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prostiedek s jeho obsahem, protilatka nebo jeji
fragment a jeji pouZiti

(57) Anotace:

Sekvence DNA kédujici protein ze skupiny latek TGF-f,
zvolené ze souboru sestavajiciho z a) sekvence DNA,
obsahujici nukleotidy ATG AAC TCC ATG GAC CCC GAG
TCC ACA s¢ ¢tecim ramcem pro protein, zaéinajicim na
prvnim nukleotidu, b) sekvence DNA, ktera je degenerovand,
c) sekvence DNA, ktera koduje protein, ktery se odliuje od
proteinu, jenZ je kédovan DNA sekvenci z a) pouze
konzervativnimi aminokyselinovymi vyménami, a d) sekvence
DNA, ktera hybridizuje k sekvenci DNA uvedené v a) nebo b)
a koduje protein, ktery obsahuje sekvenci Met-Asn-Ser-Met-
Asp-Pro-Glu-Ser-Thr. Rekombinantni molekula DNA
obsahujici n&kterou takovou sekvenci DNA. Je také popsan
zplsob vyroby proteinu ze skupiny latek TGF-§,
farmaceuticky prostfedek, pro 1é¢bu defekti kosti, chrupavek
¢i zubii a pro hojeni otevienych ran a obnovu tkéni, ktery
obsahuje protein ze skupiny latek TGF-p, pro néZ je kédem
sekvence DNA uvedend vy3e, stejné jako protilatka nebo jeji
fragment, které jsou schopny specificky se vazat na protein,
pro néZ je kédem sekvence DNA.
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Sekvence DNA, rekombinantui molekula DNA s jejim obsahem, zpisob vyroby proteinu ze
skupiny latek TGF-f, farmaceuticky prostfedek s jeho obsahem, protilitka nebo jeji
fragment a jeji pouziti

Oblast technik

Tento vynélez se tykd sekvence DNA kddujici protein ze skupiny latek TGF-f, rekombinantni
molekuly DNA, kterd obsahuje takovou sekvenci DNA, zpisobu vyroby proteinu ze skupiny
latek TGF—, farmaceutického prostfedku pro 1é¢bu defekti kosti, chrupavek ¢i zubii a pro hojeni
otevienych ran a obnovu tkani, protilitky nebo jejiho fragmentu, kterd je schopna specificky se
vazat na protein, pro néz je kddem vySe zminéna sekvence DNA a pouziti protilatky nebo jejiho
fragmentu pro diagnostické metody in vitro.

Dosavadni stav techniky

Skupina ristovych faktord TGF-f, zahrnujici BMP (kostni morfogenetické proteiny, bone
morphogenetic proteins), TGF a proteiny pfibuzné inhibinu (Roberts a Sporn, Handbook of
Experimental Pharmacology 95, 419472 /1990/), ma zvlastni zavaznost v §irokém spektru
lé¢ebnych postupil a aplikaci. Tyto faktory se uplatiiuji v procesech, které souviseji s hojenim
otevienych ran a obnovenim tkani. Nékolik ¢lentt skupiny rustovych faktord TGF- projevuje
také tkanovou induktivitu, zejména osteoinduktivitu a v disledku toho pak hraji rozhodujici
tilohu v indukci vyvoje chrupavek a kosti.

Rizné rustové faktory, jako faktory ptibuzné BMP a skupinu inhibinu, popisuji Wozney
v Progress in Growth Factor Research 1, 267-280 /1989/ a Vale a kol. v Handbook of
Experimental Pharmacology 95, 419-472 /1990/.

Latky z téchto skupin sdileji vyznamnou strukturni podobnost. Prekursor proteinu je slozen
z N-koncové signalni sekvence, propeptidu, a sekvence karboxylového konce, tvofené pfiblizné
110 aminokyselinami, ktera je nasledné z prekursoru odstépena a predstavuje zraly protein. Latky
téchto skupin jsou dale vymezeny rozsahem homologie aminokyselinové sekvence. Zraly protein
obsahuje nejvice zachovavané sekvence, zvlasté pak sedm zbytki cysteinu, zachovavanych ¢leny
této skupiny ldtek. Proteiny, podobajici se TGF—f3, jsou multifunkéni, hormonélné aktivni ristové
faktory. Také tyto proteiny sdileji biologické aktivity, jako je schopnost chemotaktického
pritahovani bunék, diferenciace podpirnych bunék a jejich schopnost tkaiiové indukce, napfiklad
u chrupavek a kosti. US patent ¢islo 5 013 649 popisuje sekvence DNA, kédujici osteoinduktivni
proteiny, nazyvané BMP-2 proteiny, a zvefejnény dokument W089/10409 popisuje BMP
proteiny BMP-3. Mnoho bunécnych typi je kromé toho schopno syntetisovat proteiny,
podobajici se TGF-B, a prakticky viechny buiiky maji TGF—f receptory.

Obecné vzato projevuji tyto proteiny strukturni odli$nosti, pliisobici zna¢né odchylky v jejich
detailni biologické funkci. Kromé toho se nachazeji v Sirokém spektru riznych tkani
a vyvojovych stadii. Proto mohou vykazovat rozdily, tykajici se jejich podrobné funkce,
napiiklad vyzadovaného bunéného fysiologického prostredi, jejich Zivotnosti, jejich cili, jejich
pozadavkid na pomocné faktory a jejich odolnosti vii¢i degradaci. I kdyZz bylo popsano mnoho
potencialnich tkarfiov€ induktivnich, zvlasté osteoinduktivnich proteintl, jejich pfirozena tloha
v organismu, a, coz je dilezitéjsi, jejich 1ékafska zavaznost musi byt jesté podrobné objasnéna.
Vyskyt dosud nezndmych latek skupiny TGF-B se vztahem k osteogenesi nebo diferenciaci
a indukci jinych tkani je velice pravdépodobny. Hlavnim problémem isolace téchto novych,
TGF-f podobnych proteind je viak ten, Ze jejich funkce jesté nemohly byt popsany dostate¢né
pfesn€ pro navrzeni rozliSujiciho biologického stanoveni. Zdruhé strany by ocekavana
homologie nukleotidové sekvence se znamymi ¢leny dané skupiny latek k osteogenesi nebo
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diferenciaci a indukei jinych tkani je velice pravdépodobny. Hiavnim problémem isolace t&€chto
novych, TGF-B podobnych proteini je viak ten, Ze jejich funkce je3té nemohly byt popsiny
dostatecné piesné pro navrzeni rozliSujiciho biologického stanoveni. Zdruhé strany by
otekavana homologie nukleotidové sekvence se znamymi &leny dané skupiny latek rovnéz
nedostacovala k vyuziti klasickych metod hybridizace nukleovych kyselin pro kontrolni
testovani. Dalsi isolace a charakterizace novych proteind, podobnych TGF-, je vSak naléhavé
potiebna k ziskani celého souboru indukénich a diferenciaénich proteind, spliiujicich viechny
vyzadované léCebné pozadavky. Tyto faktory mohou byt vhodné lé¢ebné vyuzity pii vadach
hojeni a v 1é¢bé degenerativnich poruch kosti a/nebo jinych tkani, naptiklad ledvin a jater.

Technickym problémem, zasadné zdiraziiujicim predkladany vynalez, je tedy stanoveni sekvenci

DNA, které kéduji nové Eleny skupiny proteind, podobnych TGF-f, s mitogennim a/nebo
diferenciaéné induktivnim, napfiklad osteoinduktivnim G&inkem.

Podstata vyndlezu

Pfedmétem tohoto vynalezu je sekvence DNA, kodujici protein ze skupiny latek TGF-f, zvolena
ze souboru sestdvajiciho z

a) sekvence DNA, obsahujici nukleotidy
ATG AACTCC ATG GAC CCC GAG TCC ACA
se Ctecim ramcem pro protein, zacinajicim na prvnim nukleotidu,

b) sekvence DNA, kterd je degenerovana, co je vysledkem genetického kodu sekvence DNA
uvedené v a),

c) sekvence DNA, ktera kdduje protein, ktery se odliSuje od proteinu, jenz je kédovan NA
sekvenci z a) pouze konservativnimi aminokyselinovymi vyménami, a

d) sekvence DNA, kterd hybridizuje k sekvenci DNA uvedené v a) nebo b) a kéduje protein,
ktery obsahuje sekvenci

Met-Asn~Ser-Met~Asp~Pro-Glu-Ser-Thr.

Vyhodnym provedenim sekvence DNA je sekvence DNA obratlovcii, sekvence DNA savci,
obzvlasté vyhodné sekvence DNA primatl, ¢lovéka, vepie, skotu nebo hlodavcl a ptednostné
i sekvence DNA krysi a mysi, jakoz i sekvence DNA, ktera koduje zraly MP-52 protein,
definovany nukleotidy 845 az 1204 uvedenymi v SEQ id. ¢. 1 popsané dale.

Piedmétem tohoto vynalezu je dale rekombinantni molekula DNA, ktera obsahuje sekvenci DNA
vymezenou vyse.

Vyhodnym provedenim je rekombinantni molekula DNA, kde uvedend sekvence DNA je
funké&né navazana na sekvenci fidici expresi.

Pfedmétem tohoto vynalezu je také zplsob vyroby proteinu ze skupiny latek TGF-B, ktery
spoivd vtom, Ze zahrnuje kultivaci hostitele obsahujiciho rekombinantni DNA molekulu
vymezenou vyse, kterym je vyhodné bakterie, houba, rostlinna buiika nebo Zivoci$na burika,
a zpétné ziskani uvedeného proteinu TGF-f z kultury.
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Predmétem tohoto vynalezu je rovnéz farmaceuticky prostfedek pro 1é¢bu defekti kosti,
chrupavek ¢i zubt a pro hojeni otevienych ran a obnovu tkani, ktery obsahuje protein ze skupiny
lateck TGF-f, pro néz je kddem sekvence DNA vymezeny vySe, popfipadé vkombinaci
s farmaceuticky pfijatelnym nosicem.

Predmétem tohoto vynalezu je také protilatka nebo jeji fragment, kterd je schopna specificky se
vézat na protein, pro néz je kddem sekvence DNA vymezena vyse.

Podle vyhodného provedeni protilitka nebo jeji fragment vymezeny vySe predstavuje
monoklonalni protilatku.

Pfedmétem tohoto vynalezu je kone&né pouziti protilatky nebo jejitho fragmentu vymezeného
vyse pro diagnostické metody in vitro.

Dal3i rysy a vyhody vynélezu budou ziejmé z popisu vyhodnych provedeni a vykresi. Popis je
uveden v §irsich souvislostech.

Piehled obrazku na vykresech

SEQ id. & 1 znati nukleotidovou sekvenci MP-52, tj. sekvenci ziskanou zembrya, ktera
odpovida zralému peptidu, a vétSinu sekvence, kodujici propeptid (peptidu) MP-52.

Cast propeptidové sekvence na 5'—konci MP-52 nebyla dosud charakterizovana.
SEQ id. &. 3 znati sekvenci aminokyselin v MP-52, odvozenou ze SEQ id. &. 1.

Obréazek 1 znéazoriiuje srovnani aminokyselinovych sekvenci MP-52 a MP-121 s nékterymi
piibuznymi proteiny. Obrazek la znazorfiuje srovnani MP-52 s nékterymi €leny skupiny BMP
proteini, zaginajici od prvniho ze sedmi uchovavanych cysteinii; obrazek 1b znazorfiuje srovnani
MP 121 s nékterymi &leny skupiny inhibinovych proteini. * znagi stejnou aminokyselinu u viech
srovnavanych proteinli; + zna¢i aminokyselinu, ktera se alespofi u jednoho ze srovnavanych
proteint shoduje s aminokyselinou v MP-52 (obr. 1a) nebo v MP-121 (obr. 1b).

Obréazek 2 znézorfiuje nukleotidové sekvence oligonukleotidového ocka (primeru), uZivaného
timto vynalezem a srovnani téchto sekvenci spolu se zndmymi ¢&leny skupiny latek TGF-P.
M znaéi A nebo C; S znaéi C nebo G; R znaéi A nebo G a K znaéi G nebo T. 2a zobrazuje
sekvenci o¢ka OD; 2b sekvenci ocka OID.

MP-121 protein je piedmétem na$i piihlasky vynalezu &. PV 1069-97. Na tento dokument se
také odkazuje v souvislosti se zminkami o tomto proteinu a jeho pfipravé nebo jakychkoli
aplikacich.

Predkladany vynalez se tedy tyka novych proteinti, podobnych skupiné latek TGF-B, a stanovi
sekvence DNA, obsazené v odpovidajicich genech.

Ackoli uvedené alelické, degenerované a hybridizované sekvence mohou vykazovat strukturalni
rozdily, zpiisobené pFirozenymi mutacemi, jako jsou malé delece a substituce, obvykle budou mit
v podstaté stejné uZzitné vlastnosti, umoziujici jejich pouziti k v zasadé stejnym léEebnym
aplikacim.

V predkladaném vynalezu oznaluje vyraz ,hybridizace“ obvyklé hybridizacni podminky;
pfednost se davd podminkim, pouZivajicim koncentraci sole 6 x SSC pii 62 °C az 66 °C,
a nasledné jednohodinové premyti pomoci 0,6 x SSC s 0,1% SDS pii stejné teploté. Vyraz
Hhybridizace* se prednostné vztahuje na ptesné hybridizaéni podminky o koncentraci sole
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4 x SSC pti 62°C az 66 °C, snisledujicim jednohodinovym promytim pomoci 0.1 x SSC,
0,1% SDS pri stejné teplote.

Dulezité biologické aktivita kddovanych proteind zahrnuji mitogenni a osteoinduktivni schopnost
a mohou byt urfeny pomoci stanoveni podle Robertse a spoluautord, PNAS 78, 5339-5343,
1981, Seyedina a spoluautori, PNAS 82, 2267-2271, 1985 nebo podle Sampathe a Reddiho,
PNAS 78, 7599-7603, 1981.

Pfedmétem predkladaného vynalezu, kterému se davéa prednost, jsou sekvence DNA, jak byly
drive definovéany, které lze ziskat od obratlovci, zviasté savci jako je vepi nebo krava a od
hlodavct, jako je krysa nebo mys, a zejména od primatu, jako je glovék.

Predmétem predkladaného vynélezu, kterému se dava zvlastni piednost, jsou sekvence DNA,
oznacené jako MP-52 a MP-121, které jsou znazormnény v SEQ id. ¢. 1 a 2. Odpovidajici piepisy
MP-52 byly ziskdny zembryonalni tkané a koduji protein, vykazujici znaénou homologii
aminokyselin se zralou &asti proteini, podobnych BMP (viz obrazek la). Proteinové sekvence
BMP2 (=BMP2A) a BMP4 (=BMP2B) popsal Wozney se spoluautory ve Science 242, 1528—
1534, 1988. Odpovidajici sekvence BMP5, BMP6 a BMP7 jsou popsany Celestem a spoluautory
v Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 9843-9847, 1990. Nékteré typické sekvenéni homologie,
charakteristické jen pro zndmé sekvence BMP, byly nalezeny také v propeptidové ¢asti MP-52,
zatimco jiné oblasti ¢4sti prekursoru MP-52 vykazovaly od prekursord BMP zna¢né odlisnosti.
mRNA, pfisludejici MP-121, byla detegovana v jaterni tkdni a jeji odpovidajici aminokyselinovd
sekvence projevuje homologii s aminokyselinovymi sekvencemi inhibinovych proteinovych
fetézcl (viz obrazek 1b). Sekvence cDNA, kddujici proteiny podobné TGF-P, nebyly z jaterni
tkan€ dosud isolovany, coz je pravdépodobné zplisobeno nizkym vyskytem specifickych piepisi
(transkriptit) v této tkdni. V embryondlni tkdni vSak byly sekvence, kédujici zndmé proteiny
podobné TGF-f, nalezeny vpomémé velkém mnoZstvi. Tvirci vyndlezu neddvno zjistili
pfitomnost souboru proteinti podobnych TGF-f také v jatrech. Vysoka zakladni hladina klona,
vztahujicich se ke znamym faktorim této skupiny, pfedstavuje hlavni obtiZ pfi stanoveni novych
sekvenci se vztahem k TGF— z této tkdné a pravdépodobné i z dal3ich tkéni. V predkladaném
vyndlezu bylo klonovani provedeno dile popsanou metodou. Poté, co byla sekvence DNA
klonovana, pipravy hostitelskych bun&k, schopnych vytvaret proteiny podobné TGF-f i tvorby
téchto proteintt bylo snadnéji dosaZeno vyuzitim znamych technik rekombinace DNA. Ty
zahrnuji vytvofeni plazmidd, potfebnych k expresi a kédujicich zminény protein, transformaci
hostitelské buiiky timto plasmidem, kultivaci transformované buitky ve vhodném kultivaénim
médiu a ziskani produktu s aktivitou podobnou TGF-f.

Vyniélez se tedy tykd i rekombinantnich molekul, zahrnujicich vySe popsané sekvence DNA,
které mohou byt vazany na sekvenci, ktera fidi expresi. Takové vektory mohou byt pouzity
k produkci proteinti, podobnych TGF-, v trvale nebo pfechodné transformovanych buiikach.
K transformaci a naslednému kultivaénimu procesu mohou byt vyuzity riizné systémy Zivocichd,
rostlin, hub a bakterii. Vektory exprese, které mohou byt pouzity ve vynalezu, pfednostné
obsahuji sekvence, nezbytné pro replikaci v hostitelské buiice a jsou autonomné replikovatelné.
Prednost se také dava pouziti vektoru, které obsahuji volitelné znackovaci geny, které mohou byt
pro transformované buiiky snadno vybrany. Nezbytny tkon je dobfe znamy lidem, orientujicim
se v oboru.

Dal$im cilem vynalezu je stanoveni hostitelské buiiky, transformované plasmidem exprese podle
vyndlezu a schopné produkovat protein ze skupiny litek TGF-f. K ptikladim vhodnych
hostitelskych buné€k patii riizné eukaryontni a prokaryontni buriky, jako je E. coli, hmyzi buriky,
rostlinné buiiky, sav¢i buriky a houby, jako jsou kvasinky.

Dalsim cilem vynalezu je urdeni proteinu ze skupiny latek TGF-, kédovaného vy$e uvedenymi
sekvencemi DNA, ktery vykazuje biologické schopnosti jako je tkaiova induktivita, zejména
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osteoinduktivita a/nebo mitogenni vlastnosti, vyuzitelné pfipadné k terapeutickym Gcelim. Vyse
uvedené schopnosti proteinu mohou kolisat v zavislosti na tvorbé homolognich nebo
heterogennich dimerl. Takové struktury se mohou rovnéz osvéd¢it jako vhodné pro klinickému
vyuZiti. Sekvence aminokyselin proteinu ze skupiny latek TGF-P, kterému se ddvd zvlaStni
piednost, MP-52, je popsana v SEQ id. &. 3.

Dalsim tdkolem pfedkladaného vynélezu je stanoveni metody produkce proteind, podobnych
TGF-B. Takovd metoda zahrnuje kultivaci hostitelské buiiky, transformované DNA sekvenci
podle predklidaného vynilezu, ve vhodném kultivaénim médiu a vygisténi produkovaného
proteinu, podobného TGF-f. Tato metoda tedy umozni produkci dostate¢ného mnozstvi
pozadovaného proteinu k pouziti pro lécebné ucely nebo pro aplikace, pouzivajici postupy
kultivace bun&k, které vyZaduji pfitomnost ristovych faktorii. Hostitelskou buiiku je mozné
ziskat z bakterii jako je Bacillus nebo Escherichia coli, z hub jako jsou kvasinky, z rostlin jako je
tabdk, brambory nebo Arabidopsis, a od zvifat, zvlasté z bunéénych linii obratloved, jako jsou
Mo-, COS- nebo CHO buné&né linie.

Jesté dalsim aspektem pfedkladaného vynalezu je stanoveni zvlaste citlivé metody k isolaci
sekvenci DNA, odpovidajici nizkému obsahu jednotlivych mRNA v piistu$nych tkanich. Metoda
podle vynalezu vznika spojenim &tyf rozdilnych krokd. Nejprve je nutné isolovat mRNA a pouZit
ji vamplifikatni reakci za pritomnosti oligonukleotidovych ocek (primerr). Sekvence
oligonukleotidovych ofek obsahujici degenerované sekvence DNA, odvozené od amino-
kyselinové sekvence proteind, vztahujici se ke genu, o n&jz se jedna. Tento krok mize vést
k amplifikaci jiz znamych ¢lend genové skupiny a tyto nevyZzadované sekvence je proto nutné
eliminovat. K tomu slouZzi restrikéni endonukleasy, znamé tim, Ze dovedou dfive analyzované
Cleny skupiny gend odbourat. Po apravé amplifikované DNA témito restrikénimi
endonukleasami jsou zbyvajici, zadouci sekvence DNA isolovany elektroforesou v gelu, ve
tietim kroku jsou opét zmoZeny amplifikaéni reakci a ve Etvrtém kroku jsou kionovany do
vhodnych vektor pro sekvenovani. Pro zvySeni citlivosti a G¢innosti jsou druhy a tfeti krok
provadény opakované, alespori dvakrat pti kazdém pouZiti této metody.

V provedeni, kterému se dava pfednost, je vySe popsany isolaéni postup pouzivan k isolaci
sekvenci DNA z jaterni tkang. Zvla§tni pfednost se dava provedeni vy$e popsaného postupu, kdy
je jedno o¢ko (primer), pouZiti k PCR (polymerazové feté€zové reakci, polymerase chain reaction)
homologini s polyA — koncovou &asti mRNA, zatimco druhé ocko obsahuje sekvenci genové
specifickou. Techniky, vyuzivané k provedeni rozdilnych krokd tohoto postupu, (jako
amplifikaéni reakce nebo sekvenaéni techniky) jsou v oboru obecné zndmé a jsou popsany
napfiklad Sambrookem se spoluautory v knize ,,Molecular Cloning: A laboratory manual® z roku |
1989, vydané nakladatelstvim old Spring Harbor Laboratory Press.

Dalsim cilem pfedkladaného vynalezu je stanoveni farmaceutickych pfipravki, obsahujicich
terapeuticky 0¢inné mnoZzstvi proteinu ze skupiny TGF-P podle tohoto vynalezu. Podle volby
miZe takovy pripravek obsahovat farmaceuticky pfijateiny nosi¢. Takovy iéCebny ptipravek
muZe byt pouzit k hojeni otevienych ran a obnoveni tkani, stejné jako k hojeni kosti, chrupavek,
&i zubnich defektl, a to bud’ samostatné, nebo vazany na vhodné nosie a popfipadé spolu
s jinymi pfibuznymi proteiny nebo ristovymi faktory. Lécebny pfipravek podle vynalezu tedy
miize obsahovat MP-52 kédovany protein ve spojeni s MP~121 kédovanym proteinem, a podle
volby i sjinymi znamymi, biologicky aktivnimi latkami, jako je EGF (epidermélni ristovy
faktor, epidermal growth factor), nebo PDGF (ristovy faktor z krevnich desticek, platelet derived
growth factor); neni v§ak omezen obsahem pouze téchto latek. Protein, podobny TGF~P, muze
byt dale klinicky vyuZit jako supresor imunitni odpovédi, ktery by zabrafioval odvrzeni
organovych transplantati. Farmaceutické pfipravky, obsahujici proteiny podle vynalezu, mohou
byt rovnéZ pouzivany profylakticky anebo mohou byt vyuzity v kosmetické plastické chirurgii.
Pouziti pfipravku neni nadto omezeno jen na ¢lovéka ale zahrnuje i zvifata, a to zvlasté domdci
zvifata.
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Predmétem vyndlezu je koneéné také protilatka ¢i fragment protilatky, které jsou schopné
specificky se vazat na proteiny podle vynalezu. Zptsoby ziskani takovych specifickych protilatek
jsou obecné znamé. Pfednostné je takova protilatka monoklonalni protilatkou. Uvedené protilatky
nebo fragmenty protilatek mohou byt vyuzity v diagnostickych metodéach.

Nasledujici priklady podrobné dokresluji podavany vynalez, ale nemély by byt chapany jako jeho
omezeni.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Isolace MP-121

1.1

1.2

13

1.4.

Celkova RNA byla isolovdna z lidské jaterni tkané (tyficetiletého muZze) metodou podle
Chirgwina a spoluautordi, Biochemistry 18, 5294-5299, 1979. Poly A* RNA byla oddé&lena
od celkové RNA pomoci oligo (dT) chromatografie podle pokyni vyrobce (Stratagene Poly
(A) Quick columns).

Pro reakci reversni transkripce byla poly A* RNA (1 -2,5 ug) z jaterni tkan& zahfata po
dobu 5 minut na 65°C a rychle ochlazena v ledu. Pfiddny byly reagencie reversni
transkripce, obsahujici ochrannou RNA v mnozstvi 27 U jednotek (Pharmacia), 2,5 pug oligo
d(T)i2-13 (Pharmacia), 5 x pufr (250 mM Tris/HCI o pH 8,5; 50 mM MgCl,; 50 mM DTT;
5 mM kazdého dNTP; 600 mM KCl) a 20 jednotek reversni transkriptizy z viru ptaci
myeloblastézy (AMV, Boehringer Mannheim) na pg poly (A") RNA. Reakéni smés (25 pl)
byla inkubovana 2 hodiny pfi 42 °C. Smés (pool) jaterni cDNA byla uchovana pii 20 °C.

Deoxynukleotidova ocka (primery) OD a OID (obrazek 2), uréena k zahajeni amplifikaéni
reakce, byla vytvofena na automatickém DNA-syntetizatoru firmy Biosearch. Vycisténi
bylo provedeno pomoci denaturaéni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a hlavni pruh
byl zgelu isolovan pomoci isotachoforézy. Oligonukleotidy byly urCeny uspofddanim
sekvenci nukleovych kyselin zndmych ¢lend skupiny latek TGF-P a volbou nejsilngji
uchovéavanych oblasti. Uspofddani takové oblasti je zndzornéno na obrazku 2. K usnadnéni
klonovani obsahovaly oba oligonukleotidy restrikéni mista EcoR I a oligonukleotid OD
obsahoval navic restrikéni misto Nco I na 5” konci.

V polymerazové fetézové reakci (PCR) byla v 50 pl reakéni smési pouZita jako templét
jaterni smés DNA. Amplifikace byla provedena v soustavé, obsahujici 1 x PCR pufr
(16,6 mM (NH,),SO4; 67 mM Tris/HCI o pH 8,8; 2 mM MgCl,; 6,7 uM EDTA; 10 mM B~
merkaptoethanol; 170 pg/ml BSA firmy Gibco), 200 uM kazdého dNTP (Pharmacia),
30 pmol kazdého oligonukleotidu (OD a OID) a 1,5 jednotky Taq polymerazy (AmpliTaq,
Perkin Elmer Cetus). PCR reakce obsahovala jako vychozi materidl cDNA, odpovidajici
30 ng poly (A")RNA. Po piekryti reak&ni smési vrstvou parafinu bylo provedeno 40 cykli
PCR reakce (cyklus 1: 80s 93 °C/40s, 52 °C/40s 72 °C; cykly 2-9: 60s 93 °C/40s 52 °C/40s
72 °C; cykly 10-29: 60s 93 °C/40s 52 °C/60s 72 °C; cykly 30-39: 60s 93 °C/40s 52 °C/90s
72 °C; cyklus 40: 60s 93 °C/40s 52 °C/420s 72 °C. Sest reakénich smési PCR reakce bylo
spojeno, vylisténo naslednou extrakei stejnymi objemy fenolu, smési fenol/chloroform (1:1,
objem : objem) a smési chloroform/isoamylalkohol (24:1, objem:objem) a poté
koncentrovano srazenim ethanolem.
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Polovina smési (poolu) ziskané v PCR dostacovala pro odbourani restrikénimi enzymy Sph I
(Pharmacia) a AlwN I (Biolabs). Druhé polovina byla odbouréna v sérii reakci restrikénimi
enzymy Aval (BRL), AIwNI (Biolabs) a Tfil (Biolabs). Odbourani restrikénimi
endonukleasami probihalo ve 100 ul pti 37 °C (pouze Tfi I pfi 65 °C) za pomoci 8 jednotek
kazdého enzymu ve 2—12 hodinové reakci a v pufru podle doporuceni vyrobce.

Kazdy vzorek DNA byl elektroforeticky frakcionovén za pouziti 4% agarosového gelu (3%
agarosy FMC Nusieve, Biozym a 1% agarosa, BRL) v Tris—boratovém pufru (89 mM Tris,
89 mM kyselina boritd, 2 mM EDTA, pH 8,0). Po obarveni ethidiumbromidem byly
nerozstépené amplifikacni produkty (tvorené piiblizné 200 pary bazi; standard pro ureni
velikosti byl sledovan soub&zné) z gelu vyfiznuty a isolovany fenolovou extrakei: stejny
objem fenolu byl pfidan k vysttizenému vzorku agarosy, nafezanému na malé kousky, smés
byla 10 minut mraZena, michana a poté odstiedéna. Vodna faze byla uschovana, zatimco
interfize byla znovu extrahovéana stejnym objemem TE-pufru, odstiedéna a obé vodné fize
byly spojeny. DNA byla dale ¢isténa dvojnasobnou extrakci ze smési fenol/chloroform
a nasledné extrakci ze smési chloroform/isoamylalkohol.

Po srazeni ethanolem byla jedna &tvrtina ¢i pétina isolované DNA znovu amplifikovana za
podminek stejnych jako pfi prvni amplifikaci, pouze pocet cykli byl snizen na 13 (cyklus
1 80s 93 °C/40s 52 °C/40s 72 °C; cykly 2-12: 60s 93 °C/40s 52 °C/60s 72 °C; cyklus 13 60s
93 °C/40s 52 °C/420s 72 °C). Produkty reamplifikace byly vy<¢istény, Stépeny pomoci
stejnych enzymi, které byly popsany vySe a nerozStépené produkty byly isolovany
z agarosového gelu tak, jak bylo popsano u produktd amplifikace. Reamplifikace,
nésledujici po restrikci a isolaci z gelu, byla jednou opakovéna.

Po posledni isolaci z gelu byly a amplifikaéni produkty odbourdny pomoci 4 jednotek
enzymu EcoR I (Pharmacia) v priibéhu 2 hodin pfi 37 °C v pufru, doporu¢eném vyrobcem.
Jedna Ctvrtina restrikéni smési byla navazana na vektor pBluescriptll SK+ (Stratagene), .
ktery byl podobné 3tépen pomoci EcoR I. Po navazani bylo 24 kloni z kazdé enzymové
kombinace dale analyzovano sekvencni analyzou. Vzorky, $tépené pomoci AIwN I a Sph1,
neobsahovaly nové sekvence, pouze sekvence BMP6 a inhibinu fA. 19 identickych novych
sekvenci, které byly pojmenoviany MP-121, bylo nalezeno ve vzorcich, $t€penych pomoci
Aval, AlwNI a Tfil. Jedna sekvence se od této pievazné nalezené sekvence odlidovala
zaménami dvou nukleotidii. Vazebna reakce a transformace v E. coli HBI10I byla provedena
podle Sambrooka a spoluautori, Molecular cloning: A laboratory manual (1989).
Transformanty byly vybrany na zakladé ampicillinové rezistence a plazmidové DNA byly
isolovany standardnim postupem (podle Sambrooka a spoluautort, 1989). Analyza byla
provedena sekvenaci dvouvldknovych plazmidd metodou ,sekvenace zakonfovanim
ideoxyribonukleotidového fetézce“ (dideoxyribonucleotidce chain termination sequencing)
pomoci sekvenaéni sady ,,Sequenase version 2,0 (United States Biochemical Corporation).

Klon byl ptipojen ke 3’konci ¢cDNA pomoci metody, podrobné¢ popsané Frohmanem
(Amplifications 5, 11-15, 1990, vyd. Perkin-Elmer Corporation). Stejnd jaterni mRNA, jaké
bylo pouzito k isolaci prvniho fragmentu MP-121, byla reversné transkribovéana za pouziti
ofka (primeru), skladajiciho se zoligodeoxythyminu (dT, 16 zbytkl), vazaného na
adaptorové otko (AGAATTCGCATGCCATGGTCGACGAAGC(T)¢). Amplifikace byla
uskutenéna za pouziti adaptorového ocka (AGAATTCGCATGCCATGGTCGACG)
a vnitiniho (internal) ofka (GGCTACGCCATGAACTTCTGCATA) sekvence MP-121].
Produkty amplifikace byla znovu amplifikovany za pouziti navazujiciho vnitiniho ocka
(ACATAGCAGGCATGCCTGGTATTG) sekvence MP-121 a adaptorového ocka.
Produkty reamplifikace byly po restrikci pomoci Sph1 klonovany ve stejné restrikéné
Stépeném vektoru pT7/T3 Ul9 (Pharmacia) a sekvenovany za vyuziti sekvenni sady
»oequenase Version 2,0 (United States Biochemical Corporation). Klony se vyznacovaly
piekryvem své sekvence s 3’koncem znamé sekvence MP-121.
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Priklad 2
Isolace MP-52

Dalsi sekvence cDNA, MP-52, byla isolovana dfive popsanym postupem (viz Priklad 1) za
pouziti RNA z lidské embryonalni tkané (staii 8-9 tydnil). Reakce PCR obsahovala jako vychozi
materidl cDNA, odpovidajici 20 ng poly (A")RNA. Reamplifika¢ni krok byl opakovan dvakrét
pro ob& enzymové kombinace. Po navazani bylo 24 klont z kazdé enzymové kombinace dale
analyzovano sekvenéni analyzou. Vzorek, restrikéné 3t€peny pomoci AIWN 1 a Sph1 poskytl
novou sekvenci, nazvanou MP-52. Ostatni klony obsahovaly pfevazné sekvenci BMP6 a BMP7.
Vzorek, restrikéné $tépeny ucinkem Aval, AIWNI a Tfi I nové sekvence neobsahoval, ale
skladal se pievazné ze sekvenci BMP7 a nékolika sekvenci inhibinu BA.

Klon by! pfipojen ke 3’konci dfive popsanym postupem (Pfiklad 1). Stejna embryonalni mRNA,
jaké bylo pouzito kisolaci prvniho fragmentu MP-52, byla reversné transkribovana jako
vPrikladu 1. Amplifikace se uskute¢nila za pomoci adaptorového  ocka
(AGAATTCGCATGCATGGTCGACG) a vnitini otka (CTTGAGTACGAGGCTTTCCACTG)
sekvence MP-52. Produkty amplifikace byla znovu amplifikovany za pouZiti navazujiciho
adaptorového otka (ATTCGCATGCCATGGTCGACGAAG) a navazného vnitfniho ocka
(GGAGCCCACGAATCATGCAGTCA) sekvence MP-52. Produkty reamplifikace byly po
restrikci pomoci Nco I klonovany ve stejné restrikéné $tépeném vektoru (pUC 19 (Pharmacia
#27-4951-01) s pozménénym mnohocetnym klonovacim mistem, obsahujicim jediné restrikéni
misto pro NcoI) a sekvenovany. Klony se vyznatovaly piekryvem své sekvence se 3’koncem
znimé sekvence MP-52. Nékteré ztéchto klonii obsahuji poslednich 143 parii basi 3’konce
sekvence, znazomnéné v SEQ id. &. 1 a 0,56 kb (kilobas{) oblasti 3’, kterd nepodléhd translaci
(sekvence neni uvedena). Jeden z nich byl pouzit jako sonda ke stanoveni knihovny lidského
genomu (Stratagene #946203) obvyklou metodou, podrobné popsanou Ausubelem a spoluautory
(Current Protocols in Molecular Biology, vyd. Greene publishing Associates and Wiley~
Interscience, 1989). Z 8x10° lambda fagi byl jeden fag (lambda 2.7.4), u n&hoZ bylo ovéfeno, ze
obsahuje vsunutych asi 20 kb, isolovan a ulozen do rejstfiku DSM (#7387). Tento klon obsahuje
kromé¢ sekvence, isolované uvedenou metodou amplifikace z mRNA, také informaci o dalsi
sekvenci smérem k 5'konci. Pro sekvenéni analyzu byl subklonovan fragment Hind III
o priblizn¢ 7,5 kb na stejné restrikéné §t€peny vektor (Bluescript SK, Stratagene #212206). Tento
plasmid, nazvany SKL 52 (H3) MPI!2, byl rovnéz uloZzen do DSM (#7353). Sekvenéni
informace, odvozena z tohoto klonu, je znazornéna v SEQ id. &. 1. U nukleotidu & 1050 se
stanovena cDNA a pfislu$na genova sekvence li§i jednim parem basi (cDNA: G; genova DNA:
A). Genova sekvence je pokladana za spravnou, coZ bylo rovnéz potvrzeno sekvenovanim
amplifikované genové DNA z embryonalni tkané, pouzité k piipravé mRNA. Genova DNA
obsahuje intron o velikosti asi 2 kb, umistény mezi pary bazi 332 a 333 v SEQ id. €. 1. Sekvence
intronu neni uvedena. Spravné spojeni exon/exon bylo potvrzeno sekvenovdnim produktu
amplifikace, odvozeného od cDNA, kterd zahrnuje tuto oblast. Tato sekvenéni informace byla
ziskana pomoci &aste¢n€ upravené metody, podrobné popsané Frohmanem (Amplifications 5,
11-15, 1990, vyd. Perkin—-Elmer Corporation). Stejna embryonalni RNA, jaké bylo pouzito
k isolaci 3’konce MP-52, byla reversné transkribovéana za pouZiti vnitiniho otka sekvence MP-
52, orientovaného ve sméru 5" (ACAGCAGGTGGGTGGTGTGGACT). Koncova ¢ast, tvofena
polyA, byla pfipojena na Skonec prvniho vldkna ¢cDNA pomoci termindlni transferdzy.
K provedeni dvoustupiiové amplifikace bylo v prvnim kroku pouzito ocko, sloZené z oligo dT
a adaptorové otko (AGAATTCGCATGCCATGGTCGACGAAGC(Tie)), vdruhém kroku
adaptorové ocko (AGAATTCGCATGCCATGGTCGACG) a vnitini otko (CCAGCAGCCCA-
TCCTTCTCC) sekvence MP-52. Produkty amplifikace byly znovu amplifikovany za pouziti
stejného adaptorového ofka a navazujiciho vnitini otka (TCCAGGGCACTAATGTCA-
AACACG) sekvence MP-52. Poté byly reamplifika¢ni produkty opétné amplifikovany za pouziti
navazného adaptorového otka (ATTCGCATGCCATGGTCGACGAAG) a navazného vnitiniho
otka (ACTAATGTCAAACACGTACCTCTG) sekvence MP-52. Konecné reamplifikacni
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produkty byly klonovany ,,otevienym koncem* ve vektoru (Bluescript SK, Stratagene #212206),
restrikéné §tépeném pomoci EcoRV. Klony byly charakterizovany piekryvem jejich sekvence
s DNA faga lambda 2.7.4.

Plasmid SKL 52 (H3) MP12 byl 10. 12. 1992 uloZen pod ¢islem 7353 v DSM (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen), Mascheroder Weg 1b, 3300 Braunschweig.

Fag lambda 2.7.4. byl ulozen v DSM pod &islem 7387 dne 13. 1. 1993.

Priklad 3

Zkousela se moznost vyvoje kosti, zaloZzena na ektopické tvorbé kosti in vivo. Tato tvorba mize
byt vyvoléna napfiklad implantaci demineralizované zakladni hmoty kosti (Urist, Science 150,
893-899 (1965)). Kombinaci neaktivni zédkladni hmoty s proteiny vyvolavajicimi tvorbu kosti
muzZe byt vyvolan stejny proces, jako napiiklad popisuje Sampath a kol., PNAS 78, 7599-7603
(1981). Tento proces tvorby kosti je stejny jako embryonalni enchondralni tvorba kosti a zhojeni
kosti dospélych. Tato metoda tim nabizi moznost vyzkouset in vivo proteiny na moZznost vyvolat
tvorbu kosti.

Pro tento experiment se pouzil MP-52 protein, ktery byl ziskdn expresi pomoci viri Vaccinia,
Caste€né vycistén a implantovan.

K tomu bylo pouzito bunék 143B (HuTk—~, ATCC CRL 8303) v kultivanich miskéach a oto¢nych
nadobach aZ do soutoku a byly infikovany rekombinantnimi viry Vaccinia v po¢tu odpovidajicim
podtu bunék, proplachnuty a ponechany akumulovat MP-52 pfiblizné¢ 20 hodin v MEM (Gibco
BRL, asi 1 ml na 10° bun&k). Jako kontrolni stanoveni byl pouzit stejny poget vird infikovanych
divokym typem. Piebytek bunék kultury (kondiciované prostiedi) byl shromaZzdén z nisady
a odstfedén (pietizeni 40 000 g po dobu 30 minut za teploty 4 °C). K odstranéni viri byl pfebytek
filtrovan pfes anorganicky filtr (velikost pért 0,1 um, Whatman, Anotop 25). K ¢isténi MP-52
proteinu byly pfebytky nakonec uvedeny na kone¢nou koncentraci 50 mM Tris pH 7,0, 100 mM
chloridu sodného a 6 M mo&oviny a na vloZeny na sloupec heparinu (HiTrap™, Pharmacia, #17-
0407-01), kde byly ekvilibrovany v pufru A (50 mM Tris, pH 7,0, 100 mM chloridu sodného
a 6 M moloviny). Naplnény sloupec byl promyt pufrem A a eluovan linearnim gradientem do
100 % pufru B (50 mM Tris, pH 7,0, 600 mM chloridu sodného a 6 M mocoviny) pfi rychlosti
pritoku 0,5 ml/min béhem 50 minut (2,5 ml na frakci). Westrenblot analyzou bylo piezkouseno,
7ze MP-52 je reprodukovatelné eluovan prevazné ve 2 frakcich pfi zhruba 250 az 400 mM
chloridu sodného. Alikvoty téchto frakci byly rovnéz prezkouSeny, podle idajii vyrobce, 15%
gelem polyakrylamidu obarveného stiibrem (Silver Stain-II, Daiichi #SE140000) a frakce byly
shroméazdény. Porovnatelné frakce po vy¢isténi od kondiciona¢niho prostfedi po infikaci virem
divokého typu byly stejné tak zachyceny v gelu obarveném stfibrem.

MP-52 protein, popfipadé odpovidajici je$t¢ kontaminovany protein, nachazejici se také
v piebytku bun&&né kultury infikované divokym typem, pfed¢istény chromatografii na heparin
sepharose, byly dale preCistény pomoci reverzni faze vysoko 1cinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC). Ktomu byl C8-sloupec (Aquapore RP300, Applied Biosystems,
velikost &astic 7 pum, velikost périt 300.10™ nm) ekvilibrovan 10% pufrem B (pufr A: 0,1%
kyselina trifluoroctovéa, pufr B: 90% acetonitril, 0,1% kyselina trifluoroctova). Po naplnéni
kolony se zachycenymi frakcemi obsahujicimi MP-52 ze sloupce heparinu, byla kolona vydatné
promyta 10% pufrem B. Vazany protein byl eluovan s timto gradientem: 10 az 50% pufr B po
dobu 20 minut a 50 az 100% pufr B po dobu 50 minut. Byly shromazdény frakce do 500 pl
a analyzovéany jak Westernblot analyzou, tak také gely obarvenymi stiibrem. Protein MP-52 byl
eluovan za zvolenych podminek pfiblizné v rozmezi pfiblizn& od 55 do 65 % acetonitrilu. Frakce
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s MP-52 byly zachyceny. Stejné bylo provedeno s odpovidajicimi frakcemi z kontrolntho &isténi
piebytku bunééné kultury bunék infikovanych viry divokého typu.

Casteéng vy&idtény MP-52 protein nebo kontrolni protein byl rekonstituovan se zakladni hmotou
a implantovan krysam, aby byl podan dikaz o schopnosti tvorby chrupavek a kosti. K tomu byla
pouzita zakladni hmota kosti od krys, ktera byla preparovana v podstaté podobné, jako popisuje
Sampath a kol., PNAS 78, 7599-7603 (1981) a Sampath a kol., PNAS 80, 6591-6595 (1983).
Kosti krys (femur a tibie) byly demineralizovany po dobu 24 hodin 0,6M kyselinou
chlorovodikovou a nakonec byl jest¢ odstranén pfitomny kostni morek. Po promyti vodou
a tiihodinovém odstraifiovéani tuku smési chloroformu a methanolu v poméru 1:1 byly kosti
ususeny na vzduchu, ochlazené na hlubokou teplotu rozemlety na praSek v mlyné a sitem
oddéleny &astice o velikosti 400 az 1000 um. Nakonec byla zékladni hmota extrahovana po dobu
7 dnil za teploty mistnosti v 4M guanidiniumhydrochloridu v pfitomnosti inhibitor protedzy. Po
rozsahlém promyti vodou byla zakladni hmota lyofilizovana a uchovéana pfi teploté 4 °C. Takto
zpracovana zakladni hmota jiz neukazuje Zadnou aktivitu vyvolavajici tvorbu kosti.

Protein miize byt kombinovan riiznymi metodami znamymi odbornikovi s extrahovanou zakladni
hmotou kosti. V tomto pfipadé byl MP-52 protein nebo kontrolni protein, ktery byl vyciStén
vysoko u¢innou kapalinovou chromatografii jak pfes heparin sephadosu, tak také reverzni fazi,
spojen v roztoku acetonitrilu a kyseliny trifluoroctové po eluovani vzdy s 25 mg zakladni hmoty
na implantat, dobfe promyt, vysusen za hluboké teploty a lyofilizovan. MP-52 spojeny se
zakladni hmotou byl uchovavan pti teploté 4 °C. Pro implantaci byl pouzit MP-52 véazany na
zakladni hmotu dvou pfiblizn€ 3 mésice starych krys (Whistar), které byly oSetéeny
intramuskularni injekci narkotizaéniho pfipravku (0,2 ml Rompun (Bayer) smiseno s 0,5 ml
Ketanest 50 (Parke Davis)) v objemu 0,14 ml na 100 g t&lesné hmotnosti. Pro implantat byly
piipraveny bilateralni kapsy v bfi$nim svalstvu (pod thorax). MP-52 vazany na zakladni hmotu
(asi 2 az 4 pg podle odhadu na zakladé Westernblot analyzy), stejné jako odpovidajici kontrolni
protein vazany na zékladni hmotu byl zvihéen 0,9% roztokem chloridu sodného (Delta Pharma)
a preveden do kapsy ve svalu. Svalova kapsa, stejn€ jako potfebny hlavni fez byly nakonec
za$ity. Krysam byla posilena imunita cyklosporinem A (Sandimmun).

Po 18 nebo 26 dnech byly implantaty z krys vyjmuty a fixovany pro histologické zkousky. Jezto
po 26 dnech se dalo jiz predpokladat, ze implantat s MP-52 povede k makroskopické tvorbé
kosti, byl tento uloZen ke zhotoveni tenkych fezi do methylmethakrylatu a jiné implantaty byly
zality do parafinu. Mineralizovana chrupavkova a kostni tkan byly zdiraznény obarvenim na
¢erno barvici technikou podle von Kossa (Romeis, B., Mikroskopische Technik, vyd. Béck, P.,
Urban a Schwarzenberg, Mnichov, Baltimore, Videri (1989)). Pfi trichromovém barveni podle
Masson~Goldera (Romeis, B., Mikroskopische Technik, vyd. Béck, P., Urban a Schwarzenberg,
Mnichov, Baltimore, Viden (1989)) byla mineralizované kostni tkai a kolagen vybarveny svétle
zelené, osteoid je Cerveny a cytoplasma hnéda s odstinem do ¢ervena. Obé techniky barveni byly
pouzity na implantatech z obou krys. S obéma technikami barveni se mohla na obou pokusnych
zvitatech zietelné dokazat tvorba kosti a chrupavek v implantatech, které obsahovaly MP-52.
Odpovidajici implantaty s kontrolnim proteinem neukazovaly na zadnou tvorbu kosti nebo
chrupavek. Podil pfedchiidce chrupavky s chondrocyty a oblastmi chrupavek s po¢inajici tvorbou
extracelularni zékladni hmoty a jeji mineralizaci v koncentrickych kruzich je v MP-52
implantatu po 18 dnech vy3si neZ v pfipadé 26 dnii. AvSak také v implantach po 18 dnech je jiz
dokazatelna zrala tkan kosti s vektorielni tvorbou osteoidu, stejné jako jednotlivé osteocyty
v kostich. Déle jsou rozeznatelné uzaviené kustky se zacinajici tvorbou kostniho morku.
U implantéatu po 26 dnech lze dokazat také jesté oblasti chrupavky se zacinajici tvorbou zakladni
hmoty a zvépniovanim, jejichZ podil se viak zfeteln& zvy3uje na zelené vybarvené kostni tkani
s osteocyty a okraji osteoidd. V implantitu je prokazatelna tvorba kostniho morku s vyskytem
jednotlivych tukovych bunék. Ke znadzornéni se odkazuje na pfiloZzené obrazky.

Pokus ukazuje, 7e rekombinantn& pripraveny MP-52 v kombinaci se zakladni hmotou je s to
vyvolat enchondralni tvorbu kosti.

-10-
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Piehled obrazkii na vykresech

Obr. 3 znazortiuje stav 18 dni po implantaci, vybarveno podle von Kassa, pfi stondsobném
zvétseni.

Obr. 4 znéazorfiuje stav 26 dni po implantaci, vybarveno podle Masson—Goldnera, pfi osmdesati-
nasobném zvétieni.

Obr. 5 znazoriiuje stav 26 dni po implantaci, vybarveno podle Masson-Goldnera, pfi tfistapade-
satinasobném zv€tSeni.

Na obrézcich je pouzito téchto zkratek:

Bm: diferencujici se kostni morek,

Ch: hypertrofni chondrocyt,

Cc: mineralizovana chrupavka,

Ma: zbytek neaktivni zakladni hmoty kosti,

Mc: svalova tkai,

Ob: osteoblast,

Oc: osteocyt,

Os: kustka naplnéna diferencujicim se kostnim morkem.

SEQid. &. 1

TYP SEKVENCE: nukleotid
DELKA SEKVENCE: 1207 péri bazi

TYP VLAKNA®: dvojité

TOPOLOGIE: linearni

MOLEKULARNI TYP: DNA

PUVODNI ZDROJ: —

ORGANISMUS: lidsky ,

BEZPROSTTREDNI POKUSNY ZDROJ: embryonalni tkaii

VLASTNOSTI: Kédova sekvence lidského proteinu podobného TGF—f3 (MP-52)

-11-
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AOCOGECGEEC CCTGAACCCA AGOCAGGACA CCCTCCCCAA ACAAGGIAGG CTACAGICCG
GALTCTGACC CCAAMAGGAL AGCTTCOOCGE AGGCAAGGCA COCCCAAAAG CAGGATCTIGT
CCCCAGCTCC TTCCTGCTGA AGRAGGOCAG GGRAGCONGEG COCCCACGAG AGOCCAAGGA
GCCGTTICEC CCACOCOOCA TCACACOCCA OGAGTACATG CTCTCGCIGT ACAGGACGCT
GTCCRATGCT GACAGAAAGG GAGCAACAG CAGCGIGAAG TTGGAGGCIG GOCTGGCCAA
CACCATCACC AGCTTTATTG ACAAAGSGCA AGATGAOOGA GGTOOOGTGG TCAGGRAGTA
GAGGTACGTG TTTGACATTA GIGCCCTGGA GRAGGATGGG CTGCIGGESG CCERAGCTGCG
GATCTTGOGG AAGRAAGCCCT OGGACAOGEC CAAGOCAGOG GOCCCCEERG GOGGROGERC
TCCCCAGCTG AAGCTGTCCA GOTGOCOCAG OGGCOGGIAG COGGCCICCT TGOTGGATGT
CCGCTCCGTG CCAGROCTGG ACGGATCIGG CTGGGAGGIG TTIOGACATCT GGAAGCTCIT
COGARRCTTT AAGARCTCGG CCCAGCTGIG OCTGERAGCTG GAGGOCTGSS ARCGGEECAG
GGOCETEEAL CTOORTEEOC TGAGCTTOGA COBCEI0GIC OGRCAGGTAC ACGRGARGGC
CCTGITCCTG GIGTTTEEOC GCACCARGARA AOGGGACCTG TICTTTARTG AGATTAAGSC
COGCICTGEC CAGGACGATA AGAOOGIGTA TGAGTACCIG TTCAGCCAGC GEOGRARNCG
GOGEGCCCCA CTGGOCACTC GCCAGGRCAA GOGRCCCAGC AAGRACCTTA AGGCTOGCTG
CAGTOGGARG GCACTGCATG TCAACTTCAA GGACATGGGC TGGGRCGACT GGATCATCGC
AOOCCTIGRAG TACGAGGCTT TOCACTGCGA GGGGRCTGIGE GAGTTCOCAT ‘TGOGCTOCCA
CCTGERGOOC ACGAATCATG CAGTCATCCA GAOCCIGATG AACTOCATGG ACCOOGAGTC
CACACCACCC A0CTGCTGIG TGCOCACGEG GOTGAGTOCC ATCAGCATCC TCTTCATTGA
CICIGOCARC ARCGTGGTGT ATANGCAGTA TGAGARLATG GIUGTOGAGT OGTGTGECIG
CAGGETAG

SEQid. &3

TYP SEKVENCE: aminokyselina
DELKA SEKVENCE: 401 aminokyselin

PUVODNI ZDROJ: ~
ORGANISMUS: lidsky ’
BEZPROSTREDNI POKUSNY ZDROJ:

VLASTNOSTTI: Lidsky protein podobny TGF-f§ (MP-52)

PGGPEFRPGH PPQTRQATAR TVTPKGOLPG GRAPPKAGSV PSSFIIRRAR EPGFFREFKZ
PFRPPPITPH EYMLSLYRTT, SDADRKGGNS SVKLEAGLAN TITSFIDKGQ DORGEVVRRQ
RYVFDISALE KDGLIGAEIR ITRRKPSUTA KPAAPGGGRA RQJLKLSSCPS GROPASLIDV
RSVPGLDGSG WEVEDIWKLF RNFRNSAQIC LEIEAWERGR AVDLRGIGFD RAARQVEEKA
IFLVFGRTKK ROLFFNETRKA RSGRDDRIVY EYLFSQRRKR RAPIATRQGR RPSRNLKARC
SRKALEVNFK DMGADDWIIA PLEYEAFHCE GLCEFPIRSH LEPINHAVIQ TIMNSMDPES
TPPTCCVPIR ISPISILFID SANNVVYRQY EDMVVESCGC R

60
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300
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480
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600
660
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780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1207

60
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240
300
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PATENTOVE NAROKY

1. Sekvence DNA, kédujici protein ze skupiny latek TGF-B, zvoleni ze skupiny sestdvajici ze
a) sekvence DNA, obsahujici nukleotidy

ATG AACTCC ATG GAC CCC GAG TCC ACA
se ¢tecim rdmcem pro protein, zacinajicim na prvnim nukleotidu,

b) sekvence DNA, kterd je degenerovan4, co je vysledkem genetického kodu sekvence DNA
uvedené v a),

¢) sekvence DNA, ktera koduje protein, ktery se odlisuje od proteinu, jenZ je kédovan DNA
sekvenci z a) pouze konservativnimi aminokyselinovymi vyménami, a

d) sekvence DNA, kterd hybridizuje k sekvenci DNA uvedené v a) nebo b) a kéduje protein,
ktery obsahuje sekvenci

Met—-Asn—Ser-Met—Asp-Pro—-Glu-Ser-Thr.

2. Sekvence DNA podle naroku 1, ktera je sekvenci DNA obratlovci, sekvenci DNA savcd,
vyhodné sekvenci DNA primatii, ¢lovéka, vepie, skotu nebo hlodavcu a pfednostné i sekvenci
DNA krysi a mysi.

3. Sekvence DNA podle narokt 1 nebo 2, kterd kéduje zraly MP-52 protein, definovany
nukleotidy 845 az 1204 uvedenymi v SEQ id. &. 1.

4. Rekombinantni molekula DNA, ktera obsahuje sekvenci DNA podle nékterého z naroki 1
az 3.

5. Rekombinantni molekula DNA podle naroku 4, kde uvedena sekvence DNA je funkéné
navazana na sekvenci fidici expresi.

6. Zplsob vyroby proteinu ze skupiny latek TGF- kédovaného sekvenci DNA podle naroku
l,vyznacujici se tim, Ze se kultivuje hostitel obsahujici rekombinantni DNA molekulu

podle narokG 4 nebo S, kterym je vyhodné bakterie, houba, rostlinna burika nebo Zivocisna
burika, a izoluje se uvedeny protein TGF-f z kultury.

7. Farmaceuticky prostiedek pro 1é¢bu defektd kosti, chrupavek & zubli a pro hojeni
otevienych ran a obnovu tkdni, vyznadujici se tim, Ze obsahuje protein ze skupiny
latek TGF-f, pro néz je kédem sekvence DNA podle nékterého z narokd 1 az 3, popfipadé
v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em.

8. Protilatka nebo jeji fragment, kterd je schopna specificky se vdzat na protein, pro néz je
kédem sekvence DNA podle nékterého z naroki 1 az 3.

9. Protilatka nebo jeji fragment podle ndroku 8, kde jde o monoklonalni protildtku.

10. Pouziti protilatky nebo jejiho fragmentu podle naroku 9 pro diagnostické metody in vitro.

4 vykresy
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Obrdzek la

Mp 52
BMP 2
EMP 4
BMP 5
BMP 6

BMP 7

MP 52
BYP 2
BP 4
B 5
BP 6

B 7

10 20 30 4 50
CSRRALEVNE KDMGADDWII APLEYEAFHEC EGICEFPLRS BELEZPTIEAVI

CXREPLYVDF ‘SOVGRNCWIV APPGYRAFYC BGECPFPLAD EINSTNEAIV
CRRESLYVDF SDVGNDWIV APPGYCAFYC EGDCPFPIAD EINSTNEAIV
CRREELYVSF ROLGAQDWIT APEGYARFYC DGECSFPINA EMNATNERIV
CRKEELYVSE QDIGWQUWIT APRGYAANYC DGECSFPINA EMNATNEATV
CRKEELYVSF ROLGAQDWIT APEGYRAYYC BGECAFPINS YMNAINEAIV

ko ke ok ok ok dek Rhkp kh ok dp kG R AR b b Wk

60 70 80 90 100
QITMNSMDPE STPPICCVPT RLSPISILFI DSANNVVYRQ YEDMVVESCG

QTLVNSVNS- KIPRACCVPT ELSATSMLYL DENERVVLRN YODMVVEGCG
QTLVNSVNS- SIPKACCVPT ELSATSMLYL, DEYDRVVLKN YOEMVVEGCG
QULVELMFPD EVPKPCCAPT KINAISVLYF DDSSNVILRK YRNMVVRSCG
QTLVEIMNPE YVPKECCAPT KINAISVLYF DONSNVIIKK YRNMVVRACG

QTLVHFINPE TVPKPCCAPT QINATSVLYF DDSSNVILKRK YRMMVVRACG

RAR f o p ok WRpkh R R kX fbp kR pRRNkd
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Obrazek 1b
10 20 30 40 50
MP121 IQPEGIAMNE CIGXCPLIIA GYPGIAASTH TAVINLIRAN TASGITGGGS
InhitBA  IAPSGYEANY CHGECPSHIA GTSGSSLSFH STVREYRMR GESPFANLKS
Inhik3B  IAPTGYYGNY CEGSCPAYIA GVPGSASSFH TAVVMQYRMR GINP-GTVNS
Inhiba  VYPPSFIFBY CHGGOGLHIP ——PNLSLP VEGAPPTPAQ PYSLIPGAQP
+ X T X R b b M e+ + +
€0 0 80 90
MP121 CC—VPTARR PLSLLYYDRD SNIVRTD-IP DMVVERCGCS
InhilBA CC——VPTRIR PMSMLYYDDG QNITRRD-IQ MMIVEECGCS
InhitBB COC—IPTKLS TMSMLYFDOE YNIVKRD-VP MMIVEECGCA
Inhiba  CCAALPGIMR PLHVRITSIG GYSFKYETVP NLLIQBCACI

CZ 287715 B6
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Obrazek 2a
Eco RI Neo I
CD ATGAATTCCCATCEACCTCEECTGAMARGRMIGEAT
BMP 2 ACEIGSECTGRRMGRCTGGRT
BMP 3 ATATTGECIGEAGTGRATGEAT
B 4 ATGIGGECTGRAATGACTGGAT
B 7 AOCTCEECTGRCAGGALCTGEAT
31 AGGACCTOGECTCGRAGTGEAT
TGF-82 GRATCTAGGTGGAAATGGAT
TGF-3 AGGATCTGGECTGRAAGTGGET
inhibin a ACCTCGGCTCERAACGSTGEAT
inhibin 8, ACATOGECTGGAATGACTGGAT
inhibin B; TCATCCGCTGRRAACGACTGGAT
Obradzek 2b
Eco RI
oIp ATGAATTOGAGCTCOGTSGGSRCACAGCA
BMP 2 GAGTTCTGTOGSGACACAGCA
EMP 3 CATCTTTTCTGGTACACAGCA
BMP 4 CAGTTCAGTGGGCACACANCA
BMP 7 GAGCTGOGTGGGOGCACAGCA
TGF-81 CAGOGCCTGOGECACGCACA
TGF-82 TAARTCTTGGGACACGCAGCA
TGF-83 CAGGTCCTGGGGECACGCAGCA
inhihin « CCCTGXSAGAGCAGCACACA
inhibin 8, CACCTTGCTGGECACRCAGCA
inhibin 8, CAGCTTGGTGCGARTGCAGCA
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Obr. 5

Konec dokumentu
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