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Nazev prihlasky vyndlezu:
Fibroplastovy riistovy faktor-10

Anotace:

Lidské polypeptidy FGF-10 a DNA (RNA) ko-
dujici tyto polypeptidy FGF-10. Postup vyroby
téchto peptidli rekombinanénimi metodami.
Zpthsoby pouZiti tohoto polypeptidu ke stimu-
laci revaskularizace, k o8etfovani ran a k pro-
vencli neuronalniho po8kozeni. Antagoniské
proti témto polypeptidlim a jejich pouziti jako
terapeutickych  prostfedk k prevenci
abnormalni proliferace bunék, hypervasku-
larnich onemocnéni a proliferace epitelidlnich
bunék ¢ofky. Diagnostické zplsoby pro de-
tekci mutaci v kodujici sekvenci FGF-10 a
zmén koncentrace proteinu FGF-10 ve vzorku
ziskaném od hostitele.




W 2604 -5¢

!
t
i
!
1
i
)

- | =@ -
. 5"_5‘ B ::: W
Fibroblastovy ristovy faktor-10 Tl Ee - .
{ Z o é‘ < o« - D
s =0 =y S AR
’ ~- = i w0 e~ =z
) | = = ! & ~1
Oblast techniky 1 s ——

Vyndlez se tykad nové identifikovanych polynuklectida,
polypeptidd kédovanych témito polynukleotidy, pouZiti té&chto
polynukleotidl a polypeptida a vyroby téchto polynukleotidd a
polypeptidul. Polypeptidy podle vynalezu jsou  konkrétné
fibroblastovy rastovy faktor-10/heparin vézajici rﬁstovy
faktor-10, dale oznadované jako ,FGF-10“. Vynalez se rovn&s

tykd inhibice plisobeni té&chto polypeptida.

Dosavadni stav techniky

Fibroblastové rastové faktory Jjsou skupina proteinu,
charakteristickych vazbou na heparin, a proto se také
nazyvaji heparin vazajici rastové faktory (HBGF). Exprese
raznych té&chto proteinf byla zjidténa v rfliznych tkanich a
dochdzi k ni pod zvlaitni &asovou a prostorovou kontrolou.
Tyto proteiny jsou u¢innymi mitogeny pro ruzné buiiky
mesodermdlniho, ektodermadlniho a endodermalniho ptavodu,
zahrnujici fibroblasty, kornealni a vaskuldrni endothelidlni
buniky, granulocyty, adrenalni kortikdlni bunky, chondrocyty,
myoblasty, buiiky vaskularniho hladkého svalstva, epitelidlni
bunky &oclky, melanocyty, keratinocyty, oligodendrocyty,

astrocyty, osteoblasty a hematopoietické buiky.

KaZdy =z téchto proteini ma funkce pfekryvajici se
S jinymi a rovndi své Jedine¢né spektrum funkci. Kromd
schopnosti stimulovat proliferaci vaskularnich
endothelialnich bun&k je jak FGF-1, tak FGF-2 chemotakticky
pro endothelialni bufiky a u FGF-2 se zjistilo, Ze umoZiuje

endothelidlnim burikam pronikat zakladovou membranou.
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V souladu s témito vlastnostmi m& FGF-1 i FGF-2 schopnost
stimulovat angiogenesi. Dal3im vyznamnym rysem téchto
" rustovych faktori je jejich schopnost podporovat hojeni ran.
Mnozi dal3i &lenové skupiny FGF sdileji s FGF-1 a FGF-2
podobné ucinky, jako je podpora angiogenese a hojeni ran. U
nékterych ¢&lend genové rodiny FGF se ukazalo, 3Ze indukuji
tvorbu mesodermu a moduluji diferenciaci neuronovych bunék,

adipocytd a bunék kosterniho svalstva.

Kromeé teéchto biologickych aktivit v normalnich tkanich
se proteiny FGF ucastni podpory tumorigenese v karcinomech a
sarkomech podporovanim vaskularizace nadort a jako

transformujici proteiny, je-1li jejich exprese deregulovéna.

Skupina FGF v soufasné dob& sestava z osmi strukturné
pfibuznych polypeptidl. Geny pro kazdy z nich byly klonovany
a sekvenovany. Dva ze Clent, FGF-1 a FGF-2, byly
- charakterizovdny pod rlznymi nazvy, ale nejcastéji Jjako
bazicky, resp. kysely fibroblastovy rlstovy faktor. Normalni
genové produkty ovliviuji obecnou prolifera&ni schopnost
vétSiny bunék odvozenych od mesodermu a neuroektodermu. Jsou
schopny indukovat angiogenesi in vivo a mohu hrat vyznamno
roli v raném vyvoji (Burgess, W.H. a Maciag, T., Annu. Rev.
Biochem., 58:575-606 (1989)).

Eukaryoticky expresni vektor, kédujici vylucovanou formu
FGF-1, byl zaveden genovym p¥enosem do prase&ich tepen. Tento
model definuje funkci genu v arterialni sténd& in vivo.
Exprese FGF-1 vyvolala v prasedich tepnach 21 dni po genovém
pfenosu intimdlni zesileni (Nabel, E.G., a d., Nature,
362:844-6 (1993)). Dale bylo demonstrovano, 3e bazicky
fibroblastovy rastovy faktor mOZe regulovat rust a progresi
'gliomﬁ nezavisle na své roli pfi angiogenesi nadortl a Ze toto
pusobeni miZe vyZadovat uvolfiovani nebo vylucovani bazického
fibroblastového rustového faktoru (Morrison, R.S. a d., J.
Neurcsci. Res., 34:502-9 (1993)).




Fibroblastové ristové faktory, jako je bazicky FGF, se
dadle ucastni rlUstu buné&k Kaposiho sarkomu in vitro (Huang,
¥Y.Q., a d., J. Clin. Invest., 91:1191-7 (1993)). Déale byla
'sekvence CDNA, koédujici lidsky bazicky fibroblastovy rustovy
faktor, klonovdna za transkrip&ni promotor, rozpoznavany RNA
polymerasou bakteriofaga T7. Bylo zji3té&no, Ze takto ziskané
bazické fibroblastové rastové faktory maji v testech
mitogenicity, syntézy plasminogenového aktivéatoru a
angiogenese biologickou aktivitu nerozliSitelnou od 1lidského
placentdrniho fibroblastového rustového faktoru (Squires,
C.H., a d., J. Biol. Chem. 263:16297-302 (1988)).

Patent US 5,155.214 popisuje v podstatd &isté savei
bazické fibroblastové rlstové faktory a jejich vyrobu. Je
uvedena sekvence aminokyselin hové&ziho a lidského bazického
fibroblastového rlstového faktoru, stejn& jako sekvence DNA,

kdéddujici polypeptid hov&ziho faktoru.

Polypeptid podle vynélezu byl pfedb&Zn& identifikovan
jako ¢len skupiny FGF v disledku homologie sekvence

aminokyselin s ostatnimi &leny skupiny FGF.

Podstata vyndlezu

Pfedmétem vyndlezu Jjsou nové maturované polypeptidy,
tvofené FGF-10 a jeho biologicky aktivnimi a diagnosticky
nebo terapeuticky pouZitelnymi fragmenty, analogy a derivaty.

Polypeptidy podle vyndlezu jsou lidského pivodu.

Pfedmétem = vyndlezu Jjsou rovné&Z izolované molekuly
nukleovych kyselin kédujici FGF-10, zahrnujici mRNA, DNA,
- CDNA, genomovou DNA a Jjejich antimedidtorové analogy a
biologicky aktivni a diagnosticky nebo terapeuticky

vyuZitelné fragmenty.

Dale je pfedmétem vyndlezu zpusob vyroby takovéhoto

polypeptidu rekombinad¢nimi metodami s pouZitim rekombinadnich




vektorll, jako Jjsou klonovaci a expresni plasmidy, pouZitelné
pfi rekombinaéni vyrobé& proteini FGF-10, a rekombinadnich
prokaryotickych a/nebo eukaryotickych hostitelskych bunék

~zahrnujicich sekvenci nukleové kyseliny lidského FGF-10.

Déle Jje predmétem vyndlezu zpusob pouZiti takovéhoto
polypeptidu nebo polynukleotidu kédujiciho takovy peptid
k terapeutickym Uc¢ellm, napfiklad k podpofe hojeni ran,
popélenin a vied(, k prevenci neuronélniho poSkozeni
v disledku neurondlnich poruch a k prevenci starnuti pokoZky

a uUbytku vlast.

Dadle Jsou predmétem vyndlezu protilatky proti témto

polypeptidim.

Dale Jjsou pfedmétem vyndlezu antagonisté proti témto
polypeptidim, kterych je moZno pouZit k inhibici puUsobeni
takového polypeptidu, napfiklad pfi 1écbé nadort a

hypervaskularnich onemocnéni.

Dale jsou predmétem vynalezu sondy nukleovych kyselin,
zahrnujici molekuly nukleovych kyselin o dostate&né délce pro

specifickou hybridizaci se sekvencemi lidského FGF-10.

Déle jsou pfedmétem vyndlezu diagnostické testy pro
detekci onemocneéni nebo nachylnosti k onemocnénim,
souvisejicim s mutacemi sekvenci nukleovych kyselin FGF-10

nebo s hyperexpresi polypeptidl kdédovanych témito sekvencemi.

Dédle Jje predmétem vyndlezu 2zplsob pouZiti téchto
polypeptidl nebo polynukleotidl kédujicich tyto polypeptidy
pro UCely in vitro, souvisejici s vé&deckym vyzkumem, syntézou

DNA a vyrobou vektorl DNA.

Vynalez se v jednom aspektu tykd izolovanych molekul
nukleovych kyselin (polynukleotid), které kéduji maturovany
" polypeptid, jehoZ odvozend sekvence aminokyselin je zobrazena
na obr. 1 (SEQ ID NO 2), nebo maturovany polypeptid kdédovany
¢DNA klonu uloZeného 4.3.1994 u ATCC pod &islem 75696.




Polynukleotid podle vynadlezu byl objeven nejdiive
v knihovné cDNA, odvozené od 8tydenni lidské tkané &Easného
stadia a pak byla nalezena cDNA plné délky v knihovnd
odvozené od lidské mandle. Je strukturné p¥ibuzny viem &lentm
. rodiny genl fibroblastového rustového faktoru a obsahuje
otevfeny Cteci ramec kébdujici polypeptid o 181
aminokyselinach. Mezi vrcholné shody pat¥i: 1) 37% identita a
67% sekvencni podobnost s FGF-9, izolovanym z mozku, v uUseku
129 aminokyselin; 2) 36% identita a 64% podobnost s FGF-7
(keratinocytovy rustovy faktor) v oblasti 121 aminokyselin;
3) 33% identita a 55% podobnost s FGF-1 (kysely FGF) v dseku
110 aminokyselin. Kromé toho je v polypeptidu podle vynalezu
zachovéana signatura skupiny FGF/HBGF, tj.
GXLX(S,T,A,G)X6(D,E)CXFXE (X znamena zbytek kterékoli
aminokyseliny, (D,E) znamend bud zbytek D nebo E, X6 znamena

6 jakychkoli zbytkl aminokyselin).

Polynukleotid podle vyndlezu miZe byt ve form& RNA nebo
ve form& DNA, pfifem? DNA zahrnuje cDNA, genomovou DNA a
" syntetickou DNA. DNA miiZe byt dvoufetézcova nebo
jedno¥et&zcova. Kdédujici sekvence, kterd koéduje maturovany
polypeptid, miZe byt identicka s kédujici sekvenci uvedenou
na obr. 1 (SEQ ID NO 1) nebo s kédujici sekvenci uloZeného
klonu, nebo to miZe byt odliZna kédujici sekvence v duasledku
repetice nebo degenerace genetického koédu, kterda kéduje
tentyZ maturovany polypeptid jako DNA na obr. 1 (SEQ ID NO 1)

nebo uloZend cDNA.

Polynukleotid, ktery kéduje maturovany polypeptid podle
obr. 1 (SEQ ID NO 2) nebo maturovany polypeptid kédovany
uloZenou cDNA, mluZe zahrnovat: pouze kédujici sekvenci pro
maturovany polypeptid; kédujici‘ sekvenci pro maturovany
polypeptid a dal3i kédujici sekvenci, jako je vedouci nebo
~sekrelni sekvence nebo sekvence proproteinu; kédujici
sekvenci pro maturovany polypeptid (a popfipadé dalsi

kodujici sekvenci) a nekdédujici sekvenci, jako jsou introny




nebo nekédujici sekvence 5’ a/nebo 3 kédujici sekvence pro

maturovany polypeptid.

Vyraz ,polynukleotid kbdujici  polypeptid® zahrnuje
polynukleotid, ktery obsahuje pouze kédujici sekvenci pro
~polypeptid, stejn& jako polynukleotid, ktery obsahuje dalsi

kédujici a/nebo nekédujici sekvenci.

Pfedmét vynidlezu se dale tykd variant vyse popsanych
polynukleotida, které koduji fragmenty, analogy a derivaty
polypeptidu, majiciho odvozenou sekvenci aminokyselin podle
obr. 1 (SQ ID NO 2), nebo polypeptidu kédovaného cDNA
uloZeného klonu. Variantami  polynukleotidu mohou byt
pfirozené se vyskytujici alelické varianty polynukleotidu

nebo varianty polynukleotidu, pEirozené se nevyskytujici.

Vynalez tedy zahrnuje polynukleotidy kédujici tentys
maturovany polypeptid, jaky je znadzornén na obr. 1 (SEQ ID NO
2), nebo tentyZ maturovany polypeptid, jaky je kédovan cDNA
uloZeného klonu, stejné& jako varianty téchto polynukleotidd,
které.kéduji fragment, derivat nebo analog polypeptidu podle
"obr. 1 (SEQ ID NO 2) nebo polypeptid kédovany cDNA uloZeného
klonu. Takové nukleotidové varianty zahrnuji deleé&ni,

substituéni a adi&ni nebo inseré&ni varianty.

Jak vySe uvedeno, polynukleotid mtZe mit kédujici
sekvenci, kterou Jje pFirozend se vyskytujici alelicka
varianta kédujici sekvence znazorn&né na obr. 1 (SEQ ID NO 1)
nebo kdédujici sekvence uloZeného klonu. dJak zndmo, alelicka
varianta je alternativni forma polynukleotidové sekvence,
ktera miZe mit substituci, deleci nebo adici jednoho nebo
vice nukleotidll, ktera podstatnd nemdni funkci kdédovaného

polypeptidu.

Vynalez zahrnuje rovnész polynukleotidy, kde mlZe byt
kédujici sekvence maturovaného polypeptidu fuzovana v tomtész
“Ctecim ramci s polynukleotidovou sekvenci, ktera napomahé
expresl a sekreci polypeptidu z hostitelské bunky, napriklad

s vedouci sekvenci, ktera funguje jako sekre&ni sekvence pro




kontrolu transportu polypeptidu =z bufiky. Polypeptid majici
vedouci sekvenci je preprotein a jeho vedouci sekvence maZe
byt odStépena hostitelskou buikou za vzniku maturované formy
polypeptidu. Polynukleotidy mohou rovnéZ kdédovat proprotein,
kterym je maturovany protein plus pfidané 5’-aminokyselinové
~zbytky. Maturovany protein, ktery m& prosekvenci, je
proprotein a jednad se o inaktivni formu proteinu. Jakmile ije

prosekvence od3tépena, zbyvad aktivni maturovany protein.

Polynukleotid podle vynédlezu tedy napfiklad miZe kdédovat
maturovany protein nebo protein s prosekvenci nebo protein

s prosekvenci i presekvenci (vedouci sekvenci).

Polynukleotidy podle vyndlezu mohou mit rovné&Z kédujici
sekvenci, fuzovanou v radmci s markerovou sekvenci, které
umoZiiuje ¢isténi polypeptidu podle vynadlezu. Markerovou
sekvenci miZe byt hexahistidinovy usek, dodany vektorem pQE-
9, umoZnujici <¢&isténi maturovaného polypeptidu, fuzovaného
s markerem, v pripadé bakteridlnilo hostitele, nebo napfiklad
miZe byt markerovou sekvenci hemaglutininovy (HA) usek,
pouii&é—li se savli hostitel, nap#iklad buiiky CO0S-7. Marker
' HA odpovidad epitopu, odvozenému od proteinu chfipkového
hemaglutininu (Wilson, I., a d., Cell, 37:767 (1984)).

Vynadlez se dale tykad polynukleotidli, které hybridizuji
s vySe popsanymi sekvencemi, je-li mezi sekvencemi alespoii
50%, pfednostné 70% identita. Vyndlez se zejména tyka
polynukleotidi, které hybridizuji s vyse popsanymi
polynukleotidy =za striktnich podminek. Vyraz LStriktni
podminky"™ zde =znamend, Ze k hybridizaci dojde pouze pti
alesponn 95%, pFednostné alespofi 97% identité mezi sekvencemi.
Polynukleotidy, které hybridizuji s vyse popsanymi
polynukleotidy ve vyhodném provedeni, si uchovévaji
v podstaté stejnou biologickou funkci nebo aktivitu jako
maturovany polypeptid kddovany cDNA podle obr. 1 (SEQ ID NO

1) nebo uloZenou cDNA.
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Uvadéné uloZené vzorky budou uchovavéany podle
Budapestské smlouvy o) mezindrodnim uznavani uloZeni
mikroorganismid k u&elum patentového Fizeni. Tyto vzorky jsou
uloZeny pouze pro pohodlnost a nepfedstavuji pfipuiténi, e
by uloZeni bylo nutné podle § 112 USC 35. Sekvence
polynukleotidl obsaZenych v uloZenych materialech, stejné
- jJako sekvence aminokyselin polypeptidﬁ, které Jsou Jimi
kédovany, jsou zde zahrnuty formou odkazu a jsou rozhodujici
v pripadé jakéhokoli konfliktu se zde uvedenym popisem
sekvenci. K vyrobé&, pouZiti nebo prodeji uloZenych materialu
miZe byt vyZadovana licence a timto se Zadna takovad licence

neudéluje.

Vynalez se dale tyka polypeptidu FGF-10, ktery ma
odvozenou sekvenci aminokyselin podle obr. 1 (SEQ ID NO 2)
nebo ktery ma sekvenci aminokyselin kdédovanou uloZenou CDNA,
stejné jako fragmentu, analogl a derivatlt takovéhoto

polypeptidu.

Vyrazy ,fragment", ”derivét“ a ,analog™ s odkazem na
polypeptid podle obr. 1 (SEQ ID NO 2) nebo polypeptid
~kbébdovany uloZenou cDNA znamenaji polypeptid, ktery si
uchovavé v podstaté stejnou biologickou funkci nebo aktivitu
jako tento polypeptid. Analog tedy zahrnuje proprotein, ktery
miZe byt aktivovan od&tépenim proproteinové Casti za vzniku

aktivniho maturovaného polypeptidu.

Polypeptidem podle vynalezu mlZe byt rekombina&ni
polypeptid, p¥firodni polypeptid nebo synteticky polypeptid,
pfednostné rekombina&ni polypeptid.

Fragment, derivat nebo analog polypeptidu podle obr. 1
(SEQ ID NO 2) nebo polypeptidu kédovaného uloZenou cDNA mliZe
byt (i) takovy, v némZ je Jeden nebo vice aminokyselinovych
zbytka nahrazeno konzervativnim nebo nekonzervativnim
aminokyselinovym zbytkem (pfednostné konzervativnim
aminokyselinonm zbytkem) a timto dosazenym aminokyselinovym

Azbytkem miZe nebo nemusi byt zbytek kdédovany genetickym




kédem, nebo (ii) takovy, vV némz jeden nebo vice
aminokyselinovych =zbytkll obsahuje substituentovou skupinu,
nebo (iii) takovy, v némZ je maturovany polypeptid fizovan
$ Jjinou slouCeninou, Jjako je sloucenina zvy3ujici poloéas
polypeptidu (napfiklad polyethylenglykol), nebo (iv) takovy,
v némZ jsou k maturovanému peptidu fazovany dalsi
aminokyseliny, jako Jje vedouci nebo sekrecni sekvence nebo
" sekvence, ktera se pouZiva pro ¢isténi maturovaného
polypeptidu nebo proproteinové sekvence. Tyto fragmenty,
derivaty a analogy se povazuji za spadajici do rozsahu

znalosti odbornika na zakladé& zde uvedenych udaju.

Polypeptidy a polynukleotidy podle vynalezu se
pfednostné vyskytuji v izolované formé& a prednostnd Jjsou

¢istény do homogenity.

Vyraz ,izolovany“ znamend, Ze materidl je odd&len od
svého puvodniho prostfedi (napfiklad pfirozeného prostredi,
vyskytuje-1i se prirozené) . Napfiklad pfirozené se
vyskytujici polynukleotid nebo polypeptid pfitomny v Zivém
ZivoCichovi se neizoluje, ale tentyZ polynukleotid nebo DNA
nebo © polypeptid, oddéleny od nékterych  nebo vSech
-doprovodnych materidld v pfirozeném systému, se izoluje.
Izoluje se i v pfipadé, Ze je polynukleotid soucasti vektoru
a/nebo kdyZ je polynukleotid nebo polypeptid soudasti smési,
protoZe takovy vektor nebo smd&s neni soucasti jeho

pfirozeného prostredi.

Vynélez se tyka rovnéz vektora, kteréd zahrnuji
polynukleotidy podle vyndlezu, hostitelskych bunék, které
jsou podrobeny genetické manipulaci pomoci vektorll podle
vyndlezu a vyroby polypeptidl podle vyndlezu rekombina&nimi

metodami.

Hostitelské buniky mohou byt podrobeny genetické
manipulaci (transdukci nebo transformaci nebo transfekci)
pomoci vektorl podle vynadlezu, kterymi mohou byt napfiklad

. klonovaci vektory nebo expresni vektory. Vektor miZe byt
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naptriklad ve forms plasmidu, virové Castice, faga atd. Takto
manipulované hostitelské burfiky  mohou byt kultivovany
v konvenénim Zivném médiu, pfisludné modifikovaném pro
aktivaci promotort, selekci transformanti nebo amplifikaci
genl FGF-10. Podminky kultivace, jako je teplota, pH apod.,
jsou stejné, Jjaké byly pouZity u hostitelské buniky zvolené

Pro expresi, a jsou bé&Znému odbornikovi zfejmé.

Polynukleotid podle vynalezu miZe byt pouZit pro vyrobu
peptidu rekombinadnimi metodami. Napfiklad mnGzZe byt
polynukleotidovd ‘sekvence zahrnuta do jednoho =z ruznych
expresnich médii, zejména vektoru nebo plasmidd pro expresi
polypeptidu. Tyto vektory zahrnuji chromosomélni,
nechromosomdlni a syntetické sekvence DNA, napfiklad derivaty
SV40; bakterialni plasmidy; fagovou DNA; kvasinkové plasmidy;
vektory odvozené od kombinaci plasmidd a fagové DNA, viralni
DNA, Jjako je virus vakcinie, adenovirus, virus dribeZich
neStovic a pseudorabies. Je v&ak moZzno pouZit i jakéhokoli
jiného vektoru nebo plasmidu, pokud jsou v hostiteli

replikovatelné a Zivotaschopné.

PFisludné sekvence DNA mohou byt do vektoru vloZeny
riznymi postupy. Obecn& se sekvence DNA vkladd znémymi
" postupy do pfisludnych mist restrik&nich endonukleas. Tyto a

dal$i postupy spadaji do rozsahu znalosti odbornika.

Sekvence DNA v expresnim vektoru je operativné& navazéana
k pfisludné fidici sekvenci (im) (promotoru) pro Fizeni
syntézy mRNA. Jako pfiklady takovychto promotor je moZno
uvést promotor LTR nebo Sv40, lac nebo trp E. coli, promotor
P, fadga lambda a dal3i promotory, o nichZ je zndmo, Ze ¥idi
expresi genu v prokaryotickych nebo eukaryotickych burikach
nebo jejich virech. Expresni vektor obsahuje také misto vazby
ribosoml pro iniciaci translace a terminator transkripce.
Vektor mbZe rovnész obsahovat prislugné sekvence pro

amplifikadni expresi.
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Expresni vektory déle prednostné obsahuji gen
poskytujici fenotypicky rys pro selekci transformovanych
hostitelskych bunék, Jjako Jje dihydrofoladt reduktasa nebo
neomycinovd rezistence pro eukaryotickou bunééncu kulturu

nebo tetracyklinovd nebo ampicilinovad rezistence v E. coli.

Vektor, obsahujici vySe popsanou pfisluSnou sekvenci DNA
stejné jako pfislusny promotor nebo fidici sekvenci, miZe byt
pouZit k transformaci vhodného hostitele, a tak umoZnit
. expresi proteinu hostitelem. Jako pfiklady vhodnych hostitelt
je moZno uvést bakteridlni bunky, jako je E. coli, Salmonella
typhimurium, Streptomyces; bufiky plisni, jako jsou kvasinky;
hmyzi buriky, jako je Drosophila S2 a Spodoptera Sf9; zvifeci
buriky, Jjako jsou CHO, COS nebo BowesUv melanom; adenoviry,
rostlinné buniky atd. Vybér vhodného hostitele se povaZuje za

zfejmy pro odbornika na zdkladé zde uvedenych udaju.

' Vynalez konkrétné rovnéi zahrnuje rekombinadéni
konstrukty, zahrnujici Jjednu nebo vice vySe podrobné
popsanych sekvenci. Konstrukty obsahuji vektor, Jjako Je
plasmid nebo virdlni vektor, do néhoZ byla vloZena sekvence
podle vyndlezu v pfimé nebo zpétné orientaci. Ve vyhodném
provedeni vynalezu konstrukt dale obsahuje reguladéni
sekveﬁce, zahrnujici napfiklad promotor, operativné vazany
'k sekvenci. Odbornikovi jsou znamy a obchodn& jsou dostupné
ruzné vhodné vektory a promotory. Jako pfiklady se uvadéji
tyto vektory: Bakteridlni: pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pBS,
phagescript, psiX174, pBluescript SK, pBsKS, pNH8a, pNH16a,
pNH18a, pNH46a (Stratagene); pTRC99A, pKK223-3, pKK233-3,
PDR540, pRITS (Phramacia). Eukaryotické: pWLneo, pSV2cat,
p0G44, pXTl, pSG (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL
(Pharmacia). Mohou v3ak byt pouZity jakékoli dalsi vektory
nebo plasmidy, pokud Jjsou v hostiteli replikovatelné a

Zivotaschopné.

Promotorové oblasti mohou byt z kteréhokoli poZadovaného

genu selektovany pomoci vektoru CAT (chloramfenikol
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transferasa) nebo jinych vektoru se selektovatelnymi markery.
Dvéma vhodnymi vektory Jjsou pKK232-8 g pCM7. Konkrétni
jmenovité bakterialni promotory zahrnuji lacr, lacz, T3, 717,
gpt, lambda Py, P, a trp. Eukaryotické promotcry zahrnuji
bezprost¥edni casny CMV, HSV thymidin kinasu, ¢asny a pozdni
Sv40, LTR z retrovird a my$i metallothionein-I. Volba
vhodného vektoru a promotoru spadd zcela do Urovné bé&Znych

znalosti v oboru.

V dal$im provedeni se vynalez tyka hostitelskych buné&k
" obsahujicich vyse popsany konstrukt. Hostitelskou bufikou maze
byt vys5i eukaryoticka burika, jako je sav&i burnika, nebo niz3i
eukaryotickd butika, jako je kvasinkova buifika, nebo ji mizZe
byt prokaryoticka buiika, jako je bakterialni bufika. Zavedeni
konstruktu do hostitelské buiiky mlhZe byt provadéno transfekci
fosfore&nanem vapenatym, transfekci zprostfedkovanou DEAE-
Dextranem nebo elektroporaci (Davis, L., Dibner, M., Battey,
I., Basic Methods in Molecular Biology, 1986)).

Konstrukty v hostitelskych buitikdch mohou byt pouZity
bé&Znym zplsobem k vyrobé& genového produktu kédovaného
rekombinaéni sekvenci. Alternativné Jje moZno polypeptidy
podle vynalezu vyrabét synteticky pomoci konvenénich

peptidovych syntetizatorn.

Maturované proteiny mohou byt exprimovany v sav&ich
buiikach, kvasinkach, bakteriich nebo dalZich bufikidch pod
kontrolou pfislusdnych promotord. K vyrob& téchto proteind
mohou byt rovnéz pouZity bezbun&&né transla&ni systémy
S pouZitim RNA, odvozenych od konstruktd DNA podle vynélezu.
Vhodné klonovaci a expresni vektory pro pouZiti
v prokaryotickych a eukaryotickych hostitelich jsou popsany
v Sambrook a d., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
druhé vydani, (Cold Spring Harbor, N.Y., 1989), kteraito

publikace je zde zahrnuta jako odkaz.

Transkripce DNA, kédujici polypeptidy podle vynalezu,

vy3simi eukaryoty, se zZvysi zavedenim zesilovaci




(enhancerové) sekvence do vektoru. Enhancery Jjsou elementy
DNA, pusobici v poloze cis, obvykle o asi 10 aZ 300 bp, které
plsobi na promotor za U¢elem zvyZeni jeho transkripce. Jako
ptiklady Jje moZno uvést enhancer SV40 na pozdni strané
po&atku replikace (bp 100 aZz 270), enhancer ¢asného promotoru
cytomegaloviru, polyomovy enhancer na pozdni strané podatku

replikace a adenovirové enhancery.

Rekombinad¢ni expresni vektory obecné obsahuji pocatek
replikace a selektovatelné markery, umoZnujici transformaci
~hostitelské bufiky, napfiklad gen ampicilinové rezistence E.
coli a gen S. cerevisiae TRPl, a promotor odvozeny od vysoce
exprimovaného genu k fizeni transkripce strukturni sekvence
po sméru exprese. Takové promotory mohou byt odvozeny od
operonli kédujicich glykolytické enzymy, jako je mezi jinymi
3-fosfoglycerat kinasa (PGK), faktor a, kysela fosfatasa nebo
proteiny teplotniho 3oku. Heterologni strukturni sekvence je
nastavena do pfrisludné faze s translacéni, iniciaéni a
termina¢ni sekvenci. PFfipadné miZe heterologni sekvence
kdédovat fuzni protein, zahrnujici N-termindlni identifikaéni
peptid dodéavajici ©poZadované charakteristiky, naptiklad
stabilizaci nebo zjednodusené cisténi exprimovaného

rekombinad¢niho produktu.

Vhodné expresni vektory pro bakteridlni pouZiti se
" konstruuji vloZenim strukturni sekvence DNA, kédujici
poZadovany protein, spolu s vhodnymi translac¢nimi,
iniciaénimi a terminaénimi signdly v operativné <cteci fazi
s funkénim promotorem. Vektor obsahuje Jjeden nebo vice
fenotypickych selektovatelnych markeril a pocdatek replikace,
aby bylo zajisténo zachovani wvektoru, a je-li to Zadouci,
dosaZeno amplifikace v hostiteli. Vhodni prokaryoticti
hostitelé pro transformaci zahrnuji E. coli, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium a ruzné druhy rodu
Pseudomonas, Streptomyces a Staphylococcus, av3ak je mozno

podle potfeby volit i jiné.
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Jako neomezujici pfiklady vhodnych expresnich vektord
pro bakteridlni pouZiti je moZno uvést vektory obsahujici
selektovatelny marker a bakterialni pocatek replikace,
odvozené od koméréné dostupnych plasmidi, zahrnujicich
genetické elementy znamého klonovaciho vektoru pBR322 (ATCC
37017). Takové komerd&ni vektory zahrnuji nap¥iklad pPKK223-3
(Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Svédsko) a GEML (Promega
Biotec, Madison, WI, USA). Tyto ,fet&zcové™ sekce pBR322 Jsou
kombinovadny v pfisludnym promotorem a strukturni sekvenci,

kterd mé& byt exprimovana.

Po transformaci vhodného hostitelského kmene a kultivaci
hostitelského kmene na pfisludnou hustotu bunék se zvoleny
promotor dereprimuje vhodnymi prostfedky (napfiklad zm&nou
teploty nebo chemickou indukci) a bunky se jesSté néjakou dobu
kultivuji.

Buiiky se izoluji nejcastéji odstredénim, rozrusi
fyzikdlnimi nebo chemickYmi prostfedky a vznikly surovy

extrakt se uchovad pro daldi &isténi.

Mikrobi&lni butiky, pouZivané pfi expresi protein®i, mohou
byt rozruSeny jakoukoli bé&%nou metodou, napfiklad cykly
zmrazovani a rozmrazovani, sonifikaci, mechanickym rozrudenim

nebo pouZitim lyza&nich prost¥edkd.

K expresi rekombinaéniho proteinu mohou byt rovnéz
.pouZity razné sav&i bund&né kultivacni systémy. Priklady
savCich expresnich systéma zahrnuji 1linie C0S-7 opi&ich
ledvinovych fibroblasti, popsané v Gluzman, Cell, 23:175
(1981), a dalsi bun&&né linie schopné exprese kompatibilniho
vektoru, napfiklad buné&&né linie Cl127, 3T3, CHO, HelLa a BHK.
SavCi expresni vektory obsahuji pocatek replikace, vhodny
promotor a enhancer a také veskera potfebnd mista vazby
ribosomi, polyadenyla&ni misto, mista donorll a akceptoru
sestfihu, terminaéni sekvence transkripce a 5’'-lemujici
neprepsané sekvence. K ziskani poZadovanych nepfepsanych

genetickych elementd je moZno pouZit sekvenci DNA, odvozenou
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od virdlniho genomu SV40, napfiklad po&itek sV40, Casny

promotor, enhancer, sestfih a polyadenyladni mista.

FGF-10 mliZe byt 2z rekombinadnich bun&énych kultur
izolovan a <¢idtén dosud znadmymi metodami, zahrnujicimi
srdZeni siranem amonnym nebo ethanolem, kyselou extrakci,
aniontoveé nebo kationtové vyménnou chromatografii,
chromatografii na fosfoceluléze, chromatografii s hydrofobni
interakci, afinitni chromatografii, hydroxyapatitovou
chromatografii a lektinovou chromatografii. Je moZno pouZit
stupfil opé&tného skladani proteinu, je-1li to nutné pro
kompletaci konfigurace maturovaného proteinu. Pro koned&né
- &isténi je mozZno pouzit vysokou&inné kapalinové

chromatografie (HPLC).

Polypeptidy podle vyndlezu mohou pfedstavovat ptrirozené
Cistény produkt nebo produkt chemickych syntetickych postuplt
nebo produkt ziskany rekombinacni technologii
z prokaryotického nebo eukaryotického hostitele (napriklad
bakteridlnimi, kvasinkovymi, vy33imi rostlinnymi, hmyzimi a
sav€imi  bunkami v kultufe). V zavislosti na hostiteli
pouZitém v rekombina¢ni produk&ni technologii mohou byt
polypeptidy podle vyndlezu glykosylovany savéimi nebo jinymi
eukaryotickymi uhlohydraty nebo mohou byt neglykosylované.
Polypeptidy podle vyndlezu mohou dale obsahovat pod&ated&ni

zbytek aminokyseliny methioninu.

Polypeptid podle vyndlezu miZe byt v disledku schopnosti
stimulovat vaskuldrni endotheliidlni buné&&ny rist pouZit pri
oSetfeni za ucelem stimulace revaskularizace ischemickych
tkédni v pripadé rdznych chorobnych stavi, jako je trombdza,

arteriosklerdza a dal3i kardiovaskularni choroby.

FGF-10 miZe byt rovndZ pouZit k oSetFfovani ran
v disledku poranéni, popédlenin, poopera&nich oprav tkané& a
viedl, ponévadZ m& schopnost mitogenné plsobit na ruzné typy
bunék, Jjako Jsou fibroblastové buniky a bunky kosterniho

svalstva.
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FGF-10 mlZe byt pouZit rovndi k oSettfovani a prevenci
neurondlniho posSkozeni, ke kterému dochazi prij uréithh
neurondlnich poruchach nebo neurovegetativnich stavech, jako
je Alzheimerova choroba, Parkinscnova choroba a komplex
souvisejici s AIDS. FGF-10 ma schopnost stimulovat rist
chondrocytt, a proto miZe byt pouzit K podpofe regenerace
kosti a periodontu a napomahat pri tkanovych transplantatech

a kostnich 5tépech.

FGF-10 mlZe byt rovnas pouzZit k prevenci starnuti
pokoZky v disledku opalovani pomoci stimulace rustu

keratinocytu.

FGF-10 mlZe byt pouzit i k prevenci dbytku vlasdy,
ponévadZ aktivuje buriky vlast a podporuje rist melanocytd. Na
stejném principu stimuluje FGF-10 ruast a diferenciaci
hematopoietickych bunék a bunék kostni dfené&, je-li pouZit

v kombinaci s dal&imi cytokiny.

FGF~10 mlZe byt rovn&s pouZit k uchovavani organli ptred
transplantaci nebo pPro uchovdvani buné&c¢né kultury primarnich
tkani.

Vynalez se dale tyka zplsobu pouZiti té&chto polypeptida
nebo polynukleotidn kéddujicich tyto polypeptidy pro ucely In
vitro souvisejici s védeckym vyzkumem, syntézou DNA, vyrobou
vektori DNA a pro ucel ziskavani diagnostickych a
terapeutickych prostfedka pro osetFovani lidskych onemocnéni.

Fragmenty plné délky genu FGF-10 mohou byt pouZity jako
hybridiza&ni sonda pPro knihovnu cDNA za udelem izolace plné
délky genu FGF-10 a k izolaci dalgich genu, které s nim maji
vysokou sekvené&ni podobnost nebo které maji  podobnou
biologickou aktivitu. Sondy tohoto typu maji obvykle alespon
20 bazi. Prednostné vsak sondy obsahuji alespoili 30 bazi a
obvykle nepfesahuji 50 badzi, 1 kdyZ mohou mit i vét3i pocdet
bdzi. Sonda muze byt pouZita také k identifikaci klonu cDNA
odpovidajiciho plné délce CLranskriptu a genomického klonu

nebo klonu, které obsahuji kompletni gen FGF-10 vd&etnd
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regulaénich a promotorovych oblasti, exonl a intronu.
Prikladem screeningu je izolace kédujici oblasti genu FGF-10
s pouZitim =znamé sekvence DNA Kk syntéze oligonukleotidové
sondy. Znacené oligonukleotidy, majici komplementarni
sekvenci k sekvenci genu podle vynalezu, se pouZivaji ke
screeningu knihovny lidské c¢DNA, genomové DNA nebo mRNA za

GCelem zjisténi, s kterymi ¢leny knihovny sonda hybridizuje.

Vynalez poskytuje zpusob identifikace receptorl pro
polypeptid FGF-10. Gen kédujici receptor mnize byt
identifikovan ruznymi metodami, znémymi odbornikim, napriklad
vyhleddvanim ligandl a tfidénim FACS (Coligan a d., Current
Protocols in Immun., kapitola 5 (1991)). JestliZe se
.pfipravuje polyadenylovana RNA z bunky odpovidajici
polypeptidim, pouZivd se prfednostné expresni klonovédni a
knihovna cDNA, vytvorend z této RNA, se rozdéli do soubora a
pouZije k transfekci bunék COS nebo Jjinych bunék, které
neodpovidaji polypeptidim. Transfikované bunky, které se
péstuji na sklenénych podloZnich sklic¢kach, se vystavi
znalenym polypeptidim. Polypeptidy mohou byt znaceny riznymi
prostfedky, zahrnujicimi jodaci nebo zabudovani
rozpoznavaciho mista pro mistné specifickou proteinkinasu. Po
fixaci a inkubaci se sklidka podrobi autoradiografické
analyze. Identifikuji se pozitivni soubory a pfipravi se
podsoubory, které se retransfikuji s pouZitim procesu
iterativniho seskupovani a rescfeeningu, ¢imZ se nakonec

ziska. jednotlivy klon, ktery kdéduje prepokladany receptor.

Jako alternativni pristup k identifikaci receptort mohou
byt znacené polypeptidy fotoafinitné navazany na bunéé&nou
membréanu nebo extraktové preparaty, které exprimuji
receptorovou molekulu. Zesitény materidl se roz$tépi pomoci
analyzy PAGE a vytavil rentgenovému filmu. Znaceny komplex,
obsahujici receptory polypeptidi, nize byt vyriznut,
rozS5tépen na peptidové fragmenty a podroben mikrosekvenovani
proteinli. Sekvence aminokyselin, ziskand mikrosekvenovanim,

se pouzZije ke konstrukci sady degenerovanych

.
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- oligonukleotidovych sond pro screening knihovny cDNA za

UCelem identifikace gent kédujicich predpokladané receptory.

Vynéalez poskytuje zpusob screeningu za Ucelem
identifikace slou&enin, které noduluji  plsobeni FGF-10.
Pfiklad takového testu zahrnuje kombinaci savég fibroblastové
buniky, FGF-10, slou¢eniny podrobované Screeningu a ‘*[H]-
thymidinu za podminek bunééné kultivace, za nichZ by
fibroblastova burika normalné proliferovala. Je moZno provést
kontrolni test V nepritomnosti slouceniny podrobované
Screeningu a porovnat s velikosti proliferace fibroblastd
Vv pfitomnosti testované slouCeniny za Udelem stanoveni, zda
sloucenina stimuluje proliferaci keratinocytl stanovenim

prijmu *[H]thymidinu v obou ptipadech.

Za UcCelem Screeningu na antagonisty je moZno ptipravit
stejny test a m&Fi se schopnost sloueniny branit proliferaci
fibroblastua a provede se stanoveni antagonistickych
vlastnosti. Velikost proliferace fibroblastovych bunék se
méri kapalnou scintila&ni chromatografii, jiz se méri

zabudovéni *[H]thymidinu.

V jiné metod& se sav&i bufika nebo membranovy preparéat,
exXprimujici receptor FGF-10, inkubuje se znacenym FGF-10
v p¥itomnosti slouceniny. Pak je moZno méfit schopnost
sloudeniny podporovat nebo blokovat tuto interakci.
Alternativné se méfi odpovéd druhého znamého messengerového
systému po interakci FGF-10 a -receptoru a porovnivad se
v pfitomnosti a nep¥itomnosti slou¢eniny. Takovéto druhé
. messengerové systémy zahrnuji, aniz by se na né omezovaly,
" CAMP guanylatcyklasuy, iontové kanalky nebo hydrolyzu

fosfoinositidu.

Jako pfiklady potencidlnich antagonistll FGF-10 je moZno
uvést protiladtku nebo v nékterych pripadech oligonukleotid,
ktery se vaZe na polypeptid. Alternativné mize byt
potencialnin antagonistou FGF-10 mutantni forma FGF-10, ktera

se vaZie na receptory FGF-10, av8ak neni vyvolana Zadna
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odpovéd druhého messengeru, a tudiZ Jje Ud¢inek FGF-10

-efektivné blokovan.

DalSim potencialnim - antagonistou FGF-10 je
antimedidtorovy konstrukt, pfipraveny antimedidtorovou
technologii. Antimedidtorovou technologii je moZno pouZit ke
kontrole exprese genl prostfednictvim tvorby trojité spiraly
nebo antimediidtorové DNA nebo RNA, kteréZto ob& metody jsou
zaloZeny na vazbé polynukleotidu na DNA nebo RNA. Napfiklad
5’-kédujici <Cast polynukleotidové sekvence, kterd kéduje
maturované polypeptidy podle vynéalezu, se pouZije ke
konstrukci antimedidtorového oligonukleotidu RNA o délce asi
10 aZz 40 parh bazi. Navrhne se oligonukleotid DNA tak, aby
byl komplementidrni k oblasti genu, u&astnici se transkripce
(trojita spirdla, viz Lee a d., Nucl. Acids Res., 6:3073
(1979); Cooney a d., Science, 241:456 (1988); a Dervan a d.,
‘Science, 251: 1360 (1991)), a tak branil transkripci a
produkci FGF-10. Antimedidtorovy oligonukleotid RNA
hybridizuje in vivo s mRNA a blokuje translaci molekuly mRNA
do polypeptidu FGF-10 (proti smyslu; Okano, J., Neurochem.,
56:560 (1991);, Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors
of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, FL (1988)). VysSe
popsané oligonukleotidy mohou byt rovn&Z dodany do bunék tak,
aby byla iIn vivo exprimovdna antimedidtorovd RNA nebo DNA
k inhibici produkce FGF-10.

- Potencialni antagonisté FGF-10 zahrnuji malé molekuly,
které se vaZou na vazebnd mista receptoru FGF-10 a okupuji
jJe, a tak zplsobuji nepfistupnost receptoru pro FGF-10, takZe
je zdbranéno normalni biologické aktivits. Priklady malych
'molekul zahrnuji, av8ak neomezuji se na né&, malé peptidy nebo

molekuly podobné peptidim.

Antagonistid FGF-10 je moZno pouZivat k inhibici rtastu
bunék a proliferadnich u&inkil FGF-10 na neoplastické bunky a
tkané, a tudiZ k retardaci nebo prevenci abnormalniho rustu a

proliferace bunék, nap¥iklad rustu nadoru.
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Antagonistdl FGF-10 Je moZno pouZit rovrnéZ k prevenci
hypervaskularnich onemocnéni 2 ¥ prevenci proliferace
epitelidlnich bungk coCky po chirurgii extrakapsuldrni

katarakty.

Antagonisté mohou byt pouZivini ve smési s farmaceuticky

pfijatelnym nosicem, naptiklad dile popsanym.

Polypeptidy, agonisté a antagonisté podle vynalezu mohou
byt pouZivani v kombinaci s vhodnym farmaceutickym nosicen ve
formé& farmaceutického pfipravku. Takové pEipravky zahrnuji
terapeuticky u&inné mnozstvi polypeptidu, agonisty nebo
antagonisty a farmaceuticky pfijatelny nosi& nebo vehikulum.
Takovyto nosi& zahrnuje, avsak neomezuje se na nég, solny
roztok, pufrovany solny roztok, dextrdzu, vodu, glycerol,
ethanol a jejich kombinace. Formulace by mé&la odpovidat

zpusobu podavani.

Vynalez poskytuje rovnés farmaceutickou sSoupravu nebo
kit, zahrnujici jednu nebo vice nadobek naplnénych jednou
nebo vice sloZkami farmaceutickych pfipravkl podle vynalezu.
K této nadobce (nadobkam) mutze byt p¥ipojeno oznameni ve
formé& predepsané vladni agenturou regulujici vyrobu,
pouZivani nebo prodej farmaceutickych nebo biologickych
produktd, které odraszi souhlas této agentury s vyrobou,
pouZivadnim nebo prodejem pro humanni aplikaci. Kromé& toho
mohou byt polypeptidy, agonisté a antagonisté podle vynalezu

pouZivani ve spojeni s dalsimi terapeutickymi slouceninami.

Farmaceutické piipravky mohou byt podavany bé&inym
zplusobem, napriklad ordlni, topickou, intravenézni,
intraperitoneélni, intramuskulérni, subkutdnni, intranasalni
- nebo intradermalni Ccestou. Farmaceutické pEipravky Jsou
podavany v mnozZstvi, které je wu&inné pfi 1é&b& a/nebo
profylaxi specifické indikace. Obecné se podavaji v mnoZstvi
alesponn asi 10 Rg/kg télesné hmotnosti a ve veétsiné pripadl
se podavaji v mnoistvi nepresahujicim asi 8 mg/kg télesné

hmotnosti za den. ve vétSiné p¥ipadi &ini davkovani asi 10
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Hg/kg aZ asi 1 mg/kg té&lesné hmotnosti denné s prihlédnutim
ke zplsobu podavani, symptomum atd. V konkrétnim ptipadé&
. topicke aplikace se podavaji pFednostnéd davky asi 0,1 pg az 9

mg na cm’.

Polypeptidy FGF-10 a agonisté a antagonisté, ktefi jsou
polypeptidy, mohou byt rovnéZ pouZivani podle vynédlezu
expresi takového polypeptidu in vivo, kterd se Easto oznaduije

jako ,genové terapie“.

Tak mohou byt bunky napfiklad podrobeny  genové
manipulaci s polynukleotidem (DNA nebo RNA), kédujicim
polypeptid, ex vivo, a pak dodadny pacientovi, ktery mé& byt
léCen timto polypeptidem. Takové metody jsou znamy. Buiiky
mohou byt napfiklad podrobeny znamym zplsobem manipulaci
s pouZitim retrovirdlni <&astice obsahujici RNA, kodujici

polypeptid podle vyndlezu

Podobné mohou byt buiiky manipulovany in vivo pro expresi
polypeptidu in vivo, napfiklad znadmymi metodami. Jak e
znamo, za Uc¢elem manipulace bun&k in vivo a exprese
polypeptidu in vivo miZe byt podadvdna pacientovi produk&ni
bunika pro produkci retrovirdlni ¢astice obsahujici RNA,
kédujici polypeptid podle vynalezu. Tyto a daldi zpGsoby
podavani polypeptidu podle vyndlezu jsou pro odbornika zrejmé
z Udajl tohoto popisu. Napfiklad expresni vehikulum pro
manipulaci bun&k mlZe byt jiné neZ retroviralni d&astice,
napfiklad adenovirus, ktery miZe byt pouZit k manipulaci

bunék in vivo v kombinaci s vhodnym nosnym vehikulem.

Vynalez se rovnéZ tykad pouZiti genu FGF-10 jako soulasti
diagnostického testu pro detekci onemocn&ni nebo nachylnosti
.k onemocnénim souvisejicim s pEitomnosti mutaci v sekvenci

nukleovych kyselin FGF-10.

Jednotlivci nesouci mutace v genu FGF-10 mohou byt
detekovani na urovni DNA rlUznymi metodami. Nukleové kyseliny

pro diagndézu mohou byt ziskdny =z bun&k pacienta, napriklad
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z krve, mo&i, slin, materi&lu tkadnové biopsie a autopsie.
Genomova DNA miZe byt pouZita pfimo pro detekci nebo m@se byt
pfed analyzou enzymaticky amplifikovana pomoci pcp (Saiki a
d., Nature, 324:163-166 (1986)). Pro stejny ucel miZe byt
~rovnéi pouZita RNA nebo cDNA. Jako pfiklad mohou byt primery
PCR komplementarni k nukleové kyselin&, koédujici FGF-10,
pouZity k identifikaci a analyze mutaci FGF-10. Delece a
inserce mohou byt napriklad detekovany na zékladé zmény
velikosti amplifikovaného produktu oproti normalninmu
genotypu. Bodové mutace mohou byt identifikovany hybridizaci
amplifikované DNA S RNA radioznac¢eného FGF-10 nebo
alternativné s antimedidtorovymi sekvencemi DNA
radioznadeného FGF-10. Dokonale souhlasici sekvence mohou byt
od chybnych duplext odliSeny digesci s RNasou A nebo na
zakladé rozdilu teplot téani.

Genetické testovani na zakladé rozdilg sekvenci DNA mlZe
byt provaddéno detekci nebo zménou elektroforetické mobility
- fragmentd DNA v gelech s denaturad&nimi ¢inidly nebo bez nich.
Malé delece a inserce v sekvencich mohou byt visualizovany
pomoci gelové elektroforézy vysokého rozliZeni. Fragmenty DNA
s rlznymi sekvencemi mohou byt rozlisSeny na gelech
§ gradientem denaturujiciho formamidu, na nichZ je mobilita
ruznych fragmenti DNA v gelu zpomalena v rf@iznych polohéach
podle jejich konkrétni teploty tani nebo &iste&ného tani (viz
napfiklad Myers a d., Science, 230:1242 (1985)).

Zmény sekvence v konkrétnich mistech je moZno rovnés
odhalit pomoci testd nukleasové ochrany, naptiklad ochrany
RNasy a S1, nebo metodou chemického S§tépeni (napriklad Cotton
a d., PNAS, USA, 85:4397-4401 (1985)).

Detekci konkrétni sekvence DNA je tedy moZno provadat
.metodami, Jjako Je hybridizace, ochrana RNasy, chemické
Stépeni, primé sekvenovani DNA nebo pouZiti restrik&nich
enzymd (napfiklad metoda polymorfismd délek restrik&nich

fragmentd, FRLP) a Southerntv blotting genomové DNA.

ABotne wvecen




Kromé bé&Znéjsich metod gelove elektroforézy a
sekvenovadni DNA je moZno mutace také detekovat analyzou in

situ.

Vynadlez se rovnéz tykd diagnostického testu pro detekei
‘pozménénych hladin proteinu FGF-10 v ruznych  tkénich,
ponévadZ hyperexprese proteini v porovnani S normédlnimi
kontrolnimi tkafiovymi vzorky mife detekovat pfitomnost
onemocnéni nebo néchylnosti k onemocnéni, naptiklad ¥k nadoru.
Testy, pouZivané k detekci hladiny proteinu FGF-10 ve vzorku
ziskaném od hostitele jsou odhornikim zndmy & zahrnuji
radioimunoanalyzu, testy kompetitivni vazby, analyzou
westernovym pfenosem, testy ELISA a ,sendvidové™ testy. Test
ELISA (Coligan a d., Current Protocols in Immunology, 1(2),
kapitola 6, (1991)) zahrnuje nejprve pripravu protilatky
specifické v0&i antigenu FGF-10, p¥ednostné monoklonalni
protilatky. Dale se ptipravi reporterova protilatka
k monoklondlni protilatce. K reporterové protildtce se navaze
detekovatelné ¢inidlo, naptiklad radioaktivni, fluorescend&ni
"nebo v tomto p#ikladu enzym kfenovd peroxidasa. Z hostitele
se odebere vzorek a inkubuje se na pevném nosic¢i, naptfiklad
na polystyrenové misce, ktera vazZe proteiny ve vzorku.
VeSkera volnd vazebna mista protein(l na misce se pak pokryji
inkubaci s nespecifickym proteinem, jako je bovinni sérovy
albumin. Pak se v misce inkubuje monoklondlni protilatka,
béhem kteréZto doby se monoklonalni protilatky navaZou na
v3echny proteiny FGF-10, navadzané na polystyrenovou misku.
Zbyla nenavazanad monoklonalni protiladtka se odstrani promytim
pufrem. Do misky se nyni vloii reporterovd protilatka,
navdzand na kFenovou peroxidasu, coZ vede k navazani
reporterove protildtky na vedkerou monoklondlni protilatku
navazanou na FGF-10. Nenavazana reporterovd protilatka se
odstréni promytim. Pak se k misce pridaji peroxidasové
'substréty a mnoZstvi zbarveni, vyvinuté za danou dobu, je pfi
porovnani se standardni k#ivkou mirou mnoistvi proteinu FGF-

10, pfitomného v daném obejmu pacientova vzorku.
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Je moZino pouZit kompetitivni test, pPfi  némZ gse
protilatky specifické k FGF-10 nava’ou na pevny nosi¢ a ptes
pevny nosi¢ se vede znaceny FGF-10 & vzorek ziskany od
hostitele a detekované mnoistvi znacky, napfiklad kapalnou
scintilaéni chromatografii, miZe byt korelovano s nmnozZstvim
- FGF-10 ve vzorku.

Testu ELISA je podobny »sendvidoyy™ test.
V “sendvicovém“ testu se FGF-10 vede pres pevny nosié a vaze
S€ na protildtku navadzanou na pevny nosi¢. Na FGF-10 se pak
navdzZe druha protilatka. Pak se pfes pevny nosic vede treti
protilédtka, ktera je zna&ena a je specifickad k druhé
protilatce a ktera se vaZe na druhou protilatku, a pak je

moZno kvantifikovat mnoZstvi.

Sekvence podle vynédlezu jsou cenné rovnéz pro
identifikaci chromosomti. Sekvence je specificky cilena na
konkrétni polohu na Jednotlivém lidském chromosomu a mtZe
s ni hybridizovat, Navic existuje v soucasnosti potfeba
identifikace konkrétnich mist na chromosomu. Pro oznadeni
_Polohy na chromosomu je v soucasnosti k dispozici méalo
¢inidel zaloZenych na skuteénych sekvenénich datech
(polymorfismy repetic). Mapovani DNA do chromosom podle
vynalezu e duleZitym prvnim stupném v korelaci té&chto

sekvenci s geny spojenymi s uritym onemocnénim.

Struéné ¥e&eno mohou byt sekvence mapovany do chromosomd
tak, Ze se z cDNA ptipravi primery PCR (pfednostnd 15 az 25
bp). PouZije se komputerova analyza 3’-neptreloZené oblasti
k rychlému vyb&ru primer®, které nepresahuji vice nes jeden
exon v genomové DNA, a tak komplikuji proces amplifikace.
Tyto primery se pak pouZiji pro PCR Screening hybrida
somatickych buné&k obsahujicich jednotlivé lidské chromosomy.
Pouze hybridy, obsahujici lidsky gen odpovidajici primeru,

poskytnou amplifikovany fragment.

PCR mapovani hybrida Somatickych bun&k qje rychly postup

pro pfirazeni konkrétni DNA ke konkrétnimu chromosomu.
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S pouZitim vynalezu pro stejné oligonukleotidové primery je
moZno analogickym zplsobem provést sublokalizaci s panely
fragmentll ze specifickych chromosoml nebo soubory velkych
genomickych klonu. DalS8i strategie, které je moZno pouZit
podobné k mapovédni do chromosomu, zahrnuji hybridizaci in
situ,' prescreening se znacenymi pritokové tridénymi
‘chromosomy a hybridiza&ni preselekci pro konstrukci knihoven

chromosomové specifickych cDNA.

K ziskéani pfresné polohy na chromosomu v jednom stupni je
moZno pouZit fluorescendni hybridizace in situ (FISH) klonu
cDNA s metafazovym roz&ifenim chromosomu. Tuto metodu lze
pouzit jiZ pri délce cDNA pouze 500 nebo 600 béazi; klony
vétSi neZ 2000 bp vSak maji vy38i pravdépodobnost vazby
k jediné chromosomalni poloze s dostateé&nou intenzitou
signdlu pro jednoduchou detekci. FISH vyZaduje pouZiti klonu,
od nichZ byl odvozen usek expresni sekvence (fragment genu
podle vynalezu), a ¢im delSich, tim lépe. K ziskadni dobrych
vysledkl v rozumné dobé napfiklad sta&i 2000 bp, 4000 bp je
lep8ich a vice neZ 4000 bp pravdépodobné& neni nutnych. Popis
. této metody je moZno najit v Verma a d., Human Chromosomes: A

Manual of Basic Techniques, Pergamon Press, New York (1988).

Jakmile se sekvence prifadi pfesné poloze na chromosomu,
je moZno fyzickou polohu sekvence na chromosomu korelovat
s udaji genetické mapy. (Takové udaje jsou.uvedeny naptiklad
v V. McKusick, Mendelian Inheritance in Man (dostupné in line
prostfednictvim John Hopkins University Welch Medical
Library)). Vztah mezi geny a onemocnénimi, které byly
mapovany do téZe chromosomdlni oblasti, se pak identifikuje

vazebnou analyzou (spoludédéni fyzicky sousedicich geni).

Ddle Jje nutno stanovit rozdily cDNA nebo genomické
sekvence mezi postiZenymi a nepostiZenymi jedinci. Je-1li u
nékterych nebo vSech postiZenych jedincl pozorovana mutace,

ktera v3ak neni pozorovana u Zadného normalniho jedince, pak

je mutace pravdépodobné plvodcem onemocnéni.
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P¥i soudasném rozlideni metod fyzikélniho a genetického
mapovani mtZe byt cDNA, pfesné lokalizovana do oblasti
chromosomnmu, spojené s onemocnénim, jednim =z 50 aZ 500
potencidlnich vyvolavajicich genli. (Z toho vyplyva mapovaci

rozliSeni 1 megabéze a jeden gen na 20 kb.)

Polypeptidy, Jjejich fragmenty nebo jiné derivaty nebo
~jejich analogy nebo butiky je exprimujici mohou byt pouZity
jako imunogen k vyvolani tvorby protilatek. Tyto protilatky
mohou byt nap¥iklad polyklonélni nebo monoklonéalni. Vynélez
zahrnuje také chimerické, jednofet&zcové a humanizovaneé
protilatky, stejné& jako fragmenty Fab nebo produkt expresni
knihovny Fab. Pro ziské&ni téchto protilatek a fragmentd Je

moZno pouZit rtzné znamé postupy.

Protilatky vytvofené proti polypeptidim, odpovidajicim
sekvenci podle vynalezu, mohou byt ziskany p¥imou injekéni
aplikaci polypeptidd ZivoCichovi nebo podénim polypeptidd
¥ivo&ichovi, ptednostn& jinému neZ Clovéku. Takto ziskané
protilatka pak sama vaie tyto polypeptidy. Timto zplsobem je
moZno pouZit i sekvence, kédujici pouze fragment polypeptidd,
k vytvo¥eni protiléatek, véazajicich celé nativni polypeptidy.

" Tyto protilatky pak mohou byt pouzity k izolaci polypeptidu'

7z tkan&, kterd jej exprimuje.

Pro piipravu monoklondlnich protilatek Je moZno pouZit
jakoukoli metodu, ktera 'poskytuje protildtky produkované
kontinualnimi kulturami bun&&nych linii. P¥iklady technik pro
ziskédni monoklondlnich protilatek =zahrnuji metodu hybridoml
(Kohler a Milstein, 1975, Nature, 256:495-497), metodu
triomt, metodu hybridom& lidskych B-bunék (Kozbor a d., 1983,
Immunology Today 4:72) a metodu EBV-hybridomli pro ziskéni
lidskych monoklondlnich protilatek (Cole a d., 1985,
v Monoclonal Antibodies and Cancer Thérapy, Alan R. Liss,
Inc., str. 77-96). I

Metody popsané pro produkci jednofeté&zcovych protilatek

. (patent Us 4,946.778) mohou byt upraveny pro ziskani
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jednofetézconch protilatek K imunogennim polypeptidickym
produktim podle vVynalezu. K expresi humanizovanych protiléatek
k imunogennim polypeptidickYm produktim podle vynalezu mohou

byt rovnéz pouZity transgenni my3i .,

Prehled obrazki na vykresech

Vynadlez je blise Popsan v souvislosti s pfipojenymi
vykresy, které pfedstavuji konkrétni provedeni vynalezuy,

avsSak neomezuji jeho rozsah.

Obr. 1 zobrazuje sekvenci CDNA a odpovidajici odvozenou
sekvenci aminokyselin FGF-10, Znadzornéna sekvence
aminokyselin reéprezentuje maturovanou formu proteinu. Jsou
pouZity standardni jednopismenové zkratky aminokyselin.
Sekvené&ni nepresnosti jsou spole&nym problémem pfi
stanovovani polynukleotidonch sekvenci, Sekvenovani bylo
provedeno pomoci automatického sekvendtoru DNA 373 (Applied
Biosystems, Inc.). Sekvené&ni pfesnost se predpoklada vySsi

neZ 97 g,

4 Obr. 2 znazornuije homologii sekvenci aminokyselin mezi
FGF-10 a ostatnimi Cleny skupiny  FGF. Konzervativni

aminokyseliny jsou vyznaceny tuéns.

Obr. 3 znazorfiuje gel SDS-PAGE po transkripci/translaci

proteinu FGF-10.

Priklady provedeni vynalezu

Vynalez je osvétlen na prikladech brovedeni, které iej
vSak nijak neomezuji. Vsechny dily a mnozZstvi, neni-1li

uvedeno jinak, jsou mySleny hmotnostné.

Pro wusnadnéni pochopeni pfiklada se uvadéji nékteré

_Casto se vyskytujici metody a/nebo vyrazy.




2§

~Plasmidy" se oznacuji malym pismenem p, pfed ninZ
a/nebo za nimZ jsou uvedena velkd pismena a/nebo &islice. Zde
pouZité vychozi plasmidy jsou bud komer&néd dostupné, vefejné
neomezené pristupné nebo mohou byt konstruovany z dostupnych
plasmidd publikovanymi postupy. Kromé& toho jsou v oboru znamy

a odbornikim jsou zfejmé ekvivalentni plasmidy.

~Digesce" DNA oznacuje katalytickeé Stépeni DNA
restrik&nim enzymem, ktery pusobi pouze v nékterych
" sekvencich v DNA. R(zné zde pouZité restrikéni enzymy jsou
komeréné dostupné a byly pouZity reaké&ni podminky, kofaktory
a dalsi poZadavky, které jsou béZnému odbornikovi znémé. Pro
analytické ucely se typicky pouZije 1 ug plasmidu nebo
fragmentu DNA s asi 2 jednotkami enzymu v asi 20 pl tlumivého

roztoku. Za uUcelem 1izolace fragment DNA pro konstrukci

plasmidu se typicky digeruje 5 aZ 50 pug DNA s 20 aZ 250
jednotkami enzymu ve v&t3im objemu. Vhodné pufry a mnoZstvi
substrdtu pro konkrétni restriké&ni enzymy uvadi vyrobce.
ObyZejné& se pouZivd doba inkubace asi 1 h p¥i 37 °C, ale
podle pokynl dodavatele se miZe ménit. Po digesci se reakéni
smés primo podrobi elektroforéze na polyakrylamidovém gelu za

Ucelem izolace poZadovaného fragmentu.

Dé&leni od3tépenych fragmentl podle velikosti se provadi
s pouZitim 8 % polyakrylamidového gelu, popsaného v Goeddel,
D., a d., Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980).

Vyraz »~0ligonukleotidy™ se vztahuje bud na
jednofeté&zcovy polydeoxynukleotid nebo na dva komplementarni
polydeoxynukleotidové Ffetézce, které mohou byt syntetizovany
chemicky. Tyto syntetické oligonukleotidy nemaji 5’-fosfat, a
tudiZ se nevadZou k jinému oligonukleotidu bez pridavku
fosfatu s ATP v pritomnosti kinasy. Synteticky oligonukleqtid

se vaZe k fragmentu, ktery nebyl defosforylovan.

~Ligace™ oznacuje proces vytvafeni fosfodiesterovych
vazeb mezi dvéma dvouvlaknovymi fragmenty nukleové kyseliny

(Maniatis, T., a d., tamtéz, str. 146). Neni-li uvedeno
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jinak, je moZno ligaci uskuteénit s pouZitim znamych pufri a
znamych deminek s 10 jednotkami ligasy T4 DNA (,ligasa™) na
0,5 ug pfibliZné ekvimolarnich mnoZstvi spojovanych fragmenti

DNA.

Neni-1li wuvedeno jinak, byla transformace provadéna
zpusobem popsanym v Graham, F., a Van der Eb, A., Virology,
52:456-457 (1973).

" PFiklad 1

Tkanova distribuce mRNA FGF-10 v dospélych lidskych tkanich

Pro analyzu exprese mRNA FGF-10 byla provedena

northernova analyza s 2 ug poly A" mRNA z riaznych dospélych
lidskych tkédni s pouZitim radioaktivnd znadené celé CcDNA FGF-
10 jako sondy. Vysledky ukazuji, Ze 1,4 kb informace ije
exprimovédna nejhojn&ji v kosternim svalu, na stfedni urovni
v srdci, mozku, placenté&, ledviné a pankreatu a na niZsi
Urovni v jatrech. V srdci Jsou pritomny 3 dal3i fragmenty o
velikosti 4,4 kb, 2,4 kb a 0,5 kb. Je pravdépodobné, Ze tyto
razné velikosti mRNA v srdci jsou vysledkem alternativniho
_sestfihu. V mozku je také pritomna 4,4 kb mRNA. Nylonovy blot
§ 2 ug poly A" mRNA z nékolika dospé&lych lidskych tkani,
navazany na membrdnu, byl ziskdn od Clontech Laboratories,
Inc., Palo Alto, CA. Tento blot byl hybridizovén s celou cDNA
FGF-10, znaclenou ndhodn& iniciovanym znadenim radioaktivnim
dCTP. Hybridizace byla provadéna pfes noc pfi 65 °C v 7 %
SDS, 0,5 M NaPO,, pH 7,2 a 1 % BSA. Po 2x 30 min promyti v
0,2 x S8C, 0,1 % SDS prfi 65 °C byl blot pfes noc vystaven

rentgenovému filmu s intensifika&ni clonou.
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P¥iklad 2

Exprese FGF-10 transkripci a translaci in vitro

CDNA FGF-10, ATCC # 75696, byla podrobena transkripci a
translaci in vitro za Ucelem stanoveni velikosti
pfepsatelného polypeptidu kédovaného Uplnou a ¢astednou cDNA
FGF-10. Uplné a &astedné inserty cDNA FGF-10 ve vektoru
pBluescript SK byly amplifikovadny pomoci PCR se tremi
.dvojicemi primerQi: 1) zpétny a pfimy primer M13, 2) zpé&tny
primer M13 a FGF primer P20, 3) zpétny primer M13 a FGF

primer P22. Sekvence té&chto primerd jsou nasledujici:
Zpétny primer M13-2:
5" -ATGCTTCCGGCTCGTATG-3" (SEQ ID NO 3)

Tato sekvence je umist&na pfed 5'-koncem insertu cDNA
FGF-10 ve vektoru pBluescript a ma orientaci proti sméru
CDNA. Mezi timto primerem a ¢cDNA FGF-10 je umisténa sekvence

promotoru T3.
Primy primer M13-2;
5" ~GGGTTTTCCCAGTCACGAC-3' (SEQ ID NO 4)

Tato sekvence je umist&na za 3’-koncem insertu cDNA FGF-
.10 ve vektoru pBluescript a m& orientaci proti sméru insertu
CDNA.

FGF primer P20:
5’ -GTGAGATCTGAGGGAAGAAGGGGA-3’ (SEQ ID NO 5)

Sekvence 15 bp tohoto primeru na 3’-konci je proti smé&ru
sekvence cDNA FGF-10 bp 780 a? 766, ktera je umisténa 12 bp

za stop kodonem.
FGF primer P22:
5" -CCACCGATAATCCTCCTT-3" (SEQ ID NO 6)

Tato sekvence je umisténa v cDNA FGF-10 v protismérné

orientaci a je asi 213 bp za stop kodonem.




Reakce PCR se v3emi tfemi dvojicemi primery produkuji
amplifikované produkty se sekvenci promotoru T3 pred insertem
CDNA. VSechny tri dvojice primern produkuiji produkty PCR,
které kéduji plnou délku polypeptidu FGF-10.

Pro transkripci/translaci in vitro bylo pouZito
pfibliZné 1 pg produktu PCR z prvni dvojice primeruq, 0,3 ug
z druhé dvojice primera a 0,3 pug ze treti dvojice primern.
Transkripéni/transladni reakce in vitro  byla provadéna
v objemu 25 pl s pouZitim systéml spojeného retikulocytového
~lyzatu TWT™ (Promega, &. kat. L4950) . Konkrétné reakéni smés
obsahuje 12,5 pul lyzatu kraliéich retikulocyta T,T, 2 nl
reakéniho pufru T,T, 1 pl polymerasy T3, 1 pl 1 mM sm&si
aminokyselin (minus methionin), 4 pl **S-methioninu (> 1000
Ci/mmol, 10 mCi/ml), 1 pl 40 U/ul inhibitoru ribonukleasy
RNasin a 0,5 nebo 1 Hg produktu PCR. Objem byl doplnén H,0
bez obsahu nukleasy na 25 pl. Reak&ni smés byla inkubovana 2
h p¥i 30 °C. 5 ul reakéniho produktu bylo analyzovdno na
gradientu 4-20 % gelu SDS-PAGE. Po fixaci v 25% isopropanolu
a 10% kyseliné& octové byl gel vysuSen a vystaven pfes noc pri
70 °C rentgenovému filmu.

Jak je zndzorndno na obr. 3, produkty PCR obsahujici
plnou.délku CDNA FGF-10 a cDNA s chybéjicimi pribliZn& 340 bp
‘a pribliZné 140 bp ve 3'-neprepsané oblasti (3" -UTR)
produkovaly tutéz délku pfepsanych produktu, jejichz
molekulovd hmotnost se odhaduje na asi 19 kD (pruhy 2 aZ 4).

Na zakladé vySe uvedenych 0dajl je moZno vynalez razné
modifikovat a obméfiovat, a proto je moZno jej v rozsahu
pEipojenych naroku uskute¢novat jinak ne? bylo konkrétné

popséno.
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SEZNAM SEKVENCT
(1) VSEOBECNE INFORMACE
(1) PRIHLASOVATEL: HU A D.
(1i) NAZEV VYNALEZU: FIBROBLASTOVY RUSTOV? FAKTOR-10
(iii) POCET SEKVENCI: 6

(iv) KORESPONENCNI ADRESA:
(A) ADRESAT: CARELLA, BYRNE, BAIN, GILFILLAN,

CECCHI, STEWART & OLSTEIN
) ULICE: 6 BECKER FARM ROAD
) MESTO: ROSELAND
) STAT: NEW JERSEY
) ZEME: USA
) POST. KOD: 07068

(
(
(
(

I B R @ R ]

(

(v) STROJNE CITELNA FORMA:
(A) TYP MEDIA: DISKETA 3,5 "
(B) PoCITAC: IBM PS/2
(C) OPERACNI SYSTEM: MS-DOS
(D) SOFTWARE: WORD PERFECT 5.1

(vi) UDAJE O SOUCASNE PRIHLASCE:
(A) CIsLO PRIHLASKY:
(B) DATUM PODANI: SOUCASNE
(C) KLASIFIKACE:

(vii) UDAJE O DRIVEJSf PRIHLASCE:
(A) CISLO PRIHLASKY: 08/207,412
(B) DATUM PODANI: 8. BREZEN 1994

(viii) INFORMACE O ZASTUPCI/AGENTOVI:
(A) JMENO: FERRARO, GREGORY D.
(B) REGISTRACNT CfsSLo: 36,134
(C) ZNACKA/CISLO SPISU: 325800-347

(ix) TELEKOMUNIKACNf INFORMACE:
(A) TELEFON: 201-994-1700
(B) TELEFAX: 201-994-1744




(2) INFORMACE PRO SEQ ID NO 1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE -

(ii)

A)

(
(
(
(

DELKA :

TYP MOLEKULY:

cDNA

1121 PARU BAzf
B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
C) VLAKNO: JEDNODUCHE

D) TOPOLOGIE: LINEARNf

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO 1:

GGCARAGTGG
CTGCAGCTTC
GATTGGCTTC
 GRACTTCCCA
TTGTGACAAG
TTGATGGGAC
TGCGTGTAGT
GCTATCTCTA
AARACTACTA
GGTTTCTGGG
AGCCCTCATC
TACATGAAAT
ATGGAGGCAA
TCTCATCCCT
AAGGAGAGGA
TCTTCCTTTG
AATTCACGTT

ATAAATATTA
ATAAAGGTGA

GATGATCTGT
CAGACCCAGG
CCAGATTTGG
GCACTCGARA
GTTATTCAGC
CAAGGACGAA
GGCCATCCAA
CAGTTCAGAT
TGTGATCTAT
ACTCAATAAA
ACATTTTGTA
TGGAGAAAAA
AGTTGTGAAT
TCCCCTTCCC
AAATAARATG
TGTAGGACAA
CACAAAGATT

AACTAAACTG
AATAAACTTA

CACTACACCT
ARGCCTGAGG
GAATCTGAAG
GGGACCGAAA
CAGCAGGGAT
ARCAGCGACT
GGAGTGAAGG
GTTTTCACTC
TCTTCCACAC
GARGGTCAAA
CCGAARCCTA
CARGGGCGTT
CAAGATTCAA
TTCCTTCCCA
ACARCGCAAG
GAAAATTGAA
ATCACACTTA

TATTGTTATT

GCAGCACCAC
GGAAGGARGG
CGGGCCCACA
TGGAGAGCAA
ACTTCCTGCA
ACACTCTCTT
CTAGCCTCTA
CAGAATGCAA
TGTACCGCCA
TTATGAAGGG
TTGAAGTGTG
CARGGAAARG
CATAGCTGAG
TTTACCCATT
CACCTAGTGG
CCARAGCTTG
ARRGCAAAGG

GCTCGGAGGA
ARGTACGGGC
TCTTCCGGEC
AGAACCCCAG
GATGCACCCA
CAATCTAATT
TGTGGCCATG
ATTCAAGGAA
GCAAGAATCA
GAACAGAGTG
TATGTACAGA
TTCTGGAACA
ARCTCTCCCC
TCCTTCCAGT
CTAAGATTCT
CTTGTTGCAA
AAAAAATARA

CAGCTCCTGC
GAAATCATCA
AACTTCCATT
CTCAAAGGGA
GATGGTACCA
CCCGTGGGCC
ARTGGTGAAG
TCTGTGTTTG
GGCCGAGCTT
AAGAARACCA
GAACCATCGC
CCAACCATGA
TTCTTCCCTC
AAATCCACCC
GCACTCAAAA
TGTTGTAGAA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

TCAGAACTCC 1020

AGTAGAAGGC TAATTGTAAT GAAGACATTA 108¢
AAAAAAAAAA AAAAARAAAA A

1122




(2)

Met

Phe

Ile

- Leu

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

Phe

Leu

Gly

Thr

3

INFORMACE PRO SEQ ID NO 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(ii)

(

xi)

TYP

POPI

Glu Ser Lys

Ser

Asp

Ile

Ser

Asp

Asn

Ser

Met

val

His

Thr

Gln

Gly

Pro

Leu

val

Tyr

Lys

Pro

Glu

Pro

Gln

Thr

val

Tyr

Phe

Tyr

Arg

Gly

Lys

Ile

Thr

DELKA: 181 AMINOKYSELIMN
TYP: AMINOKYSELINA
VLAKNO:

TOPOLOGIE: LINEARN{

MOLEKULY: PROTEIN

S SEKVENCE: SEQ ID NO 2:

Glu Pro Gln Leu Lys Gly
5 10
Gly Tyr Phe Leu Gln Met
20 25
Lys Asp Glu Asn Ser Asp
35 40
Gly Leu Arg Val Val Ala
50 55
Val Ala Met Asn Gly Glu
65 70
Thr Pro Glu Cys Lys Phe
80 85
Val Ile Tyr Ser Ser Thr
95 100
Ala Trp Phe Leu Gly Leu
110 115
Asn Arg Val Lys Lys Thr
125 130
Pro Ile Glu Val Cys Met
140 145
Gly Glu Lys Gln Gly Arg

155 160
Met Asn Gly Gly Lys Val

Ile
His
Tyr
Ile
Gly
Lys
Leu
Asn
Lys
Tyr

Ser

val

val

Pro

Thr

Gln

Tyr

Glu.

Tyr

Lys

Pro

Arg

Asn

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

Ser

Arg

Glu

Ser

Glu

Lys

Arg

Gly

Phe

val

Tyr

vVal

Gln

Gly

Ser

Pro

Ser

Leu
15
Thr
30
Asn
45
Lys
60
Ser
75
Phe
90
Gln
105
Gln
120
His
135

Ser

150
Ser
165

Gln Asp Ser

180

.
e e AL R




.(2) INFORMACE PRO SEQ ID NO 3:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 18 PAR( BAZf
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) VLAKNO: JEDNODUCHE
(D) TOPOLOGIE: LINEARNT

(1i) TYP MOLEKULY: Oligonukleotid
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO 3:

ATGCTTCCGG CTCGTATG 18

(2) INFORMACE PRO SEQ ID NO 4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
) DELKA: 19 PARU BAZf
) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
) VLAKNO: JEDNODUCHE
) TOPOLOGIE: LINEARNT

(ii) TYP MOLEKULY: Oligonukleotid
(Xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO 4:

GGGTTTTCCC AGTCACGAC 19

(2) INFORMACE PRO SEQ ID NO 5:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 PARU BAZt
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) VLAKNO: JEDNODUCHE
. (D) TOPOLOGIE: LINEARNT

(ii) TYP MOLEKULY: Oligonukleotid
(Xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO 5;

GTGAGATCTG AGGGAAGAAG GGGA 24
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(2) INFORMACE PRO SEQ ID NO 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

) DELKA: 18 PARU BAzt

) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
) VLAKNO: JEDNODUCHE

) TOPOLOGIE: LINEARNI

(A
(B
(C
(D
(ii) TYP MOLEKULY: Oligonukleotid
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO 6:

CCACCGATAA TCCTCCTT

18
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1. Izolovany polynukleotid, vybrany ze skupiny tvotené

a) polynukleotidem kédujicim polypeptid s odvozenou
sekvenci aminokyselin SEQ ID NO 2 nebo fragment, analog nebo
derivat tohoto polypeptidu,

b) polynukleotidem kédujicim polypeptid se sekvenci

aminokyselin kédovanou cDNA, uloZenou v ATCC pod ¢&. 75696,

nebo fragment, analog nebo derivat tohoto polypeptidu.
?. Polynukleotid podle naroku 1, kterym je DNA.
3. Polynukleotid podle naroku 1, kterym je RNA.
4. Polynukleotid podle naroku 1, kterym je genomova DNA.

5. Polynukleotid podle naroku 2, ktery kbébduje polypeptid

s odvozenou sekvenci aminokyselin SEQ ID NO 2.

6. Polynukleotid podle naroku 2, ktery kéduje polypeptid
kédovany c¢DNA, uloZenou v ATCC pod &. 75696.

7. Polynukleotid podle naroku 1, majici kédujici
' sekvenci uvedenou jako SEQ ID NO 1.
8. Polynukleotid podle néaroku 2, majici kédujici

sekvenci polypeptidu, uloZenou v ATCC pod &. 75696.
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9. Vektor, obsahujici DNA podle naroku 2.

10. Hostitelska bufka, geneticky manipulované vektorem

podle naroku 9.

11. ZpUsob vyroby polypeptidu, vy znacuijilci
s e tim, e z hostitelské buiiky podle naroku 10

exprimuje polypeptid kdédovany uvedenou DNA.

12. ZplUsob vyroby buné&k schopnych exprimovat polypeptid,
vyznacujici s e t im, Ze se buiiky geneticky

manipuluji vektorem podle naroku 9.

13. Izolovana DNA, hybridizovatelnd s DNA podle naroku 2
"a kédujici polypeptid majici aktivitu FGF-10.

14, Polypeptid, zvoleny ze skupiny tvorené (1)
polypeptidem s odvozenou sekvenci aminokyselin SEQ ID NO 2 a
jeho fragmenty, analogy nebo derivaty a (ii) polypeptidem

kédovanym c¢DNA, uloZenou v ATCC pod ¢&. 75696, a fragmenty,
analogy nebo derivaty tohoto polypeptidu.

15. Polypeptid podle naroku 14, kterym je FGF-10

s odvozenou sekvenci aminokyselin SEQ ID NO 2.

16. Protildtka proti polypeptidu podle naroku 14.

17. Slouenina, ucinnad jako agonista k polypeptidu podle

naroku 14.
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18. Slou&enina, G¢innd  jlako < Znthgofista proti

o

polypeptidu podle naroku 14. - o= T

19. PouZiti polypeptidu podle naroku 14 k Vyrobé lédiva
pro 1léZbu nebo prevenci onemocnéni nebo fyzickych poruch

zmirfovanych plisobenim FGF-10.

20. PouZiti sloueniny podle naroku 18 k vyrob& 1é&iva
pro 1lé&Cbu nebo prevenci onemocnéni nebo fyzickych poruch

vznikajicich plsobenim FGF-10.

21l. Zpusob identifikace sloudenin G&innych jako agonisté
a antagonisté FGF-10, vy zn a & u jici s e t im,
Ze

(a) se za podminek, kdy jsou butiky normilné stimulovany
FGF-10, wuvede do styku FGF-10, sloudenina podrobovana
screeningu a reakdni smés obsahujici butiky, p¥i%em? uvedeni
reakéni sm&s obsahuje znac¢ku, zabudovavanou do bun&k pri

jejich proliferaci, a

(b) stanovi se rozsah proliferace bun&k za G&elem
identifikace, zda je sloud&enina Géinnym agonistou nebo

antagonistou.

22. Zpusob diagnostiky onemocné&ni nebo nachylnosti
k onemocné&ni souvisejiciho se sni¥enou expresi polypeptidu
podle naroku 14, vy zna&u jici s e tim,. Ze
se stanovi mutace v sekvenci nukleové kyseliny kédujici tento

polypeptid, p¥idemZ se tento 2pusob provadi in vitro.
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Pruh 1

Pruh 2

FGF-10 (zpé&tny + pfimy primer M13)

Pruh 3: FGF-10 (zpétny primer M13 + primer FGF-P20)

Pruh

N

FGF-10 (zpétny primer M13 + primer FGF-P22)

Pruh 5: kontrola FGF
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