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Pouziti polypeptidu kédovaného genem PRV-1 nebo jeho fragmentu
pro vyrobu léku pusobiciho jako rustovy faktor

Oblast techniky

Predkladany vynélez se tykd nukleotidové sekvence
kédujici gen  PRV-1, rekombinantni DNA obsahujici  tuto
nukleotidovou sekvenci, vektoru obsahujicich tuto
rekombinantni DNA a bun&k, které jsou transformovany takovymi
vekto;y, a také se tykd polypeptidu PRV-1. PfedevSim se
vyndlez tyka pouZziti polypeptidu kédovaného genem PRV-1 nebo
jeho fragmentu a/nebo pouZiti nukleotidové sekvence genu PRV-1
pro vyrobu léku pusobiciho jako ristovy faktor. Dale se
vyndlez tyka protiladtek proti polypeptidu PRV-1, zpasobu
detekce polypeptidu PRV-1 a 1lé¢&iv, ktera obsahuji polypeptid
PRV-1 nebo protilatky, které jsou namifeny proti polypeptidu
PRV-1.

Dosavadni stav techniky

Polycythemia rubra vera (erytrémie), také nazyvana
polycythemia vera nebo zkracené p. vera, je maligni
hematologické onemocnéni, pfi kterém dochdzi ke zvy3ené tvorbe
erytroidd, granulocytl a megakaryocytd. Nemoc je klondlniho
pavodu a vznikd v disledku mutace jediné hematopoetickeé
prekurzorové bufiky. V Né€mecku je incidence p. vera 4 aZ 6 na
1 milion obyvatel. Pokud zUstane nemoc nelédena, vede ke smrti
b&hem 18 mésict. Lé&eni odebirédnim krve nebo uZitim
chemoterapie prodluZuje primé€rnou dobu preZziti na vice nez
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p. vera se diagnostikuje na zdklad& klinickych
kritérii. Do klinického obrazu pat#i bolesti hlavy, pruritus,
splenomegalie u dvou tfetin pacientt, krvaceni nebo trombdzy,
hypertenze u t¥fetiny pacienti, dna, kterd Je zpusobena
zvySenou tvorbou kyseliny mo&ové, a v né&kterych pripadech také
septické vredy. NejdileZité&jSim laboratornim nalezem Jje
zvy3eni hodnot pro hemoglobin, hematokrit, po&et erytrocytd a
celkovy objem erytrocytl, a také v mnoha pripadech neutrofilni
granulocytéza nebo trombocytéza. JelikoZ na Jjedné strané jJe
vétdina kritérii znaéné& diftznich, a na druhé strané, ne
véichgi pacienti splfiuji tato kritéria, je Casto velmi obtiZneé
odligit p. vera od Jjinych myeloproliferativnich nemoci, jako
je nap¥. chronicka granulocytarni leukémie nebo esencialni
trombocytéza, a tudiZ potvrdit diagnézu. Molekuldrni pficiny
p. vera jsou dosud naprosto neznamé. JelikoZ v3ak ma& p. vera,
pokud neni lé&ena, velmi tézky prib&h, pFesnd diagndza je

velmi daleZité.

Podstata vynélezu

Cilem predkléddaného vyndlezu bylo zjistit molekulédrni
pFidinu onemocnéni polycythemia rubra vera a nalézt vhodny
zpasoby diagnézy této nemoci.

Tohoto cile bylo dosaZeno tim, Ze byl izolovan gen,
jeho# exprese Jje specificky asociovdna s p. vera a u
kontrolnich zdravych jedinct k ni nedochazi. Tento gen byl
pojmenovén PRV-1 (polycythemia rubra vera).

Podobna nukleotidova sekvence byla popséna \%
mezinarodni patentové p¥ihla3ce WO 98/50552.

Jeden predm&t predklddaného vynalezu se proto tyké
polynukleotidu, ktery k6duje gen PRV-1 a v podstateé obsahuje




sekvenci id. &. 1. Polynukleotidy podle pfedkladaného vynalezu
jsou Jjednofeté&zcové nebo dvojfet&zcové DNA nebo RNA. Pokud
jsou to RNA, pak je odbornikovi z¥ejmé, Ze nukleotidy "U" jsou
zde pPitomny misto nukleotidd "T". Termin "polynukleotid"
v pfedkladaném popisu znamend nukleovou kyselinu, které
obsahuje 15 nebo vice nukleotidi.

Nukleotidova sekvence podle predkléddaného vynédlezu je
znidzorndna na obr. 1. Vyndlez se tykd polynukleotidu, ktery
odpovidé sekvenci uvedené na obr. 1 a také polynukleotidu,
jehozZ nukleotidova sekvence vykazuje men$i odlisnosti.
Termi;em sekvence vykazujici “men3i odli3nosti” se v popisu
predklédaného vynadlezu rozumi takové sekvence, ve kterych je
smén&no né&kolik nukleotid®, vyhodn& ne vice nez 50 a zvlasté
vyhodn& ne vice neZ 25 nukleotida, pEicemZz funkce genu
kédovaného nukleotidovou sekvenci neni ovlivnéna. Odbornikovi
je znéma skutelnost, Ze triplet bazi kédujici aminokyselinu
mhZe byt nahrazen Jjinym tripletem, ktery kéduje stejnou
aminokyselinu. Navic méné dileZité useky mohou byt deletovany
(odstranény) a/nebo mutovdny na sekvence vykazujici menSi
odlisnosti.

V jednom specifickém provedeni vynalezu polynukleotid
obsahuje nukleotidy 36 aZ 1346 =ze sekvence &. 1, coZ e
k6dujici Gsek genu PRV-1. V jinych provedenich vynalezu
polynukleotid obsahuje nukleotidy 36 aZ 1262 nebo 36 az 1238
ze sekvence &. 1. Tento usek je povaZovan za Usek kédujici
aktivni usek polypeptidu PRV-1. Nakonec polynukleotid podle
predkladdaného vynalezu miZe také obsahovat nukleotidy 39 aZ
1346, 39 az 1262 nebo 39 az 1238 ze sekvence ¢&. 1, takie
kodon, ktery koéduje po&ateéni methionin, chybi. Vyhodnym
provedenim vynalezu je polynukleotid, ktery obsahuje

nukleotidy 99 aZ 1346, 99 aZ 1262 nebo 99 az 1238 ze sekvence




&. 1. Vysledkem je to, Ze kodony na 5'-konci kédujici signélni
peptid polypeptidu PRV-1 nejsou pfitomny.

Polynukleotid podle predkléddaného vynalezu mazZe byt
také fragmentem genu PRV-1. Zpravidla fragment obsahuje vice
ne? 100 nukleotidd, av3ak vyhodné vice neZz 300 nukleotidt.
Fragmenty mohou byt uZity jako primery nebo jako sondy,
zejména pro PCR; v takovém p¥fipadé se mohou fragmenty
zkratit, aby vyhovovaly poZadovanému uCelu. Primery jsou
obvykle dlouhé 10 aZ 30 nukleotidd a sondy jsou obvykle dlouhé
15 aZ’SO nukleotidl.

— Gen PRV-1 je endogenni gen, jehoZ exprese Jje vSak u
zdravych jedinct omezena na né&kolik malo organli. Normdlné je
exprimovén hlavné v orgénech hematopoezy, tj. v kostni dfeni a
fetadlnich jatrech, a slab& je exprimovan ve slezing, ale neni
exprimovdn v srdci, ve svalech pankreatu nebo ledvinach. U
pacientl trpicich p. vera Jje tento gen velmi silné nadmérné
exprimovan zejména v hematopoetickych buikach.

Gen PRV-1 kéduje protein, ktery mé& sekvenci uvedenou
na obr. 2. Signalni peptid, ktery Jje pfitomen v proteinové
sekvenci v&ech povrchovych molekul a normdlné Je odstranén
v prib&hu opracovani proteinu v bufce (“processing”), Jje
odd&len poml&kou. Protein m& sekvenci wuvedenou zde jako
sekvence id. &. 2.

Dalsi aspekt pfredkléddaného vyndlezu se tudiZ tyka v
podstaté <cistého polypeptidu majiciho sekvenci ¢&. 2 nebo
polypeptidu majiciho sekvenci ¢&. 2, ale postradajiciho
signdlni peptid (tj. aminokyseliny 22 aZ 437 ze sekvence ¢&.
2). K dalsim provedenim vynélezu patfi polypeptidy obsahujici
aminokyseliny 1 aZ 409, 22 aZz 409, 1 a? 401 nebo 22 az 401 ze
sekvence &. 2 (coZ jsou pravdépodobné& aktivni useky proteinu).

S ohledem na biologickou aktivitu je polypeptid podle

predkléddaného vyndlezu vyhodné glykosylovan; nejvyhodné&ji jJe




N-glykosylovany. MaZe byt glykosylovdn na alesponn jedné
z aminokyselin Asn-46, Asn-189 a Asn-382 polypeptidu PRV-1
(¢isla aminokyselina odpovidaji ¢&islovani v sekvenci &. 2).

Vynadlez se také tykd fragmentd polypeptidu podle
pfedkléddaného vynédlezu, které jsou N-glykosylovany. Fragmenty
jsou dlouhé alesponn 50 aminokyselin, vyhodné alespoii 100
aminokyselin a nejvyhodn&ji alespoii 150 aminokyselin. V jiném
provedeni vynalezu Jje polypeptid O-glykosylovén.

Odbornikovi ije z¥fejmé, Ze urcité aminokyseliny mohou
byt nahrazeny Jjinymi aminokyselinami, aniZ by byla poSkozena
bioloaické aktivita proteinu. Takové modifikované formy
polypeptidu podle piredklédaného vyndlezu jsou také predmétem
p¥edkladaného vynalezu (jde o varianty). Nahrady aminokyselin
v tomto pFipadé& jsou takové né&hrady, které nemaji negativni
adinek na Dbiologickou aktivitu proteinu. Odbornik snadno
vyuzije znadmd pravidla pro vybér aminokyselin, které se
nahradi.

V zavislosti na zplsobu pfipravy miZe polypeptid PRV-1
napt. obsahovat také glykosylfosfatidylinositolovou (GPI)
kotvu. Ta Jje pak navdzédna na aminokyseliny odpovidajici
aminokyseliném 407 az 409 v sekvence 1id. ¢&. 2. GPI kotva
slou?i k ukotveni proteinu prostfednictvim lipidd na vné&jsi
strang& bun&éné membrany. Casto v3ak bylo pozorovédno, Ze i
proteiny navéazané prostfednictvim GPI (GPI-vazané proteiny)

jsou uvolfiovany do média, avSak pro tento jev nebylo dosud

pfedloZeno Zadné vysvétleni. Tento jev se nazyvad “odlupovani”
("shedding") . Dosud nebylo objasnéno, zda se jednda o
specificky proces, t]. zda jsou proteiny odstépovéany

z membrany Fizenym zplsobem pomoci enzymu, nebo zda se jedna o
nespecifickou ztratu kotvy.
Je tudiZ velmi pravdépodobné, Ze PRV-1 se bude

vyskytovat jak na buné&lné membrané, tak i extraceluldrn& (mimo
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bufiku) . Secernovana forma, kterd neni vazana na membranu, je
pravdépodobné& dilezit&j3i pro pusobeni peptidu  jakoZto
rastového faktoru a rustového inhibitoru, nebot tato forma je
schopna difize a tak miZe zasahovat ostatni bunky.

Odbornikovi je zfejmé, Ze mhZe ovlivnit pfipojeni
proteinu k bun&&né membréané& pravé manipulaci s C-koncovymi
aminokyselinami. To se zejména tykd pEipravy definovanych
konstrukta DNA, které jsou urdeny pro expresi polypeptidu
PRV-1 nebo jeho fragmentil. Kodony kédujici tyto aminokyseliny
mohou byt mutovény nebo deletovany.

; Gen kéduje povrchovy receptor z rodiny uPAR/Ly6. Tato
receptorovd rodina pfend3i mitogenni signaly, tJj. signaly
stimulujici dé&leni bunék. Predpoklada se proto, Ze nadmérna
exprese genu PRV-1, kromé& jiného, v bunikdch kostni dfené u
pacientt S p. vera, pfispiva k nadmérné proliferaci
(hyperproliferaci) téchto bunék.

Bylo zjisténo, Ze PRV-1 neni exprimovéan na
granulocytech zdravych jedincd nebo u pacientd trpicich jinym
myeloproliferativnim onemocnénim jako je napf¥. chronické
granulocytérni leukémie, akutni granulocytarni leukémie,
esencidlni trombocytéza nebo sekunddrni erytrocytéza.

Aby bylo moZné polypeptid kddovany genem PRV-1 pouZit
pro analytické a detekéni metedy, Jje pohotové pripravovéan
pomoci rekombinantni DNA, pEilemz vyhodn& rekombinantni DNA
obsahuje nukleotidovou sekvenci id. c. 1 nebo alespon
kédujici Usek genu PRV-1, tzn. nukleotidy 36 aZ 1346 ze
sekvence id. &. 1, nebo v jiném p¥ipadé& alespoii nukleotidy 39
a® 1262 nebo 39 a? 1238, funkéné spojené s promotorem. AvSak
rekombinantni DNA muZe také obsahovat jen fragment sekvence
¢c. 1.

Vynalez se dale tykéa vektoru obsahujiciho

rekombinantni DNA pro polypeptid PRV-1, nebo jeho fragment,




a hostitelské bunky, ktera je transfekovana nebo
transformovana timto vektorem. Hostitelské bunky jsou
prokaryotické buiiky, Jjako nap¥. baktérie jako Jje E. coli.
Av3ak v takovém pfipad& polypeptidy, které jsou exprimovéany,
nejsou glykosylovéany. Vyhodné jsou proto eukaryotické
hostitelské bunky, které jsou schopny posttranslacné
glykosylovat exprimovany protein a pfipadné ho modifikovat i1
jinym zplsobem. K p¥ikladim eukaryotickych hostitelskych bunék
pat¥i hmyzi buiky, jako napf¥. Sf9 bufiky, pro expresi, ke které
dochdzi po infekci rekombinantnimi bakuloviry, a savC¢i bunky,
jako ;apf. 293 buiky, COS bunky, CHO bunky a Hela bunky. Tyto
priklad v3ak rozsah vyndlezu nijak neomezuji. Jako hostitelské
buiiky mohou byt vyuZity i kvasinkové buiiky. Odbornikovi je
z¥ejmé, :Ze glykosyla&ni profily se 1i3i v z&vislosti na typu
hostitelskych bun&k. TudiZ biologickd aktivita vysledného
produktu Jje také «rlznad. 2Zv1asteé vyhodné Jjsou hostitelské
buniky, které glykosyluji exprimovany produkt takovym zplsobem,
e je zachovana biologickd aktivita proteinu.

Dal%i aspekt predkladaného vyndlezu se tyka zplasobu
ptipravy polypeptidu podle predklddaného vynadlezu. Tento
zplisob spo&iva v tom, Ze DNA kédujici polypeptid podle
vynadlezu se exprimuje v hostitelské bunice. Kultiva&ni médium
nebo buitky se pak uZiji k nédsledné izolaci polypeptidu
v zavislosti na tom, zda je exprimovany polypeptid secernovan
hostitelskymi bufikami do kultiva&niho média nebo zda zistdva v
burice. Pak se polypeptid podle predkladaného vyndlezu
koncentruje a/nebo purifikuje, a sice postupy, které Jjsou
odbornikovi znémy, napf. chromatografickymi metodami. Metody
purifikace byly popsény napi. V publikaci Scopes, R., Protein
Purification: Principles and Practice (3rd edition), Springer
Verlag (1994). Jednim vyhodnym provedenim vyndlezu je zpusob,

ktery obsahuje krok, kdy je glykosylovany polypeptid




koncentrovadn a/nebo purifikovadn. Tento krok miZe probéhnout
pted tim, neZ je polypeptid podle ptedkléddaného v podstaté
purifikovdn nebo po té, co jiZ byl v podstaté& purifikovén.
V tomto druhém pfFipadé je glykosylovand <Zast purifikovaného
polypeptidu separovéana a izolovana. V nejvyhodnéj3im provedeni
zpusobu podle pfedklédaného vynalezu se specificky izoluje N-
glykosylovany polypeptid. V jiném provedeni zpusobu podle
vynadlezu se izoluje polypeptid, ktery je glykosylovany na
alespoii jedné z aminokyselin Asn-46, Asn-189 a Asn-382 ze

sekvence &. 2.

Polypeptid PRV-1, ktery byl izolovan z granulocytl
nebo pripraven rekombinantnim zplisobem miZe byt vyuzit jak pro
diagnostiku polycythemia vera tak 1 p¥i léCeni této nemoci.
Jednou z terapeutickych moZnosti je tzv. "antisense” terapie.
P¥i tomto 1é&eni se vyuZziva molekula "antisense" RNA, coz je
RNA, kterd je komplementdrni k PRV RNA. JelikoZ PRV-1 RNA mé
na svém zaCatku sekvenci 5'AAAAGCAGAAAGAGATTACCAGCC-3'
(sekvence id. &. 3), ptislu3nd antisense RNA nami¥end proti
této sekvenci by mé&la néasledujici nukleotidovou sekvenci:
5'-GGCTGGTAATCTCTTTCTGCTTTT-3"' (sekvence 1id. ¢. 4). Tato
antisense RNA se vloZi do vektoru a vnese do bunék s p. vera.
Tato RNA se napf¥. vnese transfekci, prostfednictvim vektoru
pro transfekci, kdy vektor je vyhodné& konfigurovén tak, aby
vstupoval specificky do bun&k s p. vera. Exprese antisense RNA
vede k tomu, %e PRV-1 mRNA jiZ neni nadile translatovana do
polypeptidu. Builky, které byly lé&eny timto zpusobem, pak
nevytvadfeji protein PRVI1.

Vynadlez se také tyka zpusobu detekce p. vera, ktery
spodivd v tom, Ze se detekuje polypeptid PRV-1 nebo jeho
epitop, a stanovi se rozsah jeho exprese.

Nadm&rna exprese (“overexpression”) tohoto receptoru

na zralych bufikdch mimo kostni dfen, napf. na granulocytech,




je silnou indikaci pIitomnosti nemoci p. vera. Tato nadmérna
exprese se pohotové detekuje pomoci imunotestu s vyuZitim
protilédtek, které Jsou namifeny proti PRV-1 receptoru.
K vhodnym testovacim metoddm patfi odbornikim zndmé varianty
imunotestu, kde se uZivaji protilatky specifické pro
polypeptid PRV-1 spole¢né& s dal3imi znadenymi protilatkami,
které jsou budto imobilizované nebo jsou v roztoku.

7nadeni se provadi metodami, které Jjsou odbornikum
znamy, napk. pomoci radioaktivnich izotopu, s vyuzZitim
fluorescence nebo luminescence, uZitim enzymi, pomoci reakcl
vytvégéjicich berevny produkt nebo uZitim jinych skupin, které
jsou vhodné pro detekci. Tyto varianty jsou odbornikim dobfe
znamy a neni treba je zde podrobné vysvétlovat. Zv1lasté
vyhodny Jje pro potfeby podle predklddaného vynalezu test
ELISA.

Protilédtky, které jsou potfebné pro specifickou
detekci PRV-1 receptoru mohou byt pFripraveny zpusoby, které
jsou odbornikim znadmy. Jak monoklondlni tak polyklonalni
protilatky Jjsou vhodné p¥i realizaci predklédaného vynalezu,
pfidem? vyhodn&j3i jsou monoklondlni protilatky.

Pro pf¥ipravu protilatek mohou byt uZity také peptidy
ziskané z proteinu. Podle pfedklédaného vynalezu bylo dosaZeno
uspéchu s peptidy majicich sekvenci:

a) KVSDLPRQWTPKN (aminokyseliny 34 aZ 46) [sekvence id.
¢. 5], a

b) SAREKRDVQPPASQH (aminokyseliny 391 azZ 405) [sekvence
id. &. 6]

Polyklonélni protilatky se normalné ptipravuji
imunizaci vhodného pfijemce (napf. krélika) polypeptidem
PRV-1, ktery je v p¥ipad& potfeby navazan imunologicky nosic
(adjuvans), a ktery vyvola imunitni reakci. Monoklonalni

protildtky se pIipravuji technikami hybridomt, které jsou
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odborniktém znamy. Protildtky mohou byt purifikovany pomoci
afinitni purifikace. P#iprava a purifikace protildtek byly
popsany Vv odbornych publikacich, nap¥. v "Antibodies: A
Laboratory Manual", Harlow and Lane, Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Navic takové polyklonalni nebo monoklonédlni
protilatky, které jsou namifeny proti PRV-1, mohou byt vyuZity
i pro lé&eni nemoci.

V jiném provedeni vyndlezu mbZe byt PRV-1 receptor
detekovan pomoci metody RT-PCR. PEi této metodé se nejdrive
izolugé RNA 2z bun&k nadm@rné& exprimujicich PRV-1, coZ jsou
zpravidla granulocyty. Reverzni transkripce se provadi
zpisobem, ktery Jje odbornikim znam, a sice uZitim tzv. RT
primeru. RT primer je vyhodné& primer, ktery m& néasledujici
nukleotidovou sekvenci (sekvence id. &. 7):

ATTAGGTTATGAGGTCAGAGGGAGGTT.
Timto zplsobem se PRV-1 RNA specificky pfevede na DNA. Tato
DNA se pak amplifikuje v reakci PCR zpusobem, ktery Je
odborniktm znam. Pro amplifika&ni cykly se vyhodné& pouZiji
nasledujici primery, a sice jako "sense primer” (sekvence id.
c. 8):

GCAGAAAGAGATTACCAGCCACAGACGG.
A jako “antisense primer” (sekvence id. ¢. 9):

GAATCGTGGGGGTAATAGAGTTAGCAGG.

odbornik je schopen okamZité a snadno uZit sekvenci
podle p¥redklédaného vyndlezu k tomu, aby nalezl sekvence pro
jiné primery, které budou také vhodné k realizaci vynalezu.

Jeliko? se jako vychozi materidl v tomto postupu uziva
RNA, PCR signal je pozitivni pouze tehdy, kdyZ je gen PRV-1
exprimovan. Jak bylo jiZz vysvétleno vyde, to Je pouze

v ptipadé, Ze pacient trpi p. vera. PRV neni exprimovéan
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v granulocytech zdravych jedincl. TudiZ nepfitomnost RT-PCR
signadlu nepf¥itomnost p. vera. Metoda RT-PCR se vyhodné provadi
uzitim TagMan® technologie. Kvantifikace vyZaduje uzit
k primertm navic Jje3té& sondu. Vyhodnd sekvence sondy Jje
nadsledujici (sekvence id. &. 10:)
5'-TTCTTGTTGAACCACACCAGACAAATCGG-3"

Kvantitativni RT-PCR pro detekci transkriptu PRV-1 je
proto také p¥edmé&tem predkladaného vynalezu.

Jinou alternativou diagnostiky p. vera Jje vyuZiti
metody ptrenosu a hybridizace (“blotting”), vyhodné& metody
northé&n pfenosu (“Northern blotting”). P¥i uziti této metody
se RNA izoluje =z granulocytd a pak se vySetfuje na expresi
PRV-1 uZitim p¥fenosu, napf¥. Northern pfenosu. cDNA sekvence
majici sekvenci id. &. 1 nebo segment z této sekvence se mlzZe
uzit jako sonda. K hybridizaci se sondou dojde pouze v takovém
pripadé&, kdy granulocyty pochazely z pacienta trpiciho p.
vera, nebot Jjen v takovém pripadé je Vv granulocytech né&jaké
exprese. Absence hybridizace indikuje, Ze jedinec, ze kterého
pochézely testované granulocyty, nemaé nemoc p. vera.

Pro hybridizaci Northern blotl je moZné uzit také
fragmenty genu. Takové fragmenty Jsou normdlné del3i neZ 100
bazi, vyhodn& jsou del3i neZ 300 bazi. Alternativné se mohou
pripravit rGzné fragmenty genu, které se uziji jako sondy pro
Northern blot, nasdtépenim genu pomoci restriké&nich
endonukleaz. Pokud fragmenty pochézeji z cDNA, pak Jsou ve
form& dvojfetézce a pro hybridizaci musi byt separovany na
jednotlivé retézce. K vhodnym pf#ikladdm pat¥i fragment
BamHI-PstI obsahujici pary bazi 420 aZ 831, nebo fragment
PstI-PstI obsahujici pary bazi 831 aZ 1900.

PRV-1 mRNA, a tudi? i exprese PRV-1l, se muZe detekovat

v RT-PCR nejdfive reverzni transkripci mRNA a pak amplifikaci




12

cDNA, a amplifikovanou DNA pak detekovat sondou metodou
hybridizace.

V ptipad& pozitivni diagnézy Je t¥eba nemoc 1lécCit,
nebot 7jinak vede b&hem velmi kratké doby k tmrti. Pro léceni
je moZné vyuZit specifické protilatky, které jsou namifeny
proti PRV-1, na které miZe byt Vv pripad& potfeby navazana
cytotoxickd sloZka.

Vyndlez se dale tykd 1léku, ktery kromé& obvyklych
excipientd obsahuje protilatky, které ijsou namifeny proti
receptoru PRV-1.

B JelikoZ je PRV-1 receptor nadm&€rné exprimovan pri p.
vera, mnohé protilatky se navdZi na povrch postiZenych
granulocytu, kdyZz se dostanou do kontaktu s protilétkou
anti-PRV-1. Navazani mnoha protilatek na tyto bunky stimuluje
imunologické bufiky k likvidaci téchto granulocytl. Takovym
zplisobem je tedy moZné specificky eliminovat p. vera bunky.

Prekvapivé bylo také =zjisdténo, Ze polypeptid PRV-1
vykazuje hematopoetickou aktivitu. Polypeptid PRV-1 Jje schopen
stimulovat urcité hematopoetické prekurzorové bunky
k vytvéareni erytroidnich kolonii. Je to zejména
N-glykosylovany polypeptid PRV-1, ktery projevuje tuto funkci.
Polypeptidy podle piIedkladaného vyndlezu, které 3jsou proto
vyhodné, jsou tudiz N-glykosylované polypeptidy PRV-1 jejich
fragmenty, které vykazuji aktivitu rastového faktoru.

Dal3i aspekt pfedklédaného vynalezu se tudizZ tyké léku,
ktery, krom& farmaceuticky tolerovanych excipient®, obsahuje
polypeptid PRV-1 nebo Jjeho biologicky aktivni fragment.
Polypeptid PRV-1 Jje vyhodné glykosylovany polypeptid PRV-1,
vyhodnéji N-glykosylovany polypeptid PRV-1 nebo jeho
biologicky aktivni fragment. Vynalez se tyka také 1léciv, ktera
obsahuji alespoii Jjeden polynukleotid podle p¥edkléadaného

vynélezu.




13

Predkladany vyndlez se déle tykd pouziti polypeptidu
PRV-1, nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu nebo jeho
biologicky aktivni varianty JjakoZto rastového faktoru in vivo
a ex vivo. Polypeptid PRV-1l, nebo jeho biologicky aktivni
fragment nebo Jjeho biologicky aktivni wvarianta, miZe byt
vyuzit p¥i 1léc&eni v3ech typd pancytopenii a pancytopatii
kostni d¥ené& i krevniho obé&hu (zm&na bunéénych sloZek
periferni krve a kostni dfené) . Polypeptidy podle
predkladaného vynalezu se vyuziji napf. p¥i 1léceni anemii
v ptipadé& selhéni ledvin, chemoterapie nebo celot&lového
ozafo;éni, pfi 1lé&eni neutropenii trombocytopenii v prubéhu
chemoterapie nebo celot&lového ozafovani, pro ex vivo oSet¥feni
bundk periferni krve nebo kmenovych bunek kostni d¥ené pro
jejich expanzi (multiplikaci) a retransfuzi pacientovi, a také
p¥i léZeni sepse, syndromu systémové z&n&tlivé reakce (SIRS)
nebo lokd&lnich zadnétlivych reakci. Polypeptidy podle
predkladaného vynélezu, nebo 1lé&iva, kterd je obsahuji, mohou
byt podavany ruznymi zpusoby. K vhodnym zpUsobum podéavani
patri napt. intravendzni, intramuskulérni, subkutanni,
intraperitonedlni, perorédlni, transdermalni a transmukozalni.

Polynukleotidy podle pfedkléadaného vynadlezu mohou byt
pouZity také pri léceni pancytopenii a pancytopatii. V takovém
ptipad® je cilem exprimovat polypeptid PRV-1l nebo jeho funkéni
fragment v buflkdch postiZeného pacienta. V této souvislosti se
ptedeviim a nejasté&ji uZivaji metody genové terapie. Bunky
mohou byt izolovény z pacienta a transfekovany polynukleotidem
podle predkléddaného vyndlezu (ex vivo manipulace), a pak zase
vraceny pacientovi. Lze si také pfedstavit metodu, kdy
polynukleotidy podle ptredkladaného vynédlezu budou vneseny do
cilovych buné&k prostfednictvim virového ptenosu. Exprese
vlozenych nukleovych kyselin pak povede k hematopoetické

aktivité.
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Prekvapivé bylo také zjisténo, e pfi vyS88ich
koncentracich polypeptid PRV-1 ma& inhibic¢ni u&inek na rust
bunék. Tak nap¥. bylo pozorovéno, Ze p¥idédni zvySeného
mnoZstvi proteinu PRV-1 skute¢né Uplné zastavilo vytvéareni
kolonii erytroidd a granulocytli/monocytu. Tento  G&inek
pripomind pusobeni interferonu-a, ktery se, kromé& jiného,
terapeuticky vyuZivd p¥i léceni chronické myeloidni leukémie
(CML) a p. vera. Endogenni inhibi&ni latka m& velkou vyhodu ve
srovhani s chemickymi cytostatiky, jako je napt.
hydro§ymoéovina, kterd byla wuZivéna, dokud nebyl dostupny

interferon-o, a do Jjisté miry se uZiva dodnes. Nevyhodou

interferonu-o. je to, Ze tato u&innd latka ma velmi silné
vedlejdi u&inky. Pacienti se citi, jako-by mé&li silnou
ch¥ipku. PPedklédany vynalez tak poskytuje latku inhibujici
hematopoezu, jejiZ inhibi&ni G&inek je koncentradné zavisly.

Dal3i aspekt ptedklddaného vynaélezu se proto tyké
pouziti polypeptidu PRV-1, jak je popsén v této pfihlasce, pro
inhibici rustu bunék, zejména pouZiti jakozto cytostatika.
Vyhodn& se polypeptid podle vynalezu uzivd pro inhibici ristu
hematopoetickych  bunék. Vynélez se také tykd pouZiti
polypeptidu podle pfedklédaného vynélezu pro vyrobu 1léku
k lé&eni proliferativnich nemoci. K té&mto nemocem patfi
zejména myeloproliferativni nemoci, p. vera, esencidlni
trombocytémie, myelofibréza, CML a také leukémie, lymfomy a
solidni né&dory.

Dal3i aspekt predkléddaného vynalezu se tykd pouzZiti
polynukleotidu, jak je popsén Vv této pfihléasce, jeho
biologicky aktivniho £fragmentu nebo jeho biologicky aktivni
varianty, pro inhibici ristu Dbunék. Polynukleotid muZe byt
vlo¥en do vhodného vektoru a transfekovédn do vhodné cilové
buiiky. Po té, co byl polypeptid PRV-1, nebo jeho biologicky

aktivni fragment nebo Jjeho biologicky aktivni varianta,
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exprimovén ve vhodné koncentraci, dostavi se u&inek inhibujici
rust. Stejn& tak miZe byt polynukleotid vloZen do virového
vektoru, kterym jsou pak infikovény vhodné cilové buiiky, coZ
vede k expresi PRV-1. Vynélez se také tyka pouziti
polynukleotidu podle vynalezu pro vyrobu léku 1léku k léceni
proliferativnich nemoci, jako jsou napE. myeloproliferativni
nemoci, p. vera, esencidlni trombocytémie, myelofibréza, CML a
také leukémie, lymfomy a solidni nadory.

Vyndlez se dale tyké& soupravy (kitu) pro detekci budto
polycythemia vera nebo onemocné&ni hematopoetického systému.
Tyto ] soupravy podle ptedklédaného vynéalezu obsahuji
polynukleotid podle vynalezu a/nebo polypeptid podle vynalezu
a/nebo jednu nebo vice protilatek podle vyndlezu. Tyto
soupravy navic mohou obsahovat niddobu nebo pFipravky vhodné
pro provadéni deteké&nich reakci. K pfikladim takovych
pripravk patf#i pufrovaci roztoky, reagencie na blokovéani
membran, hybridizadéni roztoky, sekundadrni protildtky, roztoky
substriatu pro detekéni reakce atd. Souprava podle vynalezu se
vyhodn& uZiva k provadéni reakci typu PCR, RT-PCR, Northern
prenos (Northern blot), Southern ptenos (Southern blot),
Western pfrenos (Western blot), ELISA, RIA nebo podobnych
reakci.

Nasledujici pfiklady slouZi k podrobnéjsimu vysvétleni

predkléadaného vynalezu.
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p¥iklady provedeni vynélezu

P¥iklad 1
Charakterizace genu PRV

Pro charakterizaci genu PRV byly provedeny nasledujici
experimenty:

Pro izolaci granulocytd z uskladn&né krve nebo z Cerstvé
krve odebrané pacientlm s p. vera byl uZit nadsledujici postup:

- ke krvi byl pfidédn shodny objem 3% roztoku dextranu v
0,9% NaCl a smé&s byla ponechana stat pri teplot& mistnosti
(RT) po 20 minut,

- sm&s se rozd&lila na dvé faze. Horni, slabé& zbarvena
faze byla odstran&na centrifugaci po 10 minut pfi 1800 g a pfi
teploté& mistnosti,

- supernatant byl odstranén a buné&ény pelet Dbyl
resuspendovan ve shodném objemu 0,9% NaCl,

- v kazdém pripad& bylo 35 ml bunék v NaCl navrstveno na
15 ml Ficoll-Hypaque,

- buflky na vrstvé& Ficoll-Hypaque pak byly centrifugovany
po 60 minut p¥i 1800 g a p¥i teploté mistnosti bez brZdéni,

- vzniklo tak rozvrstveni na bun&iny pelet a dvé vrstvy
s meziféazi,

- vrstvy a mezifdze byly odsaty buné&ény pelet byl
resuspendovan po 30 vterin v 10 ml ledového 0,2% NaCl, a 10 ml
ledového 1,6% NaCl bylo p¥idéno ihned po 30 vtef¥inéch,

- bufiky byly centrifugovény po 10 minut p¥i 1800 g a pfi
teplot& mistnosti,

- pak byly promyty Jjednou V 10 ml PBS a opét

centrifugovany,
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- bun&&ny pelet obsahoval z 95 aZ 99 % Cisté
granulocyty,

- RNA Dbyla izolovéna z té&chto bun&k standardnimi
metodami,

- 10 mg této RNA bylo pak vy3etfeno na expresi PRV-1
metodou Northern pfenosu. Celd cDNA sekvence uvedena zde jako
sekvence id. &. 1 byla uZita jako sonda.

Tento experiment byl proveden se vzorky 39 pacienta s
p. vera a 29 kontrolnimi vzorky z uskladnéné krve. Bylo
zjisté&no, Ze sonda PRV-1 hybridizovala siln& v pripadé vzorkl
z paciéntﬁ s p. vera. Z&dna hybridizace nebyla pozorovana u

kontrolnich vzorkl ze zdravych jedincu.

Priklad 2

PRV-1 projevuje aktivitu rastového faktoru

7 pregnantnich my3i byla 13. Den po fertilizaci
vyjmuta embrya. Z nich byla odebrana fetdlni jétra. Bunky
v nich obsaZené byly obarveny pomoci protilatek a pomoci
chromatografie na kolon& obohaceny o bunky konkrétniho
bun&&ného typu a naopak zbaveny bunék jinYch typt. Tak byla
ziskdna smé&s obohacend o urdité hematopoetické prekurzorové
buiiky (erytroidni progenitorova/prekurzorova bunka vytvarejici
kolonie, CFU-E). TakZe zatimco CFU-E pfedstavuji pfibliZné& 2 %
fetdlnich 7jater, obohacend smés obsahovala 30 az 40 % bunék
CFU-E.

Bufiky CFU-E byly transfekovany pomoci retroviru.
Sbalovaci bun&&na linie, ozna&ovana 293-T, byla transfekovana
48 ptedem. Bufitky 293-T jsou bunky zavedené buné&né linie
huménnich embryonadlnich ledvin. Buiky 293-T Jsou stabilneé

transfekovany né&kolika geny z retroviru. JestliZe se nyni tyto
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bufiky 293-T transfekuji dvéma plasmidy, oznaCenymi pOS a pKAT,
pak bufiky 293-T produkuji retrovirus, ktery Jje schopen
infikovat bufiky my3ich fetdlnich jater. KdyZ jsou buniky 293-T
transfekovany prazdnymi vektory pOS a PpKAT, je produkovan
retrovirus divokého typu, ktery exprimuje pouze retrovirové
proteiny. Na druhé strané, klonovani huménniho genu, jako je
nap¥. PRV-1, do vektoru pOS vede po infekci bufiky retrovirem
k produkci retroviru, ktery exprimuje tento protein. Buiky
293-T secernuji retrovirus do kultivaéniho média.

Po dvou dnech se bunécné kultivaéni médium

z traﬁsfekovanych bun&k 293-T obsahujici retrovirus sklidi a

prefiltruje pfes 0,45pum filtr. Pro transfekci fetdlnich
jaternich bunék se tyto bunky smichaji s pfefiltrovanym
bunénym kultivacnim  médiem obsahujicim retrovirus, a
centrifuguji po 2 hodiny p¥i 1800 rpm a 20 °C v pfitomnosti
pfidaného ¢inidla Polybren. Transfekované fetdlni Jjaterni
buiitky se pak kultivuji v médiu (Methocult, od firmy Cell
Systems) obsahujicim, kromeé obvyklych soli a aminokyselin,

fetalni teleci sérum, 0,0001 aZ 0,4 IU erytropoetinu (EPO)/ml

a methylcelulézu (0,8%). Buiky CFU-E vyZaduji EPO, aby
vytvafely hematopoetické  kolonie. Methylceluldéza  ztuZuje

médium do gelovité podoby, a tim fixuje ‘jednotlivé Dbunky
v tomto gelu, takZe se na rozdil od tekutého média nemohou
pohybovat. Lze tudiZ pozorovat, zda se z jednotlivych bunék
vytvafeji nebo nevytvareji hematopoetické kolonie. CFU-E tvofi
erytroidni kolonie, tj. kolonie obsahujici &ervené krvinky a
jejich prekurzorové bunky.

Po trech dnech se spo&itaji hematopoetické kolonie,
které se vytvo¥ily. Pfitom se porovnavaji rtzné smé&si. VSechny
sm&si nebyly vy3etfovény ve vSech experimentech, smé&si 1 aZ 3
jsou velmi podobné kontroly a ka?dad z nich byla individuédlné

porovnana se smé&si 4.
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Sm&s 1: Buiiky, které nebyly transfekovany retrovirem;

Sm&s 2: Buiiky, které byly transfekovany prazdnym vektorem pOS;
Sm&s 3: Buiiky, které byly transfekovany genem GFP pro zeleny
fluoreskujici protein ("green fluorescent protein"), tj.
proteinem, ktery neni hematopoeticky uc¢inny,

Ssm&s 4: Bufiky, které byly transfekovany pOSPRV-1 (vektor + gen
podle pfedkladaného vynalezu).

Tabulka 1: shrnuje vysledky ziskané ve t¥ech experimentech,
které byly provedeny, jak Jje vySe popsano. Cisla ukazuji pro

kazdy pripad po&et vytvofenych kolonii.

Smés 1 Smés 2 Smés 3 Smés 4
Netransfekované | Prazdny vektor GFP PRV-1
(pOS) (pOS~GFP) (pOS-PRV-1)
Experiment 1 116 156 80 326
Experiment 2 271 273 410
Experiment 3 120 131 291

Tento experiment ukézal, Ze bufiky CFU-E, které byly
transfekovany PRV-1 vytvafeji mnohem vice kolonii (az trikréat
vice) neZ rtzné kontrolni bunky. Vysledek ukazuje na to, zZe

PRV-1 je rustovy faktor pro CFU-E.
Pfiklad 3
Rozpustnost rustového faktoru PRV-1
Daldi experiment byl proveden proto, aby se zjistilo,

zda je PRV-1 rozpustny rustovy faktor nebo zda Je nutny

kontakt mezi bunkami (kontakt bufika-buiika). Ve sbalovaci
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bun&&né 1linii 293-T neni po transfekci vektory pOS a pKAT
produkovdn jen retrovirus. Navic buiky 293-T také syntetizuji
protein kédovany genem klonovanym do pOS, tj. v daném pfipadé
genem PRV-1. JestliZe je genovy produkt rozpustny protein, je
secernovan do média, ve kterém je sbalovaci bun&fnéd linie 293-
T. jestliZe jsou bunky 293-T transfekovany jen vektorem pOS
bez vektoru pKAT, nevytvafi se ZAadny retrovirus. Buné&cné
kultivacéni médium  pak obsahuje jen rozpustny  protein
produkovany bufikami. Médium pochdzejici z kultivace bunék
transfekovanych pOS-PRV-1, neobsahujici retrovirus, se smiché
S CF6:E a smé&s je vyseta methylcelulézové médium, pak se
spo&itaji vzniklé kolonie. V tomto pokusu byly ziskany

nasledujici vysledky:

Tabulka 2: Rozpustnost PRV-1. Uvadé&na Cisla p¥edstavuji pocet

kolonii.
Smés 1 Smés 2 Smés 3 Smés 4
Netransfekované | Prazdny vektor GFP PRV-1
(p0OS) (pOS-GFP) (pOS-PRV-1)
Experiment 4 137 187 557

V tomto pokusu buiiky CFU-E, které byly o3etfeny médiem
obsahujicim PRV-1 vytvafely mnohem vice hematopoetickych
kolonii ne? kontrolni buiiky. Z tohoto vysledku lze usoudit, Ze

PRV-1 je rozpustny rustovy faktor.
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Ptiklad 4
PRV-1 ma& také inhibi&ni, cytostaticky ucinek

Experiment byl proveden s bufikami periferni krve.
Jeliko? u zdravych Jjedincd maly pocet prekurzorovych bunék
cirkuluje také v periferni krvi, Je moZné vykultivovat ve
vhodném médiu (s methylcelulézou) hematopoetické kolonie
z bund&k periferni krve. Zdravym darcium bylo odebrédno 40 ml
krve z periferni Zily (pficemZ byl uZit heparin nebo EDTA jako
antikgégulaéni ¢inidlo). Ke krvi bylo ptidédno 15 ml
Ficoll/Hypaque a tato smés byla centrifugovédna p¥i 1600
ot./min (rpm) po 40 minut bez brZdéni. Vysledkem byl hustotni
gradient, ktery frakcionoval krev na bunééné sloZky. Po
centrifugaci se v mezifdzi mezi sérem a Ficollem nachézeji
bufiky zvané mononuklearni buiky, které zahrnuji 1 kmenové
buitky. Tato mezifdze byla odebrana a promyta v PBS (isotonicky
roztok soli). Tak byly =ziskadny purifikované mononukledrni
bufiky, 2z nichZz p¥fibliZné& 0,1 % tvoti hematopoetické kmenové
bunky.

Mononuklearni buifiky byly pfeneseny do zvla5té& bohatého
média (IMDM) obsahujiciho pridavek 3 % FCS (fetdlniho teleciho
séra). Toto médium 3% FCS/IMDM pak bylo modifikovéno, tj. bylo
uZito s p¥idavkem PRV-1 nebo bez.

Mononukledrni buiiky v IMDM byly pfidany, v hustoté 7 x
10° bundk/ml, ke komer&né& dostupnému médiu od firmy Stem Cells
Technologies (Methocult), obsahujicimu IMDM a 30% FCS, 1% BSA
(hovézi sérovy albumin), merkaptoethanol, 2 mM L-glutamin,
3 IU EPO (erytropoetin)/ml a 1,0% methylcelulbézu. Buiiky
v tomto médiu rostly 14 dni. Z né&kolika kmenovych bunék

pritomnych v této smési se vyvinuly hematopoetické kolonie.
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Obvykle se na kaZdych 7 x 10° buné&k vyvinulo 100 aZz 200
hematopoetickych kolonii.

Byla zkonstruovana také buné&lna linie exprimujici
velmi vysoké mnoZstvi PRV-1. PRV-1 produkovany témito buikami
byl zm&n&n tak, Ze jiZ neobsahoval lipidovou kotvu. Expresni
produkt sestdval z aminokyselin 1 az 401 ze sekvence id. ¢&.
2, tedy aminokyseliny 402 aZ 437 chybély. Takto zménény PRV-1
proto neni, na rozdil od PRV-1 divokého typu, inkorporovan do
bun&&né membrany pomoci lipidové kotvy, ale je plné secernovan
z bufiky. Stejné& jako v pfikladu 3 bun&&nd linie sestéaval
z bungk 293, které neprodukuji Z&dny retrovirus, ale exprimuji
protein (PRV-1).

Pro test na hematopoetické kolonie byly pIeneseny
mononuklearni krevni bunky budto do média IMDM, které bylo
inkubovano 48 hodin s netransfekovanymi bufikami (293), nebo do
média, které Dbylo inkubovédno 48 hodin s bunikami, které
exprimovaly zm&n&ny PRV-1 (oznaleny ,293-GPI-less-PRV-1").
Schopnost té&chto bunék tvorit hematopoetické kolonie pak byla
zkouména. Po&et kolonii erytroidnich (&ervenych) a myeloidnich
(bilych) krevnich buné&k byl stanoven po 14 dnech. Experiment
byl opakovan t¥ikrat a byl také proveden v rtzné dny a
s riznymi darci krve. Opakovéani byla také vyhodnocena v réamci

tohoto pokusu. Byly ziskany ndsledujici vysledky:

Experiment 1

supernatant Darce 1 Dérce 2
Cervené kolonie Bilé Cervené kolonie Bilé
kolonie kolonie
293 248/221 70/114 127/161 25/66
293-GPI- 7/3 0/0 31/19 0/0
less~-PRV-1
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Experiment 2
supernatant Darce 1 Darce 2
Cervené kolonie Bilé Cervené kolonie Bilé
kolonie kolonie
293 99/91 20/19 49/33 8/1
293-GPI- 0/0 0/0 4/0 0/0
less-PRV~-1
Experiment 3
supernatant Darce 1 Darce 2
Cervené kolonie Bilé Cervené kolonie Bilé
kolonie kolonie
293 107/207 22/30 24/32 5/8
293-GPI- 4/3 0/6 0/1 3/0
less-PRV-1

7 té&chto dar lze uzaviit,

7e davka PRV-1 vy$38i,

kterd byla uZita v p¥ikladu 3, projevuje cytostaticky uc&inek.

Priklad 5

Rastovy faktor PRV-1 je N-glykosylovan

Z pacientt

granulocyty,

extrakty standardnimi postupy.

zpracovany podle

a 2z téchto

protokolu

trpicich

p. vera

pro

soupravu

byly

izolovany
bundk byly pifipraveny proteinovée
Proteinové extrakty byly dale

"N-Glycosidase

Deglycosylation Kit" od firmy Boehringer Mannheim. To znamenéa,

~

e "denaturac¢ni pufr" ze

extraktim a smési pak byly

pak bylo dale uZito budto "reak&niho pufru" nebo "reakéniho

zah¥aty na 95

°C na

soupravy byl p¥idédn k proteinovym

3 minuty,

nez
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pufru" s N-glykosidazou. KaZda smés byla inkubovéna pies noc
ve 37 °C a proteiny pak byly analyzovany PAGE gelové
elektroforéze nasledované Western blotem. protein PRV-1 byl
detekovan pomoci protildtky namifené proti proteinu majicimu
aminokyselinovou sekvenci id. ¢&. 3. Vysledky ukézaly, Ze
zatimco protein PRV-1 purifikovany z granulocytd ma velikost
60 a® 65 kDa, po nadt&peni N-glykosidézou mé& velikost jen 40
kDa. To jasn& dokazuje, e PRV-1 je glykosylovan na

asparaginovém zbytku (asparagin = N).




SEZNAM SEKVENCT

<210> 1

<211> 1600
<212> DNA
<213> homo

<220>
<223>

<400> 1

aaaagcagaa
tcctggggtt
ttcagcatgt
gcgacagcgg
gcctggtget
accggatggg
tctgcaacaa
gatccttgag
agatctgccce
gcatcttecte
atgggacaca
tgacctgtca
attggaccac

tgctcataga

sapiens

agagattacc
catccteccca
gtggaaggtyg
cttggggtge
ctccaagggc
ccccggcecte
cctcgttaac
gtgcccagtc
caaggggacc
caatctgaga
ggaaattggé
tcgggggacce
atcgaatacc

tgtaggactc

agccacagac
ctgccaggag
tcecgacctge
caggacacgt
tgcacggagyg
tccctgatct
tccetcecge
tgcttgtcta
acacactgtt
gtccagggat
cccgtgggta
accattatga
gagatgtgcg

acatcaaccce

25

gggtcatgag
tgcaggcgcet
cccggcaatg
tgatgctcat
ccaaggacca
cctacacctt
tttgggcceccce
tggaaggctg
atgatggect
gcatgcccca
tgactgagaa
cacacggaaa
aggtggggcea

tggtggggac

cgcgégétta
gctctgcecag
gacccctaag
tgagagcgga
ggagccccgce
cgtgtgccgce
acagccccca
tctggagggg
cctcaggcetce
gccaggttge
ctgcaatagg
cttggctcaa
ggtgtgtcag

aaaaggctgc

ctgctggees
tttgggacag
aac;ccagct
ceccaagtga
gtcactgage
caggaggact
gcagaceccag
acaacagaaqg
aggggaggag
aacctgctca
aaagattttce
gaacccactg
gagacgctgs

agcactgtty

240
300
360

420

340

€00

€€D




gggctcaaaa
cctataccca
tgaactccct
tgcagecccct
ctcattgtta
ttcagggetg
tcttctctge
gggetgaggg
ggtggggagt
tgaccaccca
ctttcceatt

aacagcaaca

ggaggagtgg

<210> 2
<211> 437
<212> PRT .
<213> homo

<400> 2

Met Ser Ala

Pro Gly Val
Val
35

Ser

Trp Lys

ttcccagaag
cttctgctce
ccctectcaa
tggaacctgt
tgatgggtac
cgtggcccaa
gcgtgagaag
cctggagtct
ggtttgccct
cactcaacct
ctgtccatga
ctggggagag

ctgcatgtat

sapiens

Val Leu

Gln Ala
20
Ser Asp

Leu

Leu

Leu

Leu

accaccatce
teggacctgt
gctgecectg
tcaagtggct
attcatctct
ccttccaget
cgtgatgtge
ctcacttggg
tcctgctaac
ccctctgace
atcatcttce
cctggagcat

ctgataatac

Leu
Leu

Pro

Leu

Gln

Gln

26

actcagcccc
gcaatagtgce
tcccaggaga
cccccegaat
caggaggtgg
tcttgttgaa
agcctcectge
gggtggggcet
tctattaccc
tcataaccta
ccacacacaa
ccggacttge

agaccctgte

Leu
10
Phe

Gly

Gly
25
Trp Thr

Thr Leu

tcctggggtyg
cagcagcagc
ccggcagtgt
gacctgcccc
gctgtccacc
ccacaccaga
ctctcagcat
ggcactggcc
ccacgattct
atggeccttgg
tcattcatat

cctatgggag

Phe Ile Leu
Gln
30

Asn

Thr Vval

Pro Lys
45

Leu Ile

cttgtggect
agcgttctge
cctacctgtyg
aggggcgcca
aaaatgagca
caaatcggga
gagggaggtg
ccagegcetgt
tcaccgctge
acaccagatt
ctactcacct

aggggacgct

Pro Leu

15
His Val
Ser

Ser

Cys Asp
50
Gly Pro
65
Asp Gln

Leu Ile

Leu Val

Gly Ser
130
Gly Thr
145 »

Gly Leu

Gln
Glu
Ser
Asn
115
Leu

Thr

Leu

Gly
Vval
Pro
Tyr
100
Ser
Arg
Glu

Arg

Ser
Arg

85
Thr
Leu
Cys
Glu

Leu
165

Gly
Leu

70
Val
Phe
Pro
Pro
Ile

1590
Arg

Cys

55
Val
Thr

Val

129
Cys

Pro

Asp
Ser
His
Arg

105
Ala

Gly

Met

Met

Thr
155
Phe

Thr
Pro
Phe
Pro
125
Gly
His

Asn

Glu
Gly
Cys
110
Ala
Cys
Cys

Leu

Lys
80
Ser

Asn

Pro

160
va l

e090

S60
1029
10890
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

16900



Gln
Glu
Leu
Gln
225
Gly
Ser
Ser
Ser
Ser
305
Gly
Ser
Asp
Ile
Arg
385
Pro

Thr

Val

Gly
Ile
Thr
210
Glu
Gln
Thr
Gln
Tyr
290
Ser
Asp
Gly
Gly
Gln
370
Gln
Ala
Trp

Cys

<210> 3

<211> 24

Cys
Gly
195
Cys

Pro

val

Ser
Tyr
355
Gly
Ile
Ser

Gly

Pro
435

<212> RMA
<213> Um&la sekvence

<220>

<223> 5’ -konec sekvence PRV-1

<400> 3

Met
180
Pro
His
Thr
Cys
Val
260
Thr
His
Leu
Gln
Pro
340
Ile
Cys
Gly
Gln
Val

420
Ser

Pro
val
Arg
Asp
Gln
245
Gly
Thr
Phe
Leu
Cys
325
Arg
His
val
Ile
His
405
Gly

Cys

Gln
Gly
Gly
Trp
230
Glu
Thr
Ile
Cys
Asn
310
Pro
Met
Leu
Ala
Phe
380
Glu

Leu

Pro
Met
Thr
215
Thr
Thr
Lys
His
Ser
285
Ser
Thr
Thr

Ser

Gln

aaaagcagaa agagattacc agcc

<210> 4

<211> 24

<212> RNA
<213> Um&la sekvence

<220>
<223> antisense molekula

Gly
Thr
200
Thr
Thr
Leu
Gly
Ser
280
Ser
Leu
Cys
Cys
Gly
3€0

Pro

Ala

Cys
185
Glu
Ile
Ser
Leu
Cys
265
Ala
Asp

Pro

Asn
Asn
Met
Asn
Leu
250
Ser

Pro

Leu

27

Leu
Cys
Thr
Thr
235
Ile
Thr
Pro
Cys
Gln
315
Pro
Gly
Leu
Phe
Lys
385
Glu

Ala

Leu
Asn
His
220
Glu
Asp
Val
Gly
Asn
300
Ala
Leu
Ala
Ser
Leu
380
Arg
Gly

Leu

Asn
Arg
205
Gly
Met
val
Gly
Val
285
Ser
Ala
Gly
Thr
Thr
365
Leu
Asp

Leu

Trp

Gly
130

Lys &

Asn
Cys
Gly
Ala
270
Leu
Ala
Pro
Thr
His
350
Lys
Asn

Val

Glu

Trp L]

430

Thr

Gln
Phe
Ala
Val
249
Thr
Asn
Ala
Ser
Fro

320
Ser

Ser
Thr
Pro

400
Leu

y Val

24
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<400> 4
ggctggtaat ctctttctge tttt ' 24

<210> 5
<211> 13
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> aminokyseliny 34 aZ 46 z PRV-1

<400> S

—

Lys Val Ser Asp Leu Pro Arg Gln Trp Thr Pro Lys Asn
1 5 10

<210> 6
<211> 15
<212> PRT

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> aminokyseliny 391 aZ 405 z PRV-1

<400> 6

Ser Ala Arg Glu Lys Arg Asp Val Gln Pro Pro Ala Ser Gln His
1 5 10 15

<210> 7

<211> 27

<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<220>
<223> RT-primer

<400> 7
attaggttat gaggtcagag ggaggtt 27

<210> 8
<211> 28

<212> DNA
<213> Uméla sekvence

<220>
<223> sense primer




<400> 8

gcagaaagag attaccagcc acagacgg

<210> 9
<211> 28
<212> DNA

<213> Umé&lé sekvence

<220>
<223> antisense primer

<400> 9

gaatcgtggg ggtaatagag ttagcagg

<210> 10
<211> 28
<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>
<223> sonda

<400> 10

ttcttgttga accacaccag acaaatcgg
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PATENTOVE NAROKY
1. Pouziti N-glykosylovaného polypeptidu

v podstaté& jednu z nésledujicich aminokyselinovych
aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id. ¢&. 2;
aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 1 aZ 401 ze sekvence id. c. 2;
aminokyseliny 22 aZ 437 ze sekvence id. c. 2;
aminokyseliny 22 aZ 409 ze sekvence id. c. 2;

aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. &. 2;

nebo jeho fragmentu s nejméné 50 aminokyselinami,

obsahujiciho

sekvenci:

nebo polypeptidu obsahujiciho v podstaté jednu z nasledujicich

aminokyselinovych sekvenci:
aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id. &. Z;
2;

[e]3

aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id.

aminokyseliny 1 aZ% 401 ze sekvence id. &. 2;

aminokyseliny 22 aZ 437 ze sekvence id. ¢ 2;
aminokyseliny 22 a% 409 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. c. 2;

nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu nebo jeho biologicky

aktivni varianty,

pro vyrobu léku pusobiciho jako rustovy faktor.

2. Pouziti N-glykosylovaného polypeptidu
v podstat& jednu z nésledujicich aminokyselinovych
2;

(el

aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id.
aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id. ¢C. 2;
2;

x

aminokyseliny 1 aZ 401 ze sekvence id.
aminokyseliny 22 aZ 437 ze sekvence id. ¢. 2;

aminokyseliny 22 aZ 409 ze sekvence id. ¢&. 2;

obsahujiciho

sekvenci:
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aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. &. 2;
nebo jeho fragmentu s nejméné& 50 aminokyselinami,
nebo polypeptidu obsahujiciho v podstaté& jednu z nasledujicich

aminokyselinovych sekvenci:

aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id. C. 2;
aminokyseliny 1 aZ 401 ze sekvence id. ¢&. 2;
aminokyseliny 22 aZ 437 ze sekvence id. ¢. 2;
aminokyseliny 22 aZ 409 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. &. 2;

—

nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu nebo jeho biologicky
aktivni varianty,
pro vyrobu léku k léZeni pancytopenii a pancytopatii v kostni

d¥eni a v krevnim obéhu.

3. Pouziti polynukleotidu obsahujiciho v podstat& Jjednu

z nasledujicich nukleotidovych sekvenci:

nukleotidy 1 aZ 1600 ze sekvence id. &. 1;

nukleotidy 36 aZ 1346 ze sekvence id. C. 1;
nukleotidy 36 aZ 1262 ze sekvence id. ¢. 1;
nukleotidy 36 aZ 1238 ze sekvence id. ¢. 1;
nukleotidy 39 aZ 1346 ze sekvence id. ¢. 1;
nukleotidy 39 aZ 1262 ze sekvence id. &. 1;
nukleotidy 39 aZ 1238 ze sekvence id. ¢. 1;
nukleotidy 99 aZ 1346 ze sekvence id. ¢. 1;
nukleotidy 99 aZ 1262 ze sekvence id. ¢. 1;
nukleotidy 99 aZ 1238 ze sekvence id. C. 1;

nebo jeho fragmentu nebo jeho

varianty

pro vyrobu léku k léCeni pancytopenii

d¥eni a v krevnim obéhu.

a pancytopatii v kostni
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4. PouzZiti N-glykosylovaného polypeptidu obsahujiciho

v podstat& jednu z nésledujicich aminokyselinovych sekvenci:
aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 1 aZ 401 ze sekvence id. C. 2;

14

2
2;
2

Q)¢

aminokyseliny 22 aZ 437 ze sekvence id.

¢

aminokyseliny 22 aZ 409 ze sekvence id.

’

aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. &.
nebo jeho fragmentu s nejméné 50 aminokyselinami,
nebo polypeptidu obsahujiciho v podstaté& jednu z nésledujicich
aminogyselinOVYCh sekvenci:

aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id. ¢. 2;

aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id. &. 2;

aminokyseliny 1 aZ 401 ze sekvence id. ¢&. 2;

aminokyseliny 22 a% 437 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 22 aZ 409 ze sekvence id. ¢&. 2;
aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. ¢. 2;

nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu nebo jeho biologicky
aktivni varianty,
pro vyrobu léku k lé&eni a/nebo zmnoZeni bunék, které Jjsou

t&lu vlastni a/nebo bun&k zavedenych buné&énych 1linii ex wvivo

nebo in vitro.

5. PouzZiti N-glykosylovaného polypeptidu obsahujiciho
v podstatd® jednu z ndsledujicich aminokyselinovych sekvenci:
aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id. &. 2;

aminokyseliny 1 aZ 401 ze sekvence id. &. 2;

aminokyseliny 22 aZ 437 ze sekvence id. C. 2;
aminokyseliny 22 aZ 409 ze sekvence id. C. 2;
aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. ¢. 2;
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nebo jeho fragmentu s nejméné 50 aminokyselinami,
nebo polypeptidu obsahujiciho v podstaté jednu z nasledujicich

aminokyselinovych sekvenci:

x
N
e

aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id.
aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id. ¢. 2;

aminokyseliny 1 aZ 401 ze sekvence id. &. 2;

(el
N
e

aminokyseliny 22 aZ 437 ze sekvence id.
2;

(04

aminokyseliny 22 aZz 409 ze sekvence id.
aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. &. 2;
nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu nebo jeho biologicky
aktiv;i varianty,

pro vyrobu léku k inhibici rastu bunék.

6. PouZiti podle naroku 5, kdy se polypeptid uZije jako

cytostatikum.

7. Pouziti N-glykosylovaného polypeptidu obsahujiciho
v podstat& jednu z nédsledujicich aminokyselinovych sekvenci:
aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id. C. 2;
aminokyseliny 1 aZ 401 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 22 azZ 437 ze sekvence id. ¢&. 2;

409 ze sekvence id. &. 2;

DNi¢

aminokyseliny 22 a
aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. &. 2;
nebo jeho fragmentu s nejméné 50 aminokyselinami,
nebo polypeptidu obsahujiciho v podstaté jednu z nasleduijicich
aminokyselinovych sekvenci:
aminokyseliny 1 aZ 437 ze sekvence id. &. 2;
2;
2;

X

aminokyseliny 1 aZ 409 ze sekvence id.

(e

aminokyseliny 1 aZ 401 ze sekvence id.
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aminokyseliny 22 aZ 437 ze sekvence id. &. 2;
aminokyseliny 22 aZ 409 ze sekvence id. ¢. 2;
aminokyseliny 22 aZ 401 ze sekvence id. ¢C. 2;

nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu nebo jeho biologicky

aktivni wvarianty,

pro vyrobu léku k léCeni proliferativnich onemocnéni.

8. Pouziti podle naroku 7, kde proliferativnich onemocnéni je

vybrdno =ze skupiny obsahujici myeloproliferativni nemoci,
p. vera, esencidlni trombocytémii, myelofibrézu, CML, vSechny
leukémie, lymfomy a solidni nadory.

9. PouZiti polynukleotidu obsahujiciho v podstaté& jednu

z nasledujicich nukleotidovych sekvenci:

nukleotidy 1 aZ 1600 ze sekvence id. C. 1;

nukleotidy 36 aZ 1346 ze sekvence id. C. 1;
nukleotidy 36 aZ 1262 ze sekvence id. ¢&. 1;
nukleotidy 36 aZ 1238 ze sekvence id. &. 1;
nukleotidy 39 aZ 1346 ze sekvence id. &. 1;
nukleotidy 39 aZ 1262 ze sekvence id. ¢. 1;
nukleotidy 39 aZ 1238 ze sekvence id. ¢. 1;
nukleotidy 99 aZ 1346 ze sekvence id. &. 1;
nukleotidy 99 aZ 1262 ze sekvence id. C. 1;
nukleotidy 99 aZ 1238 ze sekvence id. ¢&. 1;

nebo jeho fragmentu nebo jeho varianty

pro vyrobu léku k potlaCeni rustu bunék.

10. Pouziti polynukleotidu obsahujiciho v podstaté jednu

z nasledujicich nukleotidovych sekvenci:
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nukleotidy 1 aZ 1600 ze sekvence id. &. 1;

(o3

nukleotidy 36 aZ 1346 ze sekvence id.
nukleotidy 36
nukleotidy 36
nukleotidy 39
nukleotidy 39
nukleotidy 39
nukleotidy 99
nukleotidy 899

~e

Cx

1262 ze sekvence id.

[\
N¢

~e

¢

1238 ze sekvence id.

~e

AY]
N¢

X

1346 ze sekvence id.

~e

[+
N¢

1262 ze sekvence id.

V1]
N¢

¢

1238 ze sekvence id.

~e

W
N¢

¢

1346 ze sekvence id.

~e

[\
N¢

¢

1262 ze sekvence id.

[}

N¢
(¢ ¢
e T T e T R e R
~o ~e ~e

nukleotidy 99 aZ 1238 ze sekvence id.
nebo jeho fragmentu nebo jeho varianty

pro vyrobu léku k léCeni proliferativnich onemocnéni.

11. PouZiti podle néaroku 10, kde proliferativnich onemocnéni
je vybrano ze skupiny obsahujici myeloproliferativni nemoci,
p. vera, esencidlni trombocytémii, myelofibrézu, CML, v3echny

leukémie, lymfomy a solidni néadory.
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Obr. 1

AAAAGCAGAAAGAGATTACCAGCCACAGACGGGTCATGAGCGCGGTATTACTGCTGGCCCTCC
TGGGGTTCATCCTCCCACTGCCAGGAGTGCAGGCGCTGCTCTGCCAGTTTGGGACAGTTCAGC
ATGTGTGGAAGGTGTCCGACCTGCCCCGGCAATGGACCCCTANGAACACCAGCTGCGACAGCG
GCTTGGGGTGCCAGGACACGTTGATGCTCATTGAGAGCGGACCCCAAGTGAGCCTGGTGCTCT
CCAAGGGCTGCACGGAGGCCAAGGACCAGGAGCCCCGCGTCACTGAGCACCGGATGGGCCCCG
GCCTCTCCCTGATCTCCTACACCTTCGTGTGCCGCCAGGAGGACTTCTGCAACAACCTCGTTA
ACTCCCTCCCGCTTTGGGCCCCACAGCCCCCAGCAGACCCAGCGATCCTTGAGGTGCCCAGTCT
GCTTGTCTATGGAAGGCTGTCTGGAGGGGACAACAGAAGAGATCTGCCCCAAGGGGACCACAC
ACTGTTATGATGGCCTCCTCAGGCTCAGGGGAGGAGGCATCTTCTCCAATCTGAGAGTCCAGG
GATGCATGCCCCAGCCAGGTTGCAACCTGCTCAATGGGACACAGGAAATTGGGCCCGTGGGTA
TGACTGAGAACTGCAATAGGAAAGATTTTCTGACCTGTCATCGGGGGACCACCATTATGACAC
ACGGAAACTTGGCTCAAGAACCCACTGATTGGACCACATCGAATACCGAGATGTGCGAGGTGG
GGCAGGTGTGTCAGGAGACGCTGCTGCTCATAGATGTAGGACTCACATCAACCCTGGTGGGGA
CAAAAGGCTGCAGCACTGTTGGGGCTCAAAATTCCCAGAAGACCACCATCCACTCAGCCCCTC
CTGGGGTGCTTGTGGCCTCCTATACCCACTTCTGCTCCTCGGACCTGTGCAATAGTGCCAGCA
GCAGCAGCGTTCTGCTGAACTCCCTCCCTCCTCAAGCTGCCCCTGTCCCAGGAGACCGGCAGT
GTCCTACCTGTGTGCAGCCCCTTGGAACCTGTTCAAGTGGCTCCCCCCGAATGACCTGCLCCCA
GGGGCGCCACTCATTGTTATGATGGGTACATTCATCTCTCAGGAGGTGGGCTGTCCACCAAAA
TGAGCATTCAGGGCTGCGTGGCCCAACCTTCCAGCTTCTTGTTGAACCACACCAGACAAATCG
GGATCTTCTCTGCGCGTGAGAAGCGTGATGTGCAGCCTCCTGCCTCTCAGCATGAGGGAGGTG
GGGCTGAGGGCCTGGAGTCTCTCACTTCGGGGGTGGGGCTGGCACTGGCCCCAGCGCTGTGGT
GGGGAGTGGTTTGCCCTTCCTGCTAACTCTATTACCCCCACGATTCTTCACCGCTGCTGACCA
CCCACACTCARCCTCCCTCTGACCTCATAACCTAATGGCCTTGGACACCAGATTCTTTCCCAT
TCTGTCCATGAATCATCTTCCCCACACACAATCATTCATATCTACTCACCTAACAGCAACACT
GGGGAGAGCCTGGAGCATCCGGACTTGCCCTATGGGAGAGGGGACGCTGGAGGAGTGGCTGCA

TGTATCTGATAATACAGACCCTGTC
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Obr. 2

MSAVLLLALLGFILPLPGVQA~-~LLCQFGTVQHVWKVSDLPRQWTPKNTSCD
SGLGCQDTLMLIESGPQVSLVLSKGCTEAKDQEPRVTEHRMGPGLSLISY
TFVCRQEDFCNNLVNSLPLWAPQPPADPGSLRCPVCLSMEGCLEGTTEEI
CPKGTTHCYDGLLRLRGGGIFSNLRVQGCMPQPGCNLLNGTQEIGPVGMT
ENCNRKDFLTCHRGTTIMTHGNLAQEPTDWTTSNTEMCEVGQVCQETLLL
IDVGLTSTLVGTKGCSTVGAQNSQRTTIHSAPPGVLVASYTHFCSSDLCN
SASSSSVLLNSLPPQAAPVPGDRQCPTCVQPLGTCSSGSPRMTCPRGATH
CYDGYIHLSGGGLSTKMSIQGCVRQPSSFLLNHTRQIGIFSARBKRDVQP
PASQHEGGGAEGLESLTWGVGLALAPALWWGVVCPSC
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