je v normalnom
pripade spojena s takymito elementami. To je moZné vyuZit napriklad na hojenie
ran, ak je nutné ziskat odozvu na sérum s ohfadom na dané terapeutické Cinidlo
kédované kodujucou sekvenciou, ktoré v normalnom pripade nevykazuje odozvu na
serum.

Avsak vhodné je, ze molekuly nukleovych kyselin podla vynalezu obsahuji
kédujicu sekvenciu Egr-1 alebo jeho aktivneho fragmentu.

Je nutné, aby molekuly nukleovych kyselin podfa vynalezu obsahovali
promoétorovi oblast a mohli sa pouzit za vzniku Egr-1 tak, Ze umoznia transkripciu
mRNA Egr-1. Ta sa mdéze prekladat' prostrednictvom ribozémov nachadzajlcich sa
v hostitefovi. Molekuly nukleovych kyselin sa mdzu podat subjektu (vyhodne
Cloveku alebo inému cicavcovi) tak, ze sa dalSie molekuly mdézu syntetizovat v
subjekte alebo (€o je menej vyhodné) sa mbézu pouzit' na pripravu samotného Egr-1,
ktory sa potom mdze podat subjektu.

Molekuly vyhodnych nukleovych kyselin podfa vynalezu aplikované subjektu
sa mozu prepisat takym spdsobom, Ze transkripcia sa mdze regulovat jednym
alebo viacerymi faktormi, ktoré reguluja transkripciu Egr-1 v subjekte.

Méze sa napriklad pripravit jeden alebo viac SSRE (ako sU opisané vysSie),
aby sa dosiahla transkripcia Egr-1 s odozvou na stres. Vyhodné je najmé, aby sa
molekuly nukleovej kyseliny podfa vynalezu aplikovali pacientovi (radSej ako
aplikacia samotného Egr-1). Odozva na stres je vyhodna tam, kde sa molekuly
nukleovych kyselin podla vynalezu pouzivaju in vivo na lie€bu ran. To je z toho
dovodu, Ze stres v mieste poranenia mdze viest k vylu¢ovaniu faktorov, ktoré sa
viazu na SSRE, ktoré mézu stimulovat' transkripciu Egr-1. ZvySené mnozstvo Egr-1
méze urychlit hojenie ran.

V niektorych pripadoch mézZe byt nutné obmedzit' silu odpovede na stres.
Moéze byt napriklad nutné tymto spésobom spomalit' liebu poraneni (napriklad, aby
sa obmedzilo vytvaranie jaziev). V inom pripade je nutné redukovat
nebezpecéenstvo kardiovaskularnych problémov spojenych s odozvou na stres.
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Vynalez dalej opisuje celé sekvencie piatich ludskych SRE asociovanych s
regulaciou transkripcie ludského Egr-1. Jedno alebo viac SRE sa mdze upravit
mutaciou, aby sa obmedzila odozva na stres a to na silu odozvy ziskatefnej
pouzitim jedného alebo viacerych SRE zobrazenych na obrazku ¢. 7 v GW SEQ.

V inom pripade méze byt nutné zvysit silu odpovede na stres tym, Ze sa
uskutoCnia mutacie v jednou alebo vo viacerych z piatich SRE tak, Ze sa zvysi
odozva na stres v porovnani s odozvou pouzitim SRE zobrazenych v GW SEQ na
obrazku &. 7. Takéto mutacie sa mOzu pouzit napriklad na zrychlenie liecby
poranenia.

Molekuly nukleovych kyselin podfa vynalezu mézu byt vo forme vektorov,
hoci to nie je podstatné. M6Zu sa aplikovat' pacientovi pomocou fyzikalnych metéd.
Takéto metddy zahffiaja povrchova aplikaciu nahych vektorov nukleovej kyseliny vo
vhodnom vehikule, naprikiad v roztoku farmaceuticky prijatelného excipienta, ako je
fyziologicky roztok timeny fosforeCnanom (PBS). Takéto metdédy zahimiaja
bombardovanie Casticami (ktoré je zname aj ako technolégia génového dela) a
opisuju sa v publikacii US 5371015. Inertné &astice, ako napriklad zlaté castice,
pokryté nukleovou kyselinou, st urychfované rychlostou dostato€nou na to, aby
prestapili povrchom do miesta poranenia (napriklad koZou), spdsobom vypustenia
za vysokeho tlaku z vhodného striefajuceho zariadenia (Castice si pokryté
molekulami nukleovej kyseliny podfa vynalezu, vynalez zaroveil opisuje aj
zariadenie, ktoré obsahuju takéto &astice). Iné fyzikdlne metody aplikacie DNA
priamo do recipienta zahffiaju ultrazvuk, elektricki stimulaciu, elektroporaciu a
mikrovysev. Vyhodny je najma spdsob mikrovysevu. Ten sa opisuje v publikacii US
5697901.

Molekuly nukleovej kyseliny podla vynalezu sa mézu aplikovat aj spésobom
Specializovanych zavadzacich vektorov.

Mbze sa pouzit fubovolny vektor vhodny na génovu terapiu. Pristupy génovej
terapie sa opisuju napriklad v publikacii Verna a dal8i, Nature 389: 239-242. M6Zu
sa pouzit tak nevirusové, ako aj virusové systémy.

Systémy zaloZzené na virusoch zahfiiaji retrovirusovy, lentivirusovy,
adenovirusovy, adenoasociovany virusovy systém a systém zalozeny na viruse
herpes a vakcinia.
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Nevirusové systémy zahfiiaja priamu aplikaciu nukleovych kyselin a systémy
zaloZzené na lipozbmoch.

Sekvencie nukleovych kyselin podfa vynalezu sa mdzu aplikovat dokonca
sposobom transformovanych hostitelskych buniek. Takéto bunky zahfiiaja bunky
ziskané z objektu. Molekuly nukleovych kyselin podfa vynalezu sa mézu zaviest do
takychto buniek in vitro a transformované bunky sa neskér mdzu vratit do subjektu.
Molekuly nukleovych kyselin sa nemusia zavadzat ako vektory, pretoze sa mdzu
zaviest nevektorové molekuly nukleovych kyselin. Niektoré molekuly sa moézu
zaClenit do nukleovej kyseliny, ktora sa uz nachadza v hostitelskej bunke,
homologickou rekombin&ciou.

Vynalez dalej zahifia expresné systémy, ktoré sa moézu pouzit za vzniku
polypeptidov (napriklad Egr-1). Takéto polypeptidy sa potom mozu pouzit na
terapiu.

Vyhodnymi expresnymi vektorami su eukaryotické vektory. M6zu sa vSak
pouzit aj prokaryotické vektory. Vhodné vektory vo vSeobecnom pripade zahiiaju
kédujucu sekvenciu operativne spojend s jednou alebo viacerymi regulaénymi
sekvenciami. Vyhodné je, ak kodujica sekvencia kéduje Egr-1.

MnozZstvo réznych expresnych systémov sa opisuje v publikacii Sambrook a
dalSi, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989).

Z predchadzajucej diskusie vyplyva, Ze je vhodné, aby sa nukleové kyseliny
podfa vynalezu (ktoré mézu byt pritomné vo forme vektorov) mohli pouzit na rézne
terapeutické aplikacie, rovnako ako polypeptidy produkované pouzitim takychto
nukleovych Kkyselin. Vynalez dalej opisuje farmaceuticky prijatelné zluc¢eniny
obsahujuce uvedené nukleové kyseliny alebo polypeptidy, najmd v kombinacii s
farmaceuticky prijatefnym nosiom alebo nosiémi.

Takéto nosi¢e mbzu zahfat, ale nie si obmedzené na fyziologicky roztok,
timeny fyziologicky roztok, dextrézu, vodu, glycerol, etanol a ich kombinacie.

Polypeptidy a nukleové kyseliny sa mézu pouzit podfa vynalezu samotné
alebo v spojeni s inymi latkami, ako su terapeutické latky. Za istych okolnosti sa
mozu aplikovat represory Egr-1 (ako napriklad NAB1 a/alebo NAB2) (napriklad ak
je nutné minimalizovat tvorbu jaziev, aby sa inhibovala resteriéza, aby sa upravila
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kalcifikacia steny ciev a/alebo aby sa inhibovala proliferacia buniek (napriklad pri
zhubnom bujneni)). Ak sa maju aplikovat dve alebo viac aktivnych ¢€inidiel, méze sa
to uskuto€nit kombinovanym prostriedkom na suéasné, oddelené alebo postupné
pouzitie.

Farmaceutické prostriedky podfa vynalezu sa mdzu aplikovat fubovolnym
aéinnym spdsobom, ktory zahffia okrem iného napriklad povrchovd, intravenéznu,
intramuskularnu, intranazalnu alebo intradermainu cestu. Vo v3eobecnom pripade
je vyhodné, ak sa zla€eniny mbzu aplikovat lokalne, napriklad do alebo blizko
miesta poranenia. MoZe sa vSak pouzit systémova aplikacia.

Aktivne Cinidlo sa moze aplikovat jednotlivcovi ako injektovatefna zlG¢enina,
napriklad ako sterilna vodna disperzia. Vyhodné je, aby bola prakticky izotonicka s
telesnymi tekutinami pacienta (napriklad krvou pacienta).

V inom pripade sa prostriedok mozZe pripravit tak, aby bol vhodny na
povrchovu aplikaciu napriklad vo forme masti, krémov, roztokov, oénych masti,
ocnych kvapiek, usnych kvapiek, Ustnej vody, nasytenych obvézov a chirurgickych
niti a vo forme aerosolov. MbZe obsahovat aditiva, ktoré zahfiaji napriklad
konzervaéné ¢inidia, rozpustadla, ktoré napomahaji prestipeniu liekov, a
zmak@ujuaci prostriedok v pripade masti a krémov. Takéto povrchové prostriedky
mdzu obsahovat' aj kompatibilné nosite, ako s napriklad krémy alebo zaklad masti
a etanol alebo oleylalkohol v pripade roztokov. Takéto nosi¢e mézu tvorit priblizne 1
% az priblizne 98 % hmotnosti prostriedku. Je obvyklé, Ze budu tvorit priblizne 80 %
hmotnosti prostriedku.

Najvyhodnejsie su farmaceutické prostriedky, ktoré obsahuju nukleové
kyseliny podfa vynalezu upravené na aplikaciu technolégiou génového dela. Takéto
nukleove kyseliny sa mézu spéjat s ¢asticami (napriklad so zlatymi ¢asticami), ktoré
sa potom modzu pouzit ako projektily.

V pripade aplikacie cicavcom, najmé fudom, sa potom o¢akava, Ze denna
davka aktivneho &inidla sa bude pohybovat v rozmedzi 0,01 mg/kg az 10 mg/kg, v
typickom pripade priblizne 1 mg/kg. V praxi lekar stanovi aktualnu davku, ktora
bude najvhodnejSia pre daného jednotlivca, a td sa mbéze menit v zavislosti na veku,
telesnej hmotnosti a stave urcitého jednotlivca. V pripade, Zze vznikna vedlajSie
ucinky, je mozné davku znizit v sulade s klinickou praxou.
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Okrem terapeutického pouzitia sa mbze vynalez pouZit aj na
diagnostikovanie. Ako je uvedené vysSie, vynalez opisuje sondy, ktoré je mozné
pouzit na diagnostikovanie réznych porach. Tie mdzu existovat ako sucast
diagnostického kitu, ktory méze obsahovat aj iné komponenty. Napriklad jeden
alebo viac premyvacich roztokov, prostriedky detegovania hybridizacie, inStrukcie
na pouzitie. Sondy sa moézu oznalit detegovatelnym markerom (naprikliad
fluorescenénym markerom alebo radioaktivnou znackou).

Vynalez sa mdze pouzit na skrining. Molekula nukleovej kyseliny podfa
vynalezu (ako napriklad molekula obsahujica GW SEQ uvedent na obrazku ¢. 7
alebo jej ¢ast) sa mdze pouzit na testovanie zluéenin, ktoré sa na fiu viazu. Takéto
latky sa mézu testovat, aby sa zistilo, &i ovplyviiuja transkripciu Egr-1. MoZu sa
pouzit aj na navrhovanie liekov na lie€bu, ktora je opisana vy3sie v texte. V inom
pripade sa molekula nukleovej kyseliny podfa vynalezu mdze pouzit na testovanie
latky schopnej blokovat' naviazanie inej zlu¢eniny na molekulu nukleovej kyseliny. V
pripade, ze ina zli€enina je regulatorom transkripcie zlu&eniny Egr-1, m6zu sa
zli€eniny blokujice uvedené naviazanie tiez pouzit na navrhovanie liekov vhodnych
na lie€bu uvedenu vyssie v texte.

Vynélez je mozné pouzit aj vo vyskume. Molekuly nukleovej kyseliny podfa
vynalezu sa mbzu pouzit ako vychodiskovy material na $tidiu, v ktorej sa uskuto¢ni
jedna alebo viac zmien vztahujlcich sa k danej molekule nukleovej kyseliny. To je
mozné uskutoCnit, aby sa zistilo, ktora ich Cast je dblezita na transkripciu Egr-1
alebo na regulaciu takejto transkripcie. Napriklad sa méze uskutoénit inzercia/-
delécia/substiticia vzhfadom k jednej alebo viacerym oblastiam ohrani¢enym v
ram¢eku uvedenym na obrazku &. 7 v GW SEQ a je mozné skumat' uéinok takejto
inzercie/delecie/substiticie. Zmeny sa mdzu uskutocnit, aby sa skusili identifikovat
molekuly nukleovych kyselin schopné zvysit alebo znizit transkripciu Egr-1.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Na obrazku 1a a b je zobrazena expresia Egr-1 VEGF.
Na obrazku 1c a d je zobrazena expresia Egr-1 TGF-B1.
Na obrazku 1e a f je zobrazena expresia Egr-1 PDGF A.
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Na obrazku 2a je zobrazeny ucinok Egr-1 na stiahnutie vyrezanych ran u
potkanov.

Na obrazku 2b je znazorneny ucinok transfekcie DNA Egr-1 na histol6giu
hojenia vyrezanych ran u potkanov.

Na obrazku 2c je znazorneny uéinok Egr-1 na ukladanie kolagénu do
vyrezanych ran u potkanov.

Na obrazku 2d je znazorneny ucinok Egr-1 na angiogénny profil vo
vyrezanych ranach potkanov pouzitim imunologického farbenia WF.

Na obrazku 3a je zobrazena optimalizacia pomeru lipid:DNA (objem/-
hmotnost) pri transfekcii plazmidu pGL3 luciferazovej kontroly do systému
kokultivacie pri angiogenéze pouzitim Mirus TransIT (Cambridge Biosciences).

Na obrazku 3b je znazorneny ucinok Egr-1 na angiogonézu. CMV-Egr-1 DNA
sa transfekovala do systému kokultivacie za pouzitia Mirus Translt. Je znazorneny
Egr-1 v titranom rozmedzi, bez spracovania, a G€inky agonitu (VEGF protein) a
antagonistu (suramin).

Na obrazku 4a su zobrazené vzorky vstupu do kosti pouzitim Western blot
analyzy.

Na obrazku 4b je znazornena Western blot analyza proteinu Egr-1 v
fudskych kostnych bunkach TE85, ktoré sa vystavili naneseniu. Sipka ukazuje Egr-1
protein, drahy 1 a 2 = pozitivha kontrola, draha 3 = PMA kontrola po 24 hodinach,
drahy 4 az 8 znamenajl nanesenie na 2, 4, 6, 24 a 48 hodin a drahy 9 az 13 sl
nenanesené kontroly.

Obrazok 4c¢ znazoriiuje analyzu PDGF BB pomocou ELISA testu, pricom
PDGF BB sa produkuje z kostnych buniek TE85 po vystaveniu naneseniu.

Na obrazku 4d je zobrazena detekcia VEGF a TGF-B1 po transfekcii CMV-
TGF-B1 do buniek COS.

Na obrazku 4e je zobrazena detekcia VEGF a TGF-B1 po transfekcii CMV-
TGF-B1 do buniek MC3tE1.

Obrazok 5 znazoriiuje G€inok Egr-1 na mnozstvo alkalickej fosfatazy v modeli
tvorby ektopickych kosti.

Na obrazku 6a je znazornené farbenie buniek fudského hladkého svalstva
transfekovanych CMV Egr-1 pouzitim anti-Egr-1 protilatok.
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Na obrazku 6b je znazornené farbenie buniek hladkého svalstva
transfekovanych DNA CMV Egr-1 pouzitim anti-Egr-1 protilatok.

Na obrazku 6c je znazornena optimalizacia transfekcie kontroly pGL3
luciferazy do fudskych SMC pomocou Fugene.

Na obrazku 6d je znazornena optimalizacia transfekcie kontroly pGL3
luciferazy do prasac€ich SMC pomocou Fugene.

Na obrazku 6e je znazornena aktivacia produkcie/vyluGovania VEGF
transfekciou CMV-Egr-1 do fudskych SMC.

Na obrazku 6f je znazornend aktivacia produkcie/vylu¢ovania HGF
transfekciou CMV-Egr-1 do fudskych SMC.

Na obrazku 6g je znazornena aktivacia produkcie/vyluCovania PDGF
transfekciou CMV-Egr-1 do ludskych SMC.

Obrazok 6h zobrazuje imunologické farbenie proteinu Egr-1 v stenach ciev
pred a po poraneni.

Obrazok 7 znazoriiuje porovnanie nukleotidovych sekvencii oznaéenych ako
GW SEQ a ON SEQ. Sekvencia ON SEQ predstavuje publikovany promoétor
odozvy skorého rastu 1 (Sakamoto a dalsi, Oncogene 6, 867-871, 1991) a GW SEQ
je sekvencia podfa vynalezu, ktora obsahuje mnoZstvo inzercii/delécii baz a
substitucii (pod¢iarkunté hrubou &iarou).

Obrazok 8 znazoriiuje variant sekvencie uvedenej na obrazku 7, ktory ma
upraven oblast EBS. Mutacia vo vazobnom mieste Egr-1 (EBS) je zvyraznena
pod¢iarknutim hrubou &iarou).

Na obrazku 9 je zobrazena publikovand 5' upstream sekvencia génu
mySacieho Egr-1 (opisuje sa v publikacii Morris, Nucleic Acids Research, 16: 8835-
8846). Nukleotidy sa Cisluju od miesta medzery = +1. Pravdepodobné elementy
TATA a CCAAT su ohranitené ramcekmi. Potencionalne regulaéné elementy s
podéiarknuté a su uvedené na obrazku. Ciarkované podgiarknutie znazorfiuje
polohu 29-méru pouzivaného pri Studiach predizovania primeru.

Na obrazku 10 je znazornena aktivacia SRES prechodnou transfekciou pFA-
MEK1.
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Priklady uskuto&nenia vynalezu

Priklady 1 a 2 opisuju zavedenie plazmidovej DNA exprimujicej p-galaktozi-
dazu a Egr-1 pomocou génového dela do koZe hlodavcov, pricom uvedena DNA

tvori komplex so zlatymi ¢asticami.

a) Priprava potrubia

Zariadenie na pripravu potrubia sa umiestnilo do sterilného digestora s
lamiranym odtahom vzduchu a vytrelo sa 70% |.M.S. a suSilo sa na vzduchu v
digestore. Plynové potrubie od valca s dusikom k zariadeniu na pripravu potrubia sa
sterilizovalo v autoklave a vloZil sa filter Gelman s velkostou pérov 0,2 pm.
Autoklavované potrubie sa spojilo s vtokovym otvorom pre plyn na pripravnom
zariadeni luerovym konektorom a plyn sa nechal pretekat rychlostou 0,2
litra/minGtu, aby sa potrubie Gpine vysusilo.

Potrubie na zavedenie &astic sa pripojilo k pripravenému zariadeniu a plyn sa
nechal pretekat, aby uplne vyschlo vnutro trubiek. ZvySkova vihkost v trubkach
vznika na zaklade slabého alebo nedokonalého nanesenia zlatych ¢astic na steny

trubiek a m6ze negativne poSkodit vystupné udaje experimentu.

b) Priprava mikronosi¢ovych zlatych ¢astic s DNA:

Zlaté Castice s velkostou 1,0 um sa ziskali od firmy BioRad UK. Alikvoty
zlatych €astic (63 mg) sa rozvazili do mikrocentrifugaénych skimaviek a pridalo sa
100 pl 0,05M spermidinu a skimavky sa jemne mieSali na vortexe.

Pridalo sa 100 ul roztoku DNA, ktory obsahoval 100 az 120 ug plazmidovej
DNA exprimujucej bud Egr-1 alebo B-galaktozidazu, potom sa za staleho mieSania
na vortexe po kvapkach pridalo 100 ul 1M roztoku CaCl. Tato zmes sa nechala stat
pocas 10 minat pri laboratérnej teplote a potom sa centrifugovala. Odstranil sa
supernatant, pelet zlatych €astic sa trikrat premyl v absolitnom EtOH.

Zlaté &astice sa nakoniec resuspendovali v absolutnom etanole, ktory
obsahoval 0,1 mg/ml polyvinylpyrolidonu (PVP).
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Odhad udinnosti pokryvania zlatych mikroCastic s DNA a uvofnenia vo
vodnom roztoku: Vo vSetkych vzorkach (vychodiskovy material, supernatant po
zrazani, tvorba komplexov DNA/zlato a eluovany material) sa testovala pritomnost
DNA pouzitim testu GeneQuant (Pharmacia). ZvySkova DNA po precipitacii udava
mieru nenaviazaného materialu a pomer viazaného ku pociatoénému materiélu
udava ucinnost' pokryvania.

c¢) Nanesenie suspenzie DNA/mikronosi¢ do potrubia na zavedenie zlata:

Suspenzia zlatych &astic v zmesi etanol/PVP sa potom naniesla do
zavadzacieho potrubia pouzitim strieckacky a suspenzia sa nechala stat 3 aZ 5 minat
v potrubi. V priebehu tohto éasu sa &astice zrazali na vnutornom povrchu potrubia,
¢o umoznilo, aby sa etanol odstranil striekatkou. Ked' sa mal etanol odstranit,
potrubie sa otacalo a &astice sa distribuovali na vnitornom povrchu potrubia. Po 2
az 3 mindtach otagania presiel cez potrubie dusik s rychlostou 0,1 litra/minutu, aby
sa odstranil zvySny etanol, a aby sa nechali adherovat zlaté &astice. Po 10
mindtach sa potrubie vyialo, narezalo sa na vhodné diZky pouzitim noza, ktory
poskytuje firma Bio-Rad UK, a narezané potrubie sa vnieslo do génového dela.

Expresia Egr-1 a aktivita sa stanovovala pouzitim $tandardnych imuno-
histochemickych metoéd s bezne dostupnymi protilatkami, aby sa detegoval Egr-1
(Santa Cruz) a 1 az 7 dni sa monitorovala produkcia a expresia Egr-1 ciefového
geénu (Santa Cruz alebo R plus D systémy). Negativna kontrola neobsahovala DNA.

Priklad 1
Zavedenie Egr-1 DNA do neposkodenej koZe hlodavca

1.1. Spésoby

Expresny plazmid obsahujuci Egr-1 cDNA riadeni prométorom fudského
cytomegalovirusu (hCMV, opisuje sa v publikacii Houston a dal$i, Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol., 19, 281-289, 1999) sa zaviedol do chrbta neporanenych mysi
prostrednictvom technologie génového dela. Komplexy zlato/DNA sa pripravili
vysSie opisanym spbsobom a 0,5 az 1,0 ug DNA sa zaviedlo do jedného zvierata

pouzitim genového dela a tlaku 2,45 MPa a zlatych ¢astic s velkostou 1,6 um.
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Zvierata sa usmrtili v diioch 0, 1, 2 a 6 po zavedeni DNA a koza sa ulozila do OTC a
rychle sa zmrazila v zmesi suchého fadu a hexanu. Pripravili sa rezy s hrabkou 0,7
pum a ciefové rastové faktory Egr-1 sa testovali imunologickym farbenim pouzitim
protilatok nasmerovanych proti VEGF, PDGF A, TGF 8 a Egr-1.

1.2. Vysledky

Uvedené si imunohistochemické (daje pre pripad Egr-1 aktivacie VEGF
(obrazky 1a a 1b), TGF B (obrazky 1c a 1d) a PDGF A (obrazky 1e a 1f). Vysledky
dokazuja dramaticka pozitivhu regulaciu proteinu VEGF na 1. a 2. dei, ktora sa
znizovala na 6. def, pozitivnu regulaciu TGF B na 6., ale nie v difioch 1 a 2, a rychiu
pozitivhu regulaciu PDGF A dve hodiny po zavedeni Egr-1 DNA (oznacené ako deil
0).

1.3. Zaver

Tieto udaje potvrdzujl, Ze Egr-1 mdze aktivovat expresiu cielovych rastovych
faktorov in vivo. Tieto Gdaje ilustruja, Ze aktivacia Egr-1 rastovych faktorov sa
objavuje na do€asne oddelenej Gasovej osi.

Po potvrdeni aktivacie ciefovych génov Egr-1 pouZitim neporanenej koze
hlodavcov (priklad 1), sa uskuto¢nilo zavedenie génov Egr-1 a B-galaktozidazy do
vyrezanych ran potkanov pomocou génového dela, aby sa zistil vplyv Egr-1 na
rychlost’ hojenia.

Priklad 2
Pouzitie transkrip&ného faktora Egr-1 na podporenie hojenia ran hlodavcov

2.1. Metody
2.1.1. Konstrukcia plazmidov

V tejto Studii sa pouzivali expresné plazmidy CMV riadené B-galaktozidazou
a Egr-1 (opisuje sa v publikacii Houston a dal$i, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol,
19, 281-289, 1999). Plazmidy sa pomnozili v baktériach Escherichia coli XL-2 Blue
MR a DNA sa pripravila pouzitim kitu Qiagen.
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2.1.2. Transfer génov sprostredkovany Easticami

18 potkanov Sprague Dawley, ktoré mali telesni hmotnost 250 g, sa uspalo
izofloranom v zmesi 2:1 kyslik:oxid dusity. Na chrbte potkanov sa pripravili dve
miesta na transfekciu (8 cm od lebky, 1,5 cm na oboch stranach chrbta) a to tak, ze
sa najprv scvakla koza a potom sa prerezala Ziletkou. V jednom mieste, 8 mm od
poranenia, sa uskutoCnili dve transfekcie urychlenymi komplexami DNA/zlaté
Castice bud s Egr-1, alebo p-galaktozidazou, do koze pri tlaku 2,45 MPa. Celkové

mnozstvo DNA bolo mensSie nez 1,7 ug na jednu transfekciu (3,4 ug na jednu ranu).

2.1.3. Model hojenia reznych ran

24 hodin po transfekcii sa zviera uspalo a pripravili sa 2 rany s Gplnou Sirkou
(priemer 8 mm) pouZitim Ziletky na biopsie v skuto€nom mieste transfekcie (opisuje
sa dalej v texte). Bezprostredne po priprave ran sa kazda rana zaSila pouzitim sady
kamera/video a zviera sa nechalo zotavit z anastézie. 2., 4. a 6. deii po vytvoreni
ran sa 6 zvierat usmrtilo a kazda rana sa zaSila pouzitim rovnakej sady kamera-
video. Rany sa pitvali a nasledovalo odobranie vzoriek na histologiu a
imunohistochémiu.

2.1.4. Analyza hojenia

i) Makroskopické hodnotenie

Plocha poraneni sa stanovila pouZitim analyzy zobrazeni a hojenie sa
vykazovalo ako zvé&senie pdvodnej plochy rany. Statisticka vyznamnost rozdielov
medzi oSetrenymi a kontrolnymi skupinami sa podnotila pouZitim testu Mann-
Whitney.

ii) Mikroskopické hodnotenie

Histologicka analyza:

Kazda rana sa v uréitom €asovom bode po vyrezani horizontalne rozpolila.
Jedna polovica sa umiestnila do 4% formaldehydu na 24 hodin a spracovala sa na
histologicku analyzu pouZitim vosku. Z kaZzdej rany sa narezali rezy s hriibkou 5 um



-49-

pouzitim mirotomu a rezy sa farbili podfa Geisona. Pouzitim uvedeného histologic-
kého farbiva sa hodnotili kli€oveé markery hojenia ran, ktoré zahffiali obnovu epitelu
a obsah kolagénu a tieto markery sa porovnavali medzi kontrolnymi a oSetrenymi

rezmi.

Imunohistochémia:

Imunologicka cytochemicka analyza sa uskutognila, aby sa kvantifikovali
rozdiely pouzitim histolégie. Po zamrazeni v OCT sa druha polovica kazdej rany
rozdelila na rezy s hribkou 7 pm pouZitim kryostatu. Dva rezy z kazdej rany sa
fixovali v aceténe chladenom ladom a uskutoénilo sa fluorescenéné imunologické
farbenie kolagénu | a faktora Von Willebrand (VWF). Bezprostredne po
imunologickom farbeni sa kazdé skli¢ko umiestnilo pod fluorescenény mikroskop a
plocha rany sa zasila pouzitim 25x zva¢Senia. Obraz sa integroval a stanovil sa pas
citlivosti, aby sa minimalizovalo pozadie. Plocha a intenzita farbenia sa merala
pouzitim analyzy obrazu a zaznatila sa do grafu. Statisticky vyznamné rozdiely
medzi oSetrenou a kontrolnou skupinou sa hodnotili pouzitim Man-Whitney testu
bez parametrov.

2.2. Vysledky
2.2.1. Uginok Egr-1 na hojenie reznych ran u potkanov

(i) Stiahnutie rany

Cela hrabka potkanich reznych dermalnych ran, ¢o je 8 mm v priemere, sa
stiahla zjavne rychlejSie nasledkom odozvy na transfekciu Egr-1 v porovnani s
kontrolou (B-galaktoziddza) az do 6-teho dita po vytvoreni rany. Statisticky
vyznamné zvy$enie stiahnutia (p<0,05) sa objavilo 6 dni po vytvoreni rany, priéom
rany oSetrené s Egr-1 sa zmrtili na plochu o 7 % mens8iu nez v pripade kontrolnych
ran (obrazky €. 2a).

(ii) Histologicka analyza
Rezy ran zafarbené podfa Van Giesona vykazuji velké rozdiely v histolégii
ran 4 az 6 dni po vytvoreni ran. Druhy defi po vytvoreni ran existoval maly rozdiel
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medzi ranami transfekovanymi Egr-1 a p-galaktozidazou. Pri oboch typoch liecby
existuju v mieste poranenia mononuklearne bunky, ktoré indukuju skora zapalovu
odozvu s vytvorenim jazvy, ale nedochadza k opatovnému vytvoreniu epitelu. 4 dni
po vytvoreni epitelu sa rany uplne nezahojili, ale rany transfekované Egr-1 mali viac
kolagénu v porovnani s miestom poranenia transfekovanym B-galaktozidazou. 6 dni
potom, €o sa rany oS3etrili s Egr-1, vykazovali zrelSie granulované tkanivo, ktoré
obsahovalo zretelne viac kolagénu v mieste poranenia v porovnani s B-
galaktozidazou az do rozsahu, kedy bolo mozné jasne vidiet tenké viakna kolagénu.
Obnova epitelu je dokonCena v 50 % poraneni oSetrenych s Egr- v porovnani s 0 %
pri oSetreni s B-galaktozidazou. Z hladiska histolégie vykazuja rany oSetrené s Egr-
1 zrychlené hojenie v porovnani s ranami oSetrenymi s B-galaktozidazou (obrazok ¢.
2b).

(iii) Kvantifikacia vplyvu Egr-1 na ukladanie kolagénu pouzitim imunohistochemickej
analyzy a zobrazovacej analyzy

Imunologické farbenie kolagénu | sa uskutognilo pouZitim kryorezov ran s
hribkou 7 pm, ktoré sa oSetrili s Egr-1 alebo B-galaktozidazou a farbenie sa
kvantifikovalo pouzitim zobrazovacej analyzy. Poranenia oSetrené p-galaktozidazou
vykazovali podstatne viac kolagénu 3 dni po vytvoreni rany v porovnani s Egr-1. 4
az 6 dni po transfekcii rany s Egr-1 sa v ranach zacalo ukladat viac kolagénu ako v
kontrolach  (B-galaktozidaza), &o potvrdzuje zistenia pouZitim rutinnych
histologickych metéd s voskom. Transfekcia s Egr-1 zvySila mnoZstvo ulozeného
kolagénu Styri az Sest' dni po vytvoreni ran (obrazky €. 2c).

(iv) Kvantifikacia u€inku Egr-1 na angiogenézu pouzitim imunohistochemickej
analyzy a zobrazovacej analyzy

Angiogenéza sa kvantifikovala pouzitim imunologického farbenia Von
Willenbrandového faktora pouzitim kryorezov ran a zobrazovacej analyzy, aby sa
Zmerala plocha pozitivneho farbenia v mieste poranenia. Dva dni po transfekcii s
Egr-1 vykazovali rany podstatne vaésie mnozstvo krvnych ciev (hodnota p je mensia

nez 0,01) v porovnani s kontrolou (B-galaktozidaza). 4 a 6 dni po transfekcii s Egr-1
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a B-galaktozidazou sa dosiahol podobny stupeil angiogenézy. Transfekcia s DNA
exprimujicou Egr-1 vykazuje angiogenézu o dva dni skor ako pri B-galaktozidaze
(obrazok ¢&. 2d).

2.3. Zavery

Tansfekcia reznych ran u potkanov s Egr-1 zrychlila hojenie, zrychlila
zacefovania, obnovovanie epitelu a ukladanie kolagénu. Transfekcie Egr-1
podporuju aj angiogenozu dva dni po vytvoreni rany.

Priklad 3

PouZzitie transkrip&ného faktora Egr-1 na podporu angiogenézy

3.1. Metody

Egr-1 riadeny prométorom hCMV (opisuje sa v publikacii Houston a dalsi,
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 19, 281-289, 1999) sa transfekoval do systému
ko-kultar fudskych buniek, aby sa stanovila miera angiogenézy in vitro. Kit na
angiogenézu (TCS Biologicals) sa pouZil spdsobom opisanym vyrobcom pouzitim
proteinu VEGF (2 ng/ml) ako pozitivnej kontroly a suraminu (20 pM) ako negativnej
kontroly v pripade angiogenézy.

Optimalizacia transfekcie v systéme ko-kultur sa uskutocnila pouzitim pGL3
kontrolnej luciferazy (Promega) s 1,0 ng a 0,5 ug CMV-B gal, ako normalizaénym
plazmidom vhodnym na riadenie transfekcie. Pouzili sa dva pomery lipid:DNA
(objem/hmotnost), 2:1 a 4:1 (obrazok &. 3a). DNA CMV Egr-1 sa transfekovala v
mnozstvach 0,5, 1,0 a 1,5 a 2,5 ug na jednu jamku trojmo na mikrotitraénej dosticke
s 24 jamkami pouzitim Cinidla Mirus Transit (Cambridge Biosciences) v pomere s
DNA 2:1 (objem/hmotnost). Do jamiek sa pridal, ako pozitivna kontrola, protein
VEGF, a ako negativna kontrola, suramin. Po 11 diioch ko-kultivacie sa stanovila
angiogenéza farbenim endotelidineho bunkového markeru PECAM-1 a vizualizaciou
substratom BCIP/NBT.

Zaznamenavalo sa reprezentativne zobrazenie tvorby tubulov pouzitim
v8etkych Styroch davok expresného plazmidu Egr-1 spolu s proteinom VEGF
(pozitivna kontrola) a suraminom (negativna kontrola) a spracovavalo sa
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zobrazovacou analyzou pouzitim analyzatora zobrazeni Quantimet 600 a vhodného
softweru.

3.2. Vysledky

Angiogenéza vyjadrena, tvorbou tubulov, viditelna svetelnym mikroskopom,
sa detegovala po 11 dioch spolo¢nej kultivacie. Angiogénne skére sa prezentuje
ako analyza zobrazeni, uvedené v celej bunke, a vysledky sa prezentuju ako tubuly
na jednotku plochy versus oSetrenie (obrazok €. 3b).

Bunky o3etrené proteinom VEGF vykazuju zvySenu tvorbu tubulov (bunky
oSetrené proteinom suramin a zvySena tvora tubulov). Ukazalo sa, Ze Egr-1
vykazuje zvySenu tvorbu tubulov spésobom inverzne zavislym na davke.

3.3. Zavery

V ko-kultivatnom systéme je expresia transkripéného faktora Egr-1
angiogénna. Tuto skuto¢nost podporuji udaje z prikladu 1, pricom sa ukazalo, ze
Egr-1 pozitivne reguluje expresiu rastového faktora (napriklad VEGF), ked sa
zavedie do mysej koze génovym delom a aj Gdaje z prikladu 5, kde transfekcia s
Egr-1 vykazuje zvySené mnozstvo VEGF produkované v bunkach [udského
vaskularneho hladkého svalstva. Inverzna davkova odozva Egr-1, ako pro-
angiogénny stimul, je v stlade s vysledkami ziskanymi v priklade 6 a s predstavou,
Ze Egr-1 m6Ze negativne regulovat svoju vlastni produkciu (opisuje sa v publikacii
Cao, X. a dalsi, J. Biol. Chem. 268, 16949-16957, 1993, Schwachtgen, J.-L. a dalsi,
J. Clin. Invest. 101, 254-2549, 1998).

Priklad 4
Pouzitie transkrip&ného faktora na podporu osteogenézy in vitro

4.1. Aplikacia do kosti a stanovenie rastovych faktorov
4.1.1. Metody:

Pouzivané boli bunky TE85, ¢o je bunkova linia podobna osteoblastom
Ziskana z osteosarkdbmu. Subkonfluentné bunkové vrstvy sa trypsinizovali a
resuspendovali sa v DMEM, ktoré obsahovalo 10% fetalne tefacie sérum (FCS) a
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1% penicilin-streptomycin (PS). Bunkova suspenzia sa vysiala na podklad (Stvorec
plastu upraveného pre tkanivovu kulturu s rozmermi 18x18 mm). Bunky sa cez noc
nechali zachytit. Ked sa bunky zachytili na podkiade, preniesli sa do nadoby, ktora
obsahovala DMEM s 2% FCS a 1% PS, kde sa nechali dalSich 24 hodin v kfude,
aby doslo k stimulcii.

Na obrazku 4a su uvedené Styri sady podmienok pre kazdy ¢asovy okamzik:
(1) nanesenie (200 cyklov 2000 mikrorezov pri rychlosti 3232 mikrorezov za
sekundu).

(2) kontrola (nie je nanesena)
(3) pozitivna kontrola (100 ng/ml PMA pocas 1 hodiny)
(4) rozpustna kontrola

V pripade nanaSania buniek sa bunky asepticky preniesli zo $tandardnej
tkanivovej kultiry do komory. Nanesenie buniek do komory trvalo 4 minaty. Po
naneseni sa bunky vratili do svojich pévodnych kultivaénych podmienok. Kontrolné
oSetrené bunky sa v skuto€nosti o3etrili rovnakym spésobom s tou vynimkou, Ze
nedoslo k naneseniu do komory.

Vysledky sa analyzovali dvoma réznymi spdsobmi. Najprv sa stanovila
pritomnost transkripéného faktora Egr-1 Western blot analyzou bunkového peletu.
Bunkové pelety sa zhromazdili po nana3acich experimentoch (obrazok €. 4b). Po
druhé sa stanovila pritomnost vylu€ovanych rastovych faktorov ELISA testom média
tkanivovych kultur (obrazok €. 4C).

4.1.2. Zavery

Tieto vysledky dokazuju v podmienkach vnesenia do kosti, Ze transkripény
faktor Egr-1 sa produkuje v bunkach podobnych osteoblastom ziskanych z fudského
osteosarkomu. Aplikacia vnesenia stimuluje v pripade fudskych buniek TE85
produkciu a vylu€ovanie rastovych faktorov, ktorym je napriklad PDGF B.

4.2, Transfekcia CMV TGF-B1 do MC3TE1 a buniek ROS, pricom potom nasleduiju
ELISA testy ludského TGF-B1 a mySacieho VEGF v supernatantoch bunkovych
kultar
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4.2.1. Materialy
(i) Transfekcia

My3acie osteoblastové bunky (MC3TE1) a bunky potkanieho osteoblastomu
(ROS17/2.8) sa pouzili na vysev na platne so 6 jamkami.

Bunky MC3T3E1 sa kultivovali v kultivatnom médiu MEM-o. (Sigma), 10%
fetalnom tefacom sére (Life Technologies), 1% L-glutamine (Life Technologies), 1%
penicilin-streptomycine (Life Technologies).

Bunky ROS sa kultivovali v F12 HAM, F-12 HAM s glutaminom (Life
Technologies), 10% fetalnom telacom sére (Life Technologies), 1% penicilin-
streptomycine (Life Technologies).

Bunky sa transfekovali pouZitim Fugene (Boehringer Mannheim) s
plazmidom exprimujucim CMV TGF-pB1, ako sa opisuje v publikacii Benn, S.I. a
dalsi, J. Clin. Invest., 98, 2894-2902, 1996). Transfekcia buniek sa uskutoénila
nizSie uvedenym spdsobom:

1) Pripravila sa platnitka so 6 jamkami, pri¢om v kaZdej bolo 2x10° buniek, a
nechala sa stat cez noc, az sa dosiahla konfluentnost na 50 az 70 %.

2) Na druhy defi sa pridalo 94 pl kultivaéného média bez séra (SFM) a do kaZdej
Eppendorfovej skimavky sa pridalo 6 pul pripravku Fugene a nechali sa stat pri
laboratérnej teplote 5 minut.

3) Zo 6 separatnych skimaviek sa do 2 nedala Ziadna DNA, zatial ¢o do zvy$nych 4
sa pridali 4 ng DNA CMV-TGF-B1.

4) Zmes opisana v kroku 2), fugene/SFM, sa po kvapkach pridavala do skimaviek
opisanych v odstavci 3), skimavky sa niekolko krat obratili a inkubovali sa 15 minGt
pri laboratérnej teplote.

9) Transformacna zmes fugen/SFM/DNA sa po kvapkach pridala do kazdej z
jamiek, zatial ¢o 6-jamkova platnika sa pohybovala. Platnitka sa inkubovala pri
teplote 37 °C 48 hodin.

6) Supernatanty bunkovej kultiry sa rozdelili na alikvoty a skladovali sa pri teplote -
20 °C. Vy33ie opisany protokol sa uskutocnil v pripade oboch druhov buniek,
MC3TE1 a ROS.
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Pritomnost TGF-B1 a VEGF v supernatante bunkovej kultary sa detegovala
testom ELISA (R plus D Systems) pouzitim farebného detekéného systému
zalozeného na pouziti streptavidin-HRP.

4.2.2. Vysledky:

Produkcia a detekcia TGF-f1 a VEGF po transfekci s CMV-TGF-B1 je
zobrazena v pripade buniek ROS (obrazok €. 3) a v pripade buniek MC3TE1
(obrazok ¢&. 4). Tieto udaje ukazuju, Ze ciefovy gén Egr-1, v tomto priklade TGF-B1,
aktivuje produkciu VEGF.

4.3. Zaver
Expresia Egr-1 a aktivacia ciefovych génov Egr-1 méze synergicky aktivovat
VEGF.

Priklad 5
Pouzitie transkrip&ného faktora Egr-1 na podporu osteogenézy in vivo

5.1. Tvorba ektopickych véazieb u potkanov

Podkozna implantacia zlucéenin indukujicich moZni vézbu u hlodavcov
predstavuje biologicky testovaci systém (opisuje sa napriklad v Wozney, J.M., Cell.
Mol. Biol., 131-167, 1993). PouZitie nosiGovej matrice zvy$uje reprodukovatefnost a
citlivost vazobnej indukénej odozvy. V testovacom systéme (opisuje sa v publikacii
Reddi, A.H., a dal8i, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69, 1601-1605, 1972, Sampath,
T.K., Ibid, 78, 7599-7603, 1981) sa nosiCova matrica ziskala z diafyzealnej &asti
potkanich dlhych kosti, ktoré sa narezali na €asti s uréitou velkostou, nasledne sa
demineralizovali a biologicka aktivita sa odstranila extrakciou s guanidinom. Zvysny
nosi¢ obsahuje primarne viazany kolagén bez osteoindukénej kapacity. Testovana
zlu¢enina alebo latka sa potom ukladala do matrice zrazanim s alkoholom,
dialyzovanim oproti vode alebo lyofilizaciou. Tato matricovd kombinacia sa potom
implantovala do podkoznych tkaniv potkana pocas viacerych dni ( v pripade
uvedeného experimentu je to 12 dni). V implantatoch sa potom histologicky a
biochemicky testovala ich schopnost indukovat tvorbu kosti (opisuje sa v publikacii
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Sampath, T.K. a dal8i, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80, 6591-6595, 1983, Sampath,
T.K. a dalsi, ibid, 84, 7109-7113, 1987, Wang, E. ibid, 85, 9484-9488, Wang, E. a
dalsi, ibid, 87, 2220-2224, Sampath, T.K. a dalsi, J. Cell Biol., 98, 2192-2197,
1984).

5.1.1. Experimentalne metody

Pripravilo sa 20 samcov potkanov Sprague Dawiey (vek 42 az 49 dni,
hmotnost 170 az 220 g). Vybrali sa ndhodne, aby sa im aplikovali dva implantaty
zavedené pod kozu do dorzalneho thoraxu v anestézii halotanom. Implantaty sa
osetrili jednym z nasledujucich Styroch oSetreni:
- negativha kontrola - samotny nosi¢ (demineralizovana kostna matrica DGBM
extrahovana guanidinom)
- DNA CMV Egr-1, 500 pug na nosi¢i DGBM
- DNA CMV Egr-1, 500 pg plus rekombinantny morfogeneticky protein (BMP) 4, 5
pg na nosici DGBM (BMP4 sa pouziva kvéli jeho chemotaktickym t¢inkom)
- rekombinantny protein BMP4, 5 ug na nosi¢i DGBM

Dei zavedenia sa oznaCil ako defi 0 a o 12 neskdr sa vSetky potkany
operativne usmrtili pouzitim upravenej metddy, odstranili sa implantaty, odstranilo
sa makké tkanivo a implantaty sa rozdelili na rovnaké polovice. Jedna polovica sa
umiestnila do 10% formalinu na histologické testovanie a druh& polovica sa
zamrazila a skladovala sa pri teplote -20 °C. V tejto vzorke sa potom testoval obsah
vapnika a aktivita alkalickej fosfatazy.

5.1.2 Priprava demineralizovanych kosti potkanov

Odstranila sa stredna Cast femuru, tibie a humerusu dospelych potkanov
Sprague Dawley, odstranila sa mékka éast a Spikové dutiny sa vyplachli normainym
fyziologickym roztokom. Z kosti sa potom odstranil tuk mie$anim v 100 ml zmesi
chloroform:metanol (2:1) po€as 30 minat. Tento krok sa opakoval este raz a potom
nasledovalo suSenie na vzduchu v suSiarni. Stredné Casti kosti sa potom zmrazili v
kvapalnom dusiku, a rozomleli sa na CRC mikro-mlyn¢eku. Vysledny prasok sa
preosial, aby sa dosiahla diskrétna vefkost €astic 75 az 425 um a potom sa
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demineralizoval v 0,5M HCI 3 hodiny za staleho mieSania. Zmes sa potom 30 minat
centrifugovaia pri 190 000 ot./min. (Kontron CentriksT124, Rotor A8.24) pri teplote
15 °C. Pelet sa resuspendoval v 100 ml vody, mieSal sa jednu hodinu a
centrifugoval sa. Tento krok sa opakoval. Pelet sa potom resuspendoval v 100 mi
etanolu, miesal sa jednu hodinu a centrifugoval sa. Etanol sa odparil a vzorka sa
resuspendovala v zmesi 4M guanidinhydrochlorid/50mM Tris, pH 7,4 a mieSala sa
cez noc. Dalsia centrifugacia sa uskutoénila s peletom resuspendovanym v 50 ml
vody, ktory sa mieSal jednu hodinu a centrifugoval sa. Tento krok sa opakoval
dvakrat. Vzorka sa potom suSila cez noc v suSiarni. Mechanickym mieSanim a
lyofilizaciou sa ku kostiam pridala DNA.

5.2. Histologické skimanie

Po podiato&nom fixovani vo formaline sa vzorky zaliali metylmetakrylatom a
narezali sa na rezy s hrubkou 1 um a zafarbili sa podfa Von Kossa a toluidinovou
modrou. Z kazdého implantatu sa hodnotili tri rezy, ktoré spolu nesusedili.

V pripade chrupaviek a kosti sa pouZil Standardny skérovaci systém.

* tentativna identifikacia kosti alebo chrupavky

1. >10 % kazdého rezu novej chrupavky alebo kosti
. > 25% kazdého rezu novej chrupavky alebo kosti
. >50 % kazdého rezu novej chrupavky alebo kosti

. >75 % kazdého rezu novej chrupavky alebo kosti

a A ON

. >80 % kazdého rezu novej chrupavky alebo kosti

5.3. Biochemicky test

Tkanivo sa homogenizovalo v 2 ml fadom chladenej zmesi 0,25M sacharézy
a 3mM NaHCOj3;. Homogenaty sa centrifugovali pri 12000 ot./min. 15 minGt v dvoch
stupiioch centrifugacie, a kvdli enzymatickému testu sa izolovali supernatanty.
Aktivita alkalickej fosfatazy sa stanovila pouZzitim kolorimetrického testu s p-nitro-
fenylfosforeEnanom (PNP) ako substratom. Po inkubovani testovanych vzoriek s
PNP pri teplote 37 °C sa stanovila opticka hustota pri vinovej dlzke 405 nm na
¢itacom zariadeni pre Standardné mikrotitracné platne.
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5.4. Vysledky

Vysledky su uvedené na obrazku €. 5. Analyzovali sa Udaje ziskané po
oSetreni dvoch implantovanych nezavislych miest v pripade kazdého potkana.
Vzhladom na malé mnozstvo udajov a asymetricka distribciu adajov sa prezentuje
stredna hodnota a vnutorné kvartilové rozmedzie (IQR). Testy podfa Kruskal Wallisa
sa uskutocnili s vy58ie uvedenymi premennymi a zistilo sa, Ze mnozstvo alkalickej
fosfatazy sa vzajomne podstatne lisi.

Tvorba kosti bola pozitivna v pripade jedného implantatu v pripade piatich
implantovanych miest len v jednej skupine (CMV Egr-1 DNA/BMP). Podiatoc¢ny
experiment pouzil jediny ¢asovy bod v pripade testu trvajuceho 12 dni, ktory sa
vybral, aby sa ziskali predpokladané vysledky. V tomto ¢asovom okamziku sa v
podstate hodnoti aktivita alkalickej fosfatazy pri DNA CMV Egr-1 a CMV Egr-1
DNA/BM4. Takéto docasné zvySenie aktivity alkalickej fosfatazy je mozné vidiet v
typickom pripade (ako prekurzor pri tvorbe kosti) so zla¢eninami, ako je BMP, ktoré
stimuluja tvorbu kosti, maximalne 10 az 15 dni a potom tvorba kosti slabne. Obsah
vapniku vo vzorkach nevykazuje podstatné rozdiely, hoci sa pozorovala skora
kalcifikacia v mnohych histologickych vzorkach v skupine CMV-Egr-1/BMP4. To je
mozné vysvetlit planovanymi biopsiami v ¢ase, kedy prave zacala kalcifikacia.

5.5. Zaver
Egr-1 zvySuje silu alkalickej fosfatdizy v modeli hlodavcov pri tvorbe
ektopickych kosti a méze podporovat lokalizovana tvorbu kosti.

Priklad 6
Pouzitie transkripéného faktora na podporu opétovnej endotelizacie po perkutannej
transluminalnej koronarnej angioplastike in vitro

6.1. Metody

Bunky fudského alebo prasadieho vaskularneho hladkého svalstva (SMC,
Clonetics) sa rozmrazili a udrziavali sa v kultivaGnom médiu a presli 4 pasazami
podla inStrukcii vyrobcu. SMC sa transfekovali expresnym plazmidom, ktory
obsahoval Egr-1 cDNA exprimovani z prométora CMV (Houston a dalsi,
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Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 19, 281-289, 1999). DNA exprimujica Egr-1 sa
transfekovala do SMC pouzitim fugene (Boehringer Mannheim) po optimalizacii
SMC s kontrolou, ktorou je luciferazovy reporterovy vektor pGL3 (Promega) alebo
Mirus Transit (Cambridge Biosciences), pricom oba transfekéné protokoly pouzivali

B-galaktozidazu ako normalizaény plazmid vhodny na kontrolu transfekcie.

6.2. Vysledky

DNA CMV Egr-1 sa transfekovala do ludskych SMC a protein Egr-1 sa
detegoval imunohistochemicky pouzitim polyklonainych protilatok (Santa Cruz) a
detekcie peroxidazou (Sigma a Vector Laboratories). Ludské SMC transfekované s
DNA CMV Egr-1 (panel na pravej strane) alebo faloSné transfekcie (panel na favej
strane) su zobrazené na obrazku &. 6a. Prasadie SMC transfekované s DNA CMV
Egr-1 (panel na pravej strane) alebo faloSné transfekcie (panel na favej strane) st
zobrazené na obrazku €. 6b. Expresia proteinu Egr-1 je detekovatefna ako hnedé
sfarbenie. Optimalizacia transfekcie DNA sa dosiahla pouZitim fugene 6 (spolu s
dalSou charakterizaciou in vitro, obrazok &. 6¢) a Mirus Transit (podstatné v §tudii in
vivo, obrazok &. 6d). Na zaklade tychto udajov sa v experimentoch aktivacie
rastového faktora pouzili 4 ug DNA CMV-Egr-1, priom sa pouzila zmes lipid:DNA v
pomere 3:1. Zmes lipid:DNA v pomere 3:1 sa pouzZila aj v experimentoch
zavadzania génu in vivo.

Aktivacie troch rastovych faktorov prostrednictvom Egr-1 sa analyzovali
ELISA testom bunkovych supernatantov. Produkcia VEGF (obrazok ¢. 6e), HGF
(obrazok €. 6f) a PDGF-AB (obrazok &. 6g) sa zvySila ako odozva na aktivaciu Egr-
1. Dochadza k aktivacii v zavislosti na davke a k inverznej odozve na davku, ako sa
opisuje vyssie v texte. Uréité koncentracie DNA (Egr-1) st uvedené v priklade 3.

6.3. Zaver

Protein Egr-1 sa exprimoval v SMC transfekovanych s DNA CMV Egr-1.
Transfekcia s Egr-1 zvysila produkciu/vylu¢ovanie PDGF, HGF a VEGF ziskanych z
SMC.
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Priklad 7
Prométorova sekvencia Egr-1

Fragment prométora fudského Egr-1 nachadzajlici sa v polohe -674 az +12
sa syntetizoval pomocou PCR v reak&nej zmesi obsahujacej 0,5 pg ludskej
placentarnej genomovej DNA, ako templat, 0,4mM dATP, dCTP, dGTP a dTTP,
25pmol priameho primeru (5'-GGC CAC GCG TCG TCG GTT CGC TCT CAC GGT
CCC-3', miesto, ktoré rozoznava restrikény enzym Miul je podéiarknuté), 25pmol
reverzny primer 5'-GCA GCT CGA GGC TGG ATC TCT CGC GAC TCC-3', (miesto,
ktoré rozoznava restrikény enzym Xhol, je podgiarknuté), a DNA polymerazu Vent
(NEB). PCR fragment sa Stiepil restrikénymi enzymami Miul a Xhol, oddelil sa na
agar6zovom géli a klonoval sa medzi miesta, ktoré su rozoznavané restrikénymi
enzymami Mlul a Xhol v multiklonovacom mieste zakladného vektora pGL3
(Promega).

Cela sekvencia sa ziskala naslednym doplnenim medzier v publikovane;
sekvencii. To je zobrazené na obrazku €. 7, kde sa cela sekvencia (GW SEQ)
porovndva so skoér publikovanou sekvenciou (ON SEQ). Tato prométorova
sekvencia je funkéna a skimala sa pri Stadii stresu v endotelidlnych bunkach.

DdéleZity rozdiel medzi publikovanou sekvenciou prométora fudského Egr-1 a
sekvenciou, ktora sa opisuje (na obrazku &. 8), spociva v predtym neznamych SRE.
Zatiaf Co sa publikovalo, Ze sekvencie SRE5 a SRE1 neviaZu faktor odozvy na
sérum (SRF), a Ze nie su funk&né (Nurrish SJ, Treisman R., Mol Cell Biol 1995,
15(8). 4076-85), zistilo sa, Ze su v sulade so sekvenciou SRF (obrazok &. 7).

Velky zaujem je o sekvenciu SRES. Syntetizovala sa nova sekvencia SRE5 v
spojeni s védzobnymi miestami transkripéného faktora Ets vo forme dvojretazcového
oligonukleotidu a zaclenili sa do restrikéného miesta Nhe/ proti smeru prepisu génu
minimalneho promoétorového vektora SV40 (pSVv40).

SRE5 ma sekvenciu:

AG
GCTGCGACCCGGAAATGCCATATAAGGAGCAGGAAGGATCCCCCCGCGC
G
CGACGCTGGGCCTTTACGGTATATTCCTCGTCCTTCCTAGGGGGGCGGCC
GA
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Dve miesta Ets su zvyraznené tuénym pismom a SRE je zvyraznené
podCiarknutim. Presah AG sa pouziva na klonovanie do ciastoéne vypineného
restrikéného miesta Nhe prométora pGLE.

Vysledny reporterovy plazmid pSVSRES5 sa prechodne transfekoval do
buniek HelLa spolu s plazmidmi pFA-dbd (kon&trukt kédujuci védzobni doménu DNA
Gal14 (dbd) alebo pFA-MEK1 (konStrukt kodujuci fuzovany protein DNA vazobnej
domény Gal4 (dbd) a domény MAP kinazy MEK1). Fazovany protein Gal4-MEK1 je
stale aktivny a fosforyluje Elk1 a SRF a viaZze sa na SRES.

Vysledky uvedené na obrazku €. 10 ukazuja, ze izolovana sekvencia SRE5
sa trojnasobne aktivuje pritomnostou MEK1, zatial ¢o prométor SV40 vykazuje len
minimalnu aktivaciu.

Z vysledkov vyplyva, Ze nové SREDS je funkéné.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie molekuly nukleovej kyseliny, ktora obsahuje sekvenciu kédujicu
polypeptidovy transkripény faktor Egr-1 alebo jej biologicky aktivny fragment, na
vyrobu lieku na oSetrovanie ran cicavcov, vratane ¢loveka.

2. Pouzitie podfa naroku 1, kde Egr-1 je fudsky Egr-1.

3. Pouzitie podfa naroku 1 alebo 2, kde molekula nukleovej kyseliny obsahuje
sekvenciu kodujicu polypeptidovy transkripény faktor Egr-1 alebo jej biologicky
aktivny fragment operativhe spojeny so sekvenciou nukleovej kyseliny, ktora riadi
expresiu.

4. Pouzitie podfa naroku 3, kde sekvencia nukleovej kyseliny, ktora riadi
expresiu:
a) ma retazec obsahujuci sekvenciu uvedenl na obrazku ¢. 7 ako GW SEQ, alebo
b) ma retazec obsahujici jednu alebo viac delécii, inzercii a/alebo substitucii vo
vztahu ku GW SEQ, ale neobsahuje sekvenciu uvedent na obrazku &. 7 ako ON
SEQ, a ktora neobsahuje ani sekvenciu uvedenu na obrazku ¢. 9.

5. Pouzitie podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov 1 az 4, pricom je
molekula nukleovej kyseliny zostavena tak, aby bola vhodna na aplikaciu cicavcovi
fyzikalnymi spGsobmi.

6. Pouzitie podfa naroku 5, pricom molekula nukleovej kyseliny je zostavena
tak, aby bola vhodna na aplikaciu cicavcovi prostrednictvom bombardovania

casticami.

7. PouZitie podfa naroku 6, priom molekula nukleovej kyseliny je
imobilizovana na zlatych &asticiach.
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8. Pouzitie podfa naroku 5, pri€om molekula nukleovej kyseliny je zostavena
tak, aby sa aplikovala mikrovysevom.

9. Pouzitie podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 8, priCom molekula nukleovej
kyseliny je vo vektore.

10. Pouzitie podla naroku 9, pricom molekula nukleovej kyseliny je v bunke.

11. Molekula nukleovej kyseliny, ktora obsahuje sekvenciu kédujucu
polypeptidovy transkripény faktor Egr-1 alebo jej biologicky aktivny fragment, na
pouzitie na oSetrovanie ran.

12. Farmaceuticky prostriedok, vyznadujaci sa tym, Zze zahfiia
molekulu nukleovej kyseliny, ktora obsahuje sekvenciu kédujicu polypeptidovy
transkripény faktor Egr-1 alebo jej biologicky aktivny fragment, spolu s jednym alebo
viacerymi farmaceuticky prijatefnymi nosi¢mi.

13. Spdsob oSetrovania ran cicavcov, vratane Eloveka, vyznadujuci
sa tym, Ze zahfia aplikaciu molekuly nukleovej kyseliny, ktora obsahuje
sekvenciu kodujucu polypeptidovy transkripény faktor alebo jej biologicky aktivny
fragment, cicavcovi.

14. Pouzitie polypeptidového transkripéného faktora Egr-1 alebo jeho
biologicky aktivneho fragmentu na vyrobu lieku na o8etrovanie ran cicavcov,

vratane ¢loveka.

15. Pouzitie podfa naroku 14, pricom Egr-1 alebo jeho biologicky aktivny
fragment sa produkuje prirodzene, synteticky alebo rekombinantne.

16. Pouzitie podla naroku 14 alebo 15, priom Egr-1 je fudsky Egr-1.
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17. Polypeptidovy transkripény faktor Egr-1 alebo jeho biologicky aktivny
fragment vhodny na pouzitie na oSetrovanie ran.

18. Spdsob oSetrovania ran cicavca, vratane &loveka, vyznacujluci sa
tym, Zze zahfha aplikaciu terapeuticky (¢inného mnozstva polypeptidového
transkripéného faktora Egr-1 alebo jeho biologicky aktivneho fragmentu cicavcovi.

19. Farmaceuticky prostriedok, vyznacdujuci sa tym, Ze zahfia
transkripény faktor Egr-1 alebo jeho biologicky aktivny fragment spolu s jednym
alebo viacerymi farmaceuticky prijatefnymi nosiémi.

20. Molekula nukleovej kyseliny, ktora obsahuje
a) retazec obsahujtici sekvenciu uvedenu na obrazku €. 7 ako GW SEQ,
b) retazec obsahujaci jednu alebo viac delécii, inzercii a/alebo substitlicii vo vztahu
ku GW SEQ, ktory ale neobsahuje sekvenciu uvedenu na obrazku ¢&. 7 ako ON
SEQ, a ani sekvenciu uvedent na obrazku ¢. 9, alebo
c) retazec, ktory hybridizuje s retazcom opisanym vy3sie v odstavci a) alebo b).

21. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 20, ktora obsahuje jeden alebo
viac elementov odozvy na sérum (SRE).

22. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 21, ktora obsahuje sekvenciu
uvedenu na obrazku €. 7 ako SRES v GW SEQ alebo jej funkény variant.

23. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 22, priCom variant vykazuje
aspon jeden z rozdielov nukleotidov nachadzajucich sa v GW SEQ SRE5 v
porovnani s ON SEQ SRES, ktoré s zobrazené na obrazku &. 7.

24. Molekula nukleovej kyseliny podfa ktoréhokofvek z narokov 20 az 23,
ktora obsahuje elementy odozvy na sérum uvedené na obrazku &. 7 ako SRE3 a
SRE4 alebo ich funkéné varianty.
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25. Molekula nukleovej kyseliny podfa ktoréhokolvek z narokov 20 az 24,
ktora obsahuje TATA box.

26. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 25, kde TATA box obsahuje
sekvenciu AAATA.

27. Molekula nukleovej kyseliny podfa ktoréhokofvek z narokov 20 az 26,
ktora obsahuje vazobné miesto Egr-1 (EBS).

28. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 27, pricom vézobné miesto
Egr-1 méa sekvenciu uvedenu na obrazku &. 7 v GW SEQ ako EBS alebo variant
uvedenej sekvencie.

29. Molekula nukleovej kyseliny podfa ktoréhokolvek z narokov 20 az 28,
pricom variant méa obmedzenu afinitu pre Egr-1 v porovnani so sekvenciou
uvedenou ako EBS na obrazku €. 7 v GW SEQ.

30. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 29, pricom variant obsahuje
sekvenciu zobrazen( na obrazku &. 2 ako EBS

31. Molekula nukleovej kyseliny podla ktoréhokolvek z narokov 20 aZ 26,
ktora neobsahuje vazobné miesto Egr-1.

32. Molekula nukleovej kyseliny podla ktoréhokolvek z narokov 20 aZ 31,
ktora obsahuje sekvenciu schopnt viazat' Sp1.

33. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 32, ktora obsahuje dve
sekvencie schopné viazat Sp1.

34. Molekula nukleovej kyseliny podla naroku 32 alebo 33, ktora obsahuje
jednu alebo obe sekvencie viazuce Sp1 zobrazené na obrazku ¢. 7 v GW SEQ.
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35. Molekula nukleovej kyseliny podla ktoréhokolvek z narokov 20 az 34,
ktora obsahuje element odpovedajici na cAMP.

36. Molekula nukleovej kyseliny podla naroku 35, ktora obsahuje najmenej
jeden element odpovedajtci na cAMP zobrazeny na obrazku ¢. 7 v GW SEQ ako
cAMP RE.

37. Molekula nukleovej kyseliny podfa naroku 35 alebo 36, ktora obsahuje
najskér CAMP RE zobrazeny na obrazku &. 7 v GW SEQ.

38. Molekula nukleovej kyseliny, ktora obsahuje v3etky sekvencie uvedené v
ram&ekoch na obrazku €. 7 v GW SEQ s moznou vynimkou EBS.

39. Molekula nukleovej kyseliny, ktora obsahuje variant molekuly uvedenej
na obrazku ¢. 7 ako GW SEQ, ktora je schopna zosilnit transkripciu Egr-1 v
porovnani s molekulou uvedenou na obrazku &. 7 ako GW SEQ.

40. Molekula nukleovej kyseliny, ktora obsahuje variant molekuly uvedenej

na obrazku €. 7 ako GW SEQ, ktora je schopna zoslabit transkripciu Egr-1 v
porovnani s molekulou uvedenou na obrazku ¢. 7 ako GW SEQ.

41. Molekula nukleovej kyseliny podra ktoréhokolvek z narokov 20 aZ 40,
ktora obsahuje sekvenciu kédujucu Egr-1.

42. Vektor nukleovej kyseliny, ktory obsahuje molekulu podra ktoréhokolvek z
narokov 20 az 41.

43. Bunka, ktora obsahuje molekulu nukleovej kyseliny podfa ktoréhokolvek z
narokov 20 az 41 alebo vektor podla naroku 42.
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44. SpoOsob lieCby pacienta, vyznadujuci sa tym, Ze zahfa
aplikaciu molekuly nukleovej kyseliny podfa ktoréhokofvek z narokov 20 az 41,
vektora podfa naroku 42 alebo bunky podfa naroku 43, pacientovi.

45. Spdsob liedby pacienta, vyznacdujuci sa tym, Ze zahfia
aplikaciu Egr-1, ktory sa produkoval pouzitim molekuly nukleovej kyseliny podla
ktoréhokolfvek z narokov 20 az 41, vektora podia naroku 42 alebo bunky podfa
naroku 43, pacientovi

46. Spbsob podfa naroku 44 alebo 45, vyznadujuci sa tym, Ze
lieCbou je o3etrovanie rany zahfiajace hojenie a asociované stavy a terapiu, ktora
podporuje, zosiliiuje alebo urychluje hojenie tkaniva a zahfia lie€bu koznych vredov
pri cukrovke, okluzivneho ochorenia periférnych artérii, pooperacnych jaziev,
popalenin, lupienky, zrychlenie remodelovania a regeneracie kosti, podporu
angiogenézy, obnovenia bunkovej vystelky ciev po perkutannej transluminainej
koronarnej angioplastike.

47. Sposob podfa ktoréhokolvek z narokov 44 az 46, vyznacéujuci sa
tym, Ze molekula nukleovej kyseliny alebo Egr-1 sa aplikuja priamo do rany alebo
do blizkosti rany.

48. Spdsob diagnostikovania, vyznaéujuci sa tym, Ze zahfiia
pouzitie molekuly nukleovej kyseliny podfa ktoréhokofvek z narokov 20 az 40 ako
sondy na stanovenie toho, &i existuje alebo neexistuje geneticka vada.

49. Spdsob testovania, vyznacdujuci sa tym, Zze zahfla pouZitie
molekuly nukleovej kyseliny podfa ktoréhokofvek z narokov 20 az 40, priom na
zaklade vazobnych 3tudii sa identifikuje potencionalne terapeutické ¢inidlo.

50. Spbsob identifikacie ¢inidla schopného pozitivne alebo negativne
regulovat transkripciu Egr-1, vyznacujici sa tym, Ze zahffia pripravu
molekuly nukleovej kyseliny podla ktoréhokofvek z narokov 20 az 40 (napriklad v
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porovnani s molekulou obsahujucou GW SEQ uvedend na obrazku €. 7) a
stanovenie toho, ¢ uvedené zmeny ovplyviiuju silu transkripcie Egr-1.

51. Cinidlo, vyzna&ujace sa tym, Ze sa identifikovalo spdsobom
podla naroku 49 alebo 50.

52. Farmaceuticky prostriedok, vyznadéujaci sa tym, Ze obsahuje
farmaceuticky prijatelny nosi€ a molekulu nukleovej kyseliny podfa ktoréhokolvek z
narokov 20 az 41, vektor podla naroku 42, alebo bunku podfa naroku 43.

53. Farmaceuticky prostriedok, vyznacdujuci sa tym, Ze obsahuje
farmaceuticky prijatefny nosi¢ a Egr-1 produkovany pouzitim molekuly nukleovej
kyseliny podfa ktoréhokolvek z narokov 20 az 41, vektor podla naroku 42 alebo
bunku podfa naroku 43.
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FIG.1a

VEGF expresia
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FIG.1c

TGF-B1 expresia
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PDGFa. expresia
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Fig. 2a

Oegr-
Bgal

Dni po poraneni

70 -

T
(=]
©O

%

1
o
o

A el

T T T T
O O O O o
T M (N «—

OBJIJUSIUO)Y



2 days post wounding ~ Bgai
transiocted X6 - VG{B1Z

§+ : "..

= e
g I e LT
N f-?k‘h'-..-:h DT
PR M e T PR
AL LR B E R A oy
s :'?:g*ff""}hﬂ;?}}é' Ak 3 }
B T, e WA KA “':s’"?g%'
oL R v t
. 5

Ty dv
LR v S TS .
oo R I g A SANERE
e H ok R
FEA PR ._:‘;f""“'”“; _5,@.’.-. %’
KAV S et
: NS
Pl
TR by

T
-
A" %
. B IO A R .
. ., e N, LI ¢ M R el
BRSPS S TV PN -_-..\.'fmwwo. ..

2 dni po vytvoreni rany - fgal
transfekcia - van Geison (x16)

2 days post wounding - ege-1

transfectos x16 - VEHERG
" L .
.
v R
e
e
. ¢
o e
=
g™
gLy
E
’ e
K e
Ay
R
N .
.
.
-
.t
“
- -
Y

ML -~ . "

2 dni po vyfvoreni rény - Egr-1
transfekcia - van Geison (x16)

4 days post wounding - Bgal

aeda RN

vz ; LI

4 dni po vytvoreni rany - fgal’

2 days post wounding - #
trapsiected 46~

£
F
bH
-
% §
£ 4
4
#
A
e
an
bt
2
F
.
o
)%_'_
SR
2
<

X “ 8, Sony ot Sa T

e P A S g R i

3 " a -4 N - o ot S

4 . e iy R v
S T SR H <V p N AT
PR e g LT wea e 4N L e
ERAT Y " i R AR it SR Sk
P e ar VAt R 4T TN SRR SR

4'dni po vytvoreni rany
transfekcia - van Geiso

transfekcia - van Geison (x16) -

tride

, W&nwdhe:"m
v w225 SOIBIY
BN, 5 | A

6 dni po v foreni rany - fga

w0t WK

SRNEATE ristec

A E o

o,
ol

&'ﬂ.;ii nen ",»\“ a3 ‘A::,‘;-e‘ Vw

LA
PRy
%

. - e % A 1
I £ Y Py X

6 dni bo vytvoreni rany - Egr-1
transfekcia - van Geison (x16)

.
&
b

transfekcia - van Geison (x16) _

—_——




Fluoroscencia

*i

9/30

Fig. 2c
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Fig. 2d
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Fig. 3b
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FIG. 4a
Identifikacia vzorky

Vzorka | Spracovanie Vzorka | Spracovanie
&. c.
1 Nanesenie 24 h 43 Rozpustna kontrola 0 h
2 J 44 d
3 J 45 d
4 Kontrola 24 h 46 Pozitivna kontrola 0 h
5 d 47 J

6 I 48 )
7 Rozpustna kontrola 24 h 49 Nanesenie 2 h
8 J 50 d

9 N 51 J

10 Pozitivna kontrola 24 h 52 Kontrola 2 h

11 J 53 d

12 J 54 d

13 Nanesenie 48 h 55 Rozpustna kontrola 2 h
14 ! 56 $

15 ¢ 57 I
16 Kontrola 48 h 58 Pozitivna kontrola 2 h
17 J 59 d

18 J 60 d

19 Rozpustna kontrola 48 h 61 Nanesenie 4 h
20 d 62 J
21 J 63 d
22 Pozitivna kontrola 48 h 64 Kontrola4 h
23 J 65 J
24 d 66 J
25 Nanesenie 72 h 67 Rozpustna kontrola 4 h
26 d 68 d
27 d 69 J
28 Kontrola 72 h 70 Pozitivna kontrola 4 h
29 ! 71 !

30 I 72 J
31 Rozpustna kontrola 72 h 73 Nanesenie 6 h

32 d 74 l

33 d 75 d

34 Pozitivna kontrola 72 h 76 Kontrola 6 h
35 l 77 3}

36 ! 78 {
37 Nanesenie 0 h 79 Rozpustna kontrola 6 h
38 ! 80 d

39 J 81 l
40 Kontrola 0 h 82 Pozitivna kontrola 6 h
41 i) 83 )
42 J 84 J
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Fig. 4c

A. Uginok len manipulacie na PDGF-BB
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Fig. 4d
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Fig. 4e
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Fig. 5

Kontrola DNA a BMP DNA BMP

N=10 miest N=10 miest N=10 miest N=10 miest
alkalicky 048(0.28,0.55) [0.90(0.66, 1.57) | 1.30  (0.55, | 0.63 (0.53,
fosfatovy 2.03) 1.0)
median (IQR)
PNP median 5.90(3.78, 11.26) | 17.45 (10.22, | 18 11 (5.69, | 15.89
(IQR) 22.23) 37.73) (4.16,

27.76)

N=5 miest N= 5 miest N=5 miest N=5miest
Ca v % susiny 0.106 (0.035) 0 098 (0.035) 0.1060 (0.042) | 0.097
priemer (SD) (0.032)
Ca v % susiny 0.09 (0.09,0.13) {0.08 (0.08, 0.125) | 0.09 (007, |1 0.07 (0.08,
priemer (IQR) 0.15) 010)
Kolagén 0.91 (0.775, | 1.24 (1.10, 1.45) 0.99 (0.75, 1 0.87
median (IQR) 1.455) 1.23) (0.705,

1.50)

Tvorba kosli 0 1 miesto 0 0
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FIG.6a
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FIG.6b
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Fig. 6¢
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Fig. 6d

Optimalizacia PVSMC transfekcie s pouzitim Mirus TransIT
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Fig. 6e
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Fig. 6f
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Fig. 6g
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FIG.6h
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Ludsky promotor egr-1 divokého typu
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SEQ
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SEQ
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SEQ
SEQ

CGGTTCGCTC
CGGTTCGCTC
10

TCACGGTCCC
TCACGGTCCC
20

EBS

TLGCCCTCEE ICCLLBCTCTG
TCECCCTCRET GREEECTCTG

80

GCGC.CA.AG
GCGCGCCCAG
150

CCCGGCTTGG
CCCGGCTTGG
220

SRES

GIRGCATEA

AGARGCAGGA
290

GEECEHGC. G
ﬂgg 3GCCG

360

TGC.CGG.TC
TGCGCGGGTC
430

CGGGC.CGGG
CGGGCGCGGG
500

ACTCCGGGTC
ACTCCGGGTC
570

CGACGGAGGC
CGARZGGAGSC
640

AGC
AGC
713

90

CGCCACACGC
CGCCACACGC
160

AACCAGGGAG
AACCAGGGAG
230

AGGATCCCCC
AGGATCCCCC
300

CTTCCGCCTC
CTTCCGGCTC
370

CCGGAGGCCC
CCGGAGGCCC
440

C.CGGGCCCT
CGCGGGCCCT
510

CTCCC. .CCG
CTCCCGGCCG
580

GGACCCGTGC
GGACCCGTGT
650
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Fig. 7
Spl
TGAGGT sGCGGGCC.
TGAGGT GCGGGCCC
30 40

GGTCTGGGCT TCCCCAGCCT
GGTCTGGGCT TCCCCAGCCT
100 110

Spl
CACGAGCCCT CCLTGLCTGGE
CACGAGCCCT CCECGECTGG
170 180

GAGGGAGGGA GCGAGGGAGC
GAGGGAGGGA GCGAGGGAGC
240 250

320

TGGGAGGAGG
TGGGAGGAGG
380

GAAGAAGGCG
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390
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TAGAGCTCTA
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460
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530
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cAMP RE
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TGGAT: ITAGAACC

50 60

AGTTCACGCC TAGGAGCCGC
AGTTCACGCC TAGGAGCCGC
120 130

GCGTCCCCGG ATCCCGCGAG
GCGTCCCCGG ATCCCGCGAG
190 200

270

330

GAGGGAGGGG CAACGCGGGA
GAGGGAGGGG CARACGCGGGA
400 410

GGCTTCCCCG AAGC.TGGGC
GGCTTCCCCG AAGCCTGGGC
470 480

CGGGCGCTGT CGGATGGGGG
CGGGCGCTGT CGGATGGGGG
540 550

TPA RE

CCGG
CCGG .

70

CTGAGCAGCC
CTGAGCAGCC
140

CGCTCGGGCT
CGCTCGGGCT
210

SRES
ARCCAGCT.C GGACC.GGRATETGEIRETRTA
AACCAGCTGC G.ACCCGGAEFATGCTATATA

260

280

350

ACTCCGGAGC
ACTCCGGAGC
420

GCCTGGGATG
GCCTGGGATG
490

cAMP RE
GCTITEECET
cCTEERCaTE
560

CICCT BRI T TAGGGLTLAC . TGCTTCCC ATATATG.CC ATGTACGTCA
GIECTOC AT TACGGCTESCCTGCTTCCC ATATATGGCC ATGTACGTCA

590 600

TATA

CGTTZCAGAZ CCTTCARETA
660 670

610 620

GGATC CGGGuAGTCC
690

GAG
680

630

CGAGAGATCC
CGAGLGATCC
700
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Fig. 8
Mutovany ludsky egr-1 prométor
Spl __CAMP RE TPA RE
CGGTTCGCTC TCACGGTCCC TGAGGTEGEEAGGGCGGGCCC TGGAIGECARIEGATAGAACC CCGGCLEREG
10 20 30 40 50 60 70
EBS
ggGcccTeGE FRTCECTCTG GGTCTGGGCT TCCCCAGCCT AGTTCACGCC TAGGAGCCGC CTGAGCAGEE
80 90 100 110 120 130 140
Spl
GCGCGCCCAG CGCCACACGC CACGAGCCCT CCCCGUCTGG GCGTCCCCGG ATCCCGCGAG CGCTCGGGCT
150 160 170 180 190 200 210
SRES
CCCGGCTTGG AACCAGGGAG GAGGGAGGGR GCGAGGGAGC AACCAGCTGC G.ACCCGGANATGRXETETA
220 230 240 250 260 270 280
SRE5 SRE4 SRE3
AGERBCEGGR AGGATCCCCC GCCGGRACAE: CCC|TTATIA GG GOROCREC T, TAT T TCGAG T TG GCCORATAT
290 300 310 320 330 340 350

BEEECGGCCG CTTCCGGCTC TGGGAGGAGG GAAGAAGGCG GAGGGAGGGG CAACGCGGGA ACTCCGGAGC
360 370 380 390 400 410 420

TGCGCGGGTC CCGGAGGCCC CGGCGGCGGC TAGAGCTCTA GGCTTCCCCG AAGCCTGGGC GCCTGGGATG

430 440 450 460 470 480 490

cAMP RE

CGGGCGCGGG CGCGGGCCCT AGGGTGCAGG ATGGAGGTGC CGGGCGCTGT CGGATGGGGG GCTRAECERY
500 510 520 530 540 550 560

SRE2 SRE1

RCTCCGGGTC CTCCCGGCCG GTECIGCCAT, A TEGGRATIACCTGCTTCCC ATATATGGCC ATGTACGTCA

570 580 590 600 610 620 630
TATA

CGACGGAGGC GGACCCGTGC CGTTCCAGAC CCTTCAASEA GAGGCGGATC CGGGGAGTCG CGAGAGATCC

640 650 660 - 670 680 690 700

AGC
713
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Publikovana 5'-upstream sekvencia génu mysacieho Egr-1

-935
ACGGAGGGAA
-875
CCAACCTACT
-815
ACCAGTAGCC
-755
ATTAGTAGAG
-695
CTGCCGCTCC
-635
AGGATGACGG
-575
TCCCTAGCCC
-515
CTGGCCCTCC
-455
CCAAGGAGGG
-195
CAGGAAGGAT
-335
[BAJATGGCCC
-275
AAGCTGGGAA
-215
TICCAGGAGC
-155
TCTTGGATGG

-95
GCTTCCTGCT
-35

TAGCCTTICG
GACTGGTGGC
AAATGTCTTG
GCTCAGGTCA
TCCTCTCCGC
CTGTAGAACC
AGCTCGCACC
CCACGCGGGC
GGAGGATGGG
CCCCCGCCGG
TGCCGCTTCC
CTCCAGGCGC
CTGAGCGCTC

GAGGGCTICA

TCCCATATAT

AGACCCTTIGA _____ AATAIGAGGCC

+26
GGGAGCCGCC
+86
GCCCCAGCCT
+146
GCCCACCTAC
+206
GCGAGTGTGC

GCCGCGATTC
CCGCGGCAGC
ACTCCCCGCA

CCTCAGTAGC

- - = = = = = " -

ATICTGGGTG GTGCATIGGA
CGAGTATGCA CCCGACTGCT
GCCTCAGTTT TCCCGGTGAC
GGGCCCCGCC  TCTCCTGGGC
AGGCTCGCTC CCACGGTCCC
CCGGCCTGAC TCGCCCTCGC
CGGGGGCCET  CGGAGCCGCC
GTCCCCGACT CCCGCGCGG
GGGGGGGGTG  TGCGCCGACC
AACAGACCTT ATTTGGGCAG
GGCTCTGGGA GGAGGGGCGA
CTGGCCCGGE AGGCCACTGC
GCGATGCCGG AGCGGGTCGC
CGTCACTCCG GGTCCTCCCG
GGCCATGTAC GTCACGGCGG
GATTCGGGGA GTCGCGAGAG
GCCGCCGCCE CCAGCITCCG
CCTGCGTCCA-  CCACGBGCCG
GTGTGCCCCT GCACCCCGCA
TICGGCCCCG GGCTGCGCCC

AGCCCCAGGC
AGCTAGGCAG
ACCTGGAAAG
GGCCTCTGCC
CGAGGTGGGC
CCCCGCGCCG
GCGCGCCCAG
CTCAGGCTCC
CGGAAACGCC
CGCCTTATAT
GCGGGGGTTG
TGCTGTTCCA
AGGGTGGAGG

GCCGGTCCTT

AGGCGGGCCC
ATCCCAGCGC
CCGCCGCAAG
CGGCTACCGC
TGTAACCCGG

ACCACCCAAC

-876
TCTAAAACCC
-816
TGTCCCAAGA
-756
TGACCCTGCC
-696
CTAGCCCGEC
-636
GGGTGAGCCC
-576
GGCCTGGGCT
-516
CTCTACGCGC
-456
CAGTTGGGAA
-396
ATATAAGGAG
-336
GGAGTGGECC]
~276
GGGCGGGGGC
-216
ATACTAGGCT
-156
TGCCCACCAC
-96
CCATATTAGG

-36
GTGCTGTTCC
+25
GCAGAACTIG
+85
ATCGGCCCCT
+145
CAGCCTGGGG
+205
CCAACCCCCG
+265
ATCAGTTCTC
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Fig. 10
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