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Reseni se tyka proteinu Akt pro pouziti k indukci exprese
VEGF a pripravki pro vyvolani terapeutické angiogeneze.
Konkrétné se tyka indukce exprese VEGF (ristového faktoru
vaskularniho endotelu) pomoci serin/threoninové
proteinkindzy Akt. Ve vyhodném provedeni farmaceuticky
piipravek podle vynalezu obsahuje nukleovou kyselinu

kédujici Akt.
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Protein Akt pro pouzZiti k indukci exprese VEGF

OCblast techniky

Pr¥edkladany vyndlez se tykd proteinu Akt pro pouzZiti
k indukci exprese VEGF a pripravkl pro vyvolani terapeutické
angiogeneze. Konkrétné se tyka indukce exprese VEGF (rastového
faktoru vaskulédrniho endotelu) pomoci serin/threoninové
proteinkindzy Akt. Farmaceuticky ptripravek podle vynélezu

obsahuje nukleovou kyseliny kédujici protein Akt.

Dosavadni stav techniky

Angiogeneze

Angiogeneze Jje biologicky proces, ktery vede k vyvoji
novych krevnich c¢év. Tento proces =zahrnuje rGzné typy
interakci bunka-burika, bunka-matrix a burlika-cytokin (Melillo
et al., 1997, Cardiovascular Research 35:480-489; Lewis et
al., 1997, Cardiovascular Research 35:490-497). Vytvareni nové
cévni (vaskulédrni) sité v dospé&lém organismu je velmi vzacné.
Avsak nové cévy se objevuji p¥i urditych patologickych stavech
jako je nap¥. ischémie, z&néty, hojeni poranéni, rtst né&doru,
diabeticka retinopatie, revmatoidni artritida, psoriaza
a chronickd poranéni.

Terapeutickd angiogeneze =zahrnuje zamérnou stimulaci
vyvoje novych krevnich cév pomoci vhodnych angiogennich
rastovych  faktort. Terapeutickou angiogenezi 1lze vyuzit
k léCeni rtznych ischemickych stavd nebo k podpofe 1lé&eni
poranéni. Ruzné ischemické stavy postihuji srdce, dolni

kon&etiny, kozZni laloky, periferni nervy, kosti nebo &tépy
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(transplantdty). K typickym ischemickym onemocnénim patfi
cerebrovaskuldrni ischémie, renalni ischémie, pulmonarni
ischémie, ischémie kondetin, onemocn&ni perifernich artérii,
intermitentni klaudikace (p¥erufované kulh&ni pfi bolesti
v lytkovych svalech), ischemicka kardiomyopatie a ischémie
myokardu (viz také WO 97/14307).

Bylo wukézéno, Ze rtzné faktory projevuji angiogenni
aktivitu. K takovym faktortm pat¥i napf. bazicky a kysely
riistovy faktor fibroblasti (bFGF a aFGF), FGF-5 (Patent US
&. 5,661,133), rustovy faktor endotelovych bun&k (Pu et al.,
1993, Circulation 88:208-2156), angiopoetin a VEGF (viz
prehledné ¢léanky Melillo et al., 1997 a Lewis et al., 1997).

Angiogeneze se povaZuje za nezbytny ptredpoklad pro rust
a perzistenci solidnich tumord a jejich metastdz (Patent US
&. 5,854,205). Pro stimulaci angiogeneze tumory zesiluji
("upregulate") produkci ruznych angiogennich faktort, v&etné

VEGF.

VEGF

Ristové faktory bun&k vaskuldrniho endotelu (Vascular
endothelial cell growth factor, VEGF) pfedstavuji skupinu
angiogennich polypeptidl, které jsou ¢leny proteinové
riustovych faktort pochézejicich z destidek ("platelet-derived
growth factors"). Tyto proteiny jsou glykosylované kationtové
dimery s molekulovou hmotnosti p¥ibliZn& 46 a¥ 48 kDa. NA
rozdil od ostatnich angiogennich faktord VEGF obsahuje
p¥irozenou signdlni sekvenci, ktera umoZiiuje sekreci tohoto
faktoru z intaktnich bun&k. K alternativnim jméntm VEGF pat¥i
také oznadeni faktor cévni permeability ("vascular
permeability factor, VPF) a rustovy faktor indukovany c-fos

("c-fos induced growth, FIGF).
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Byly identifikovény ruzné formy VEGF, nap¥ VEGF;2.; (Patent
Us &. 5,219,739), VEGF: (Patent US &. 5,332,672), VEGFiss
(Patent US c. 5,240,848), VEGF206, VEGF-2 (WO 95/24473;
W0 96/39515), VEGF-B (Patenty US &. 5,607,918 a 5,840,693), a
VEGF-D (WO 97/12972). Bylo uk&zéno, Ze ruzné formy VEGF jsou
mitogenni pro builkky cévniho endotelu a podporuji vytvareni
kolateralnich krevnich cév a pritok krve v ischemické tkéni.

Bylo wuk&zédno, Ze ionty p¥echodnych kovl, jako nap¥.
CoCl,, zvy3uji expresi genu VEGF a stimuluji wvaskularizaci

(Patent US &. 5,480,975).

Akt

Proteiny Akt jsou serin/threonin proteinkindzy, které se
podileji na apoptdze (programované bun&fné smrti). Nedavno
byly zkoumdny dvé& intraceluldrni signdlni dréhy zGcastnéné
v regulaci p¥eZivani/smrti bunék. Aktivace kindzy 1
stimulujici apoptézu (ASK1l) vede k apoptdze bun&k riznych typld
(Ichijo et al. 1997), zatimco signdlni dréha zahrnujici
fosfoinositidyl-3-kindzu (PI3K) a Akt vede k ochran& bunék
(cytoprotekci). Bylo ukézéno, Ze aktivita ASK1 je indukovéna
néddorovym nekrotickym faktorem alfa (INFa) nebo 1ligaci Fas
(Ichijo et al. 1997, Chang et al. 1998). Nadm&rnéd exprese
("overexpression") ASKl dominantni negativni mutanty inhibuje
apoptézu indukovanou TNFa nebo ligaci Fas, coZ ukazuje, Ze
ASK1 hraje vyznamnou roli p¥i apoptickém odumirédni bunék
indukovaném TNFa nebo 1ligaci Fas. Molekuldrni mechanismy,
kterymi ASKl indukuje apoptdzu, v8ak nejsou znémy. Bylo
ukézano, Ze ektopickd exprese ASKl vede k aktivaci ruznych
stresem aktivovanych signdlnich drah, jako jsou nap¥. dréhy
MKK4 /JNK a MKK6/p38, které z¥ejmé zprost¥edkovavaji
ASK1-indukovanou apoptdzu (Ichijo et al. 1997).
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Dridha PI3K/Akt se zdd byt duleZitd pro regulaci
pre¥ivani/smrti bun&k (Kulik et al. Franke et al 1997,
Kauffmann-Zeh et al, Hemmings 1997. Dudek et al. 1997).
Faktory pro preZivani bunék, jako je ristovy faktor desticek
("platelet derived growth factor®, PDGF), nervovy rustovy
faktor (,nerve growth factor"“, NGF) a inzulinu podobny rustovy
faktor 1 (,insulin-like growth factor 1%“, IGF-1), podporuji
preZivani bun&k za riznych podminek tim, Ye indukuji aktivitu
PI3K (Kulik et al. 1997, Hemmings 1997). Aktivce PI3K vede
k tvorbé& fosfatidylinositol—(3,4,5)—trifosfétu (PtdIns(3,4,5)-
P3), ktery se vé&Ze na a indukuje aktivitu serin/threonin
kindzy Akt obsahujici AH/PH doménu (Franke et al. 1995,
Hemmings 1997b, Downward 1998, Alessi et al. 1996). Specifické
inhibitory PI3K nebo dominantni negativni Akt mutanty rusi
pY¥e%ivadni podporujici aktivitu té&chto rustovych faktortd nebo
cytokini. Navic vneseni konstitutivné aktivni PI3K nebo Akt
mutace podporuje p¥eZivadni bun&k v podminkach, za kterych by
normaln& buifiky podlehly apoptotické smrti (Kulik et al. 1997,
Dudek et al. 1997). Tato pozorovani ukazuji, Ze signadlni draha
PI3K/Akt m& vyznamnou dlohu v regulaci p¥eZivani bunék a
apoptdzy.

Byly identifikovany dv& isoformy huménni proteinkinazy
Akt, Aktl a Akt2, popsané v odborné literatu¥e (Staal, 1987).
T¥eti forma humanni Akt, oznafend jako Akt3, byla popséana
v prozatimni patentové p¥ihléSce US &. 60/125,108. Je3té& dalsi
isoforma Akt byla popsédna v Nakatani et al., 1999 (Biochem.
Biophys. Res. Comm. 257, 906-910). Byla také identifikovéna
Akt sekvence laboratorniho potkana (Konishi et al. 1995).

Serin-473 na C-konci huménniho Aktl je kriticky pro jeho
regulaci (Stokeo et al. 1997; Stephens et al. 1998). Po
stimulaci rastovym faktorem je aktivovadn PI3K. Produkt PI3K,
PtdIns(3,4,5)-P, vVaZe Aktl, a zpusobuje translokaci Aktl



cytoplazmy do blizkosti vnit¥ni cytoplazmatické membrény, kde
je fosforylovan na zbytcich Thr308 a Ser473 (Downward, 1998).
Fosforylace té&chto aminokyselinovych zbytkd je kritickd pro
aktivaci Aktl. Bylo ukazéno, Ye nedavno identifikovana
proteinkindza PDKl Je zodpov&dnad za fosforylaci Thr308,
zatimco kindza (ptipadné& kinézy) zodpovédnd za fosforylaci
Ser473 nebyla dosud identifikovéana (Stokeo et al. 1997,

Stephens et al. 1998).

Genova terapie

Genova terapie v podstat& znamend, Ze nedostatky nebo
abnormality (mutace, chybnd exprese apod.) se napravuji tim,
Ye se do pacienta vnese novd genetickd informace, konkrétné
nap¥. do nemoci =zasaZeného orgénu nebo tkdné pacienta. Tato
genetickd informace se vna¥i budto in vitro do bunék a tyto
modifikované bufiky se pak zp&tn& vraceji do téla pacienta, a
nebo na vhodném mist& p¥imo in vivo. V odborné literatufe byly
popsdny ruzné techniky transfekce bun€k a pfenosu gena (viz
nap¥. Roemer a Friedman, Eur. J. Biochem. 208 (1992) 211),
zahrnujici transfekci "nahé" DNA, a rGzné techniky pY¥enosu
komplext DNA a DEAE-dextranu (Pagano et al., J.Virol. 1 (1967)
891), DNA a jadernych proteint (Kaneda et al., Science 243
(1989) 375), DNA a 1lipidl (Felgner et al., PNAS 84 (1987)
7413), vyu?iti liposomi (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255
(1980) 10431) a dalZi metody. Nedévno se objevila nova slibna
alternativa pro techniku fyzikalni transfekce, a sice vyuziti
virtt jako¥to vektori pro p¥enos genl. Byly testovany rizné
druhy vird, nap¥. retroviry, herpetické viry, adeno-asociované
viry a adenoviry, zda maji schopnost infikovat urité bunécné
populace.

Byla navrZfena genova terapie angiogeneze specificky

uzivajici sekvence kédujici VEGF (Melillo et al., 1997; Lewis



et al., 1997). Intraarteridlni nebo intramuskuldrni podavani
plazmud obsahujiciho cDNA pro VEGFies zvy$ovalo kolaterdlni
pritok krve u modelu kralika s ischemii =zadnich konéetin
(Tsurumi et al., 1996, Circulation 94:3281-3290; Takeshita et
al., 1996, Biochem. Biophys. Res. Commun. 227:628-635) .
Plazmidy obsahujici cDNA pro humanni VEGFiz1, VEGFi165 & VEGFigs
projevuji také angiogenni aktivitu na tomto modelu, jak
ukdzaly Takeshita et al., 1996, Lab. Invest. 75:487-501; a
WO 97/14307). Podobn& také replikalné defektni adenoviry,
které obsahovaly sekvenci kédujici VEGF16s indukovaly
neovaskularizaci u my8i (Muhlhauser et al., 1995, Circ. Res.
77: 1077-1086). U 1lidi plazmidy obsahujici sekvenci pro VEGFies
indukovaly angiogenezi v ischemickych kon&etinach (Isner et
al., 1996, Lancet 348: 3707374) a v podkozeném srdci (viz
Time, January 1 1, 1999, pp. 68-73).

Predkléddany vyndlez se tykd alternativnich zpusobl
stimulace angiogeneze k p¥imému podavani sekvence kédujici
VEGF. Konkrétné& plvodce neolekédvané zjistil, Ze produkce VEGF
je indukovdna proteinem Akt. TakZe p¥edkladany vyndlez se tyka
stimulace exprese VEGF v bufikdch tim, Ze se do buné€k vnese
protein Akt. Vyhodné& se jednd o bulky p¥itomné v pacientovi
trpicim ischemickou chorobou, p¥ifemZ vysledkem je prospésné
vytva¥eni kolaterdlnich krevnich cév.

publikace, které jsou citovény v p¥edkléddané p¥ihlésce,

nept¥edstavuji automaticky dosavadni stav techniky.

pPredklddany vyndlez se tykd zpusobl a pIipravki pro
stimulaci exprese VEGF v bufikdch. Konkrétné je vynalez zaloZen

na tom, %e puvodce neofekd&van& zjistil, Ze protein Akt je
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schopen stimulovat expresi VEGF v buiikdch. Vyhodné se jednad o
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buiky p¥itomné v pacientovi trpicim ischemickou chorobou,
p¥i¥emZ vysledkem je prospé&Sné vytva¥eni kolateralnich
krevnich cév.

Prvni ptedm&t vyndlezu se tykad zplsobl indukce eXxprese
VEGF tim, %e se do buiiky podavd protein Akt. PY¥itom to muZe
byt jakykoliv protein Akt. Vyhodn& jde o huménni protein Akt.
Vyhodn&ji je to humdnni protein Aktl, Akt2 nebo Akt3.

VEGF, ktery se tvo¥i po poddni proteinu Akt je jakadkoliv
forma VEGF, kterd je schopnid stimulovat angiogenezi. Vyhodné
formy VEGF jsou VEGFi21, VEGFi165, VEGFigs, VEGF,06, VEGF-2, VEGF-B
nebo VEGF-D.

Jeden aspekt vyndlezu se tykd podavani proteinu Akt do
bun&k. Ve vyhodném provedeni se nukleovd kyselina k&dujici
protein Akt, operativné spojend s kontrolni expresni sekvenci,
podd do bufiky. Tato nukleovad kyselina je <&asti plazmidového
nebo virového wvektoru. K vvhodnym virovym vektorim pat¥i
retroviry, adenoviry, adeno-asociované viry, herpetické viry a
virus vakcinie.

Protein Akt nebo nukleovd kyselina kédujici protein Akt
se mohou podivat samotné nebo v kombinaci s ionty p¥echodnych
kovil nebo s vasodilatadnimi &inidly. Protein Akt nebo nukleova
kyselina kédujici protein Akt se také mohou podavat spolecné
s nukleovou kyselinou  kbédujici druhy angiogenni faktor
operativn& spojenou s kontrolni expresni sekvenci. K vyhodnym
angiogennim faktorim pat¥i VEGF, bazicky a kysely ristovy
faktor fibroblast®i, rUstovy faktor endotelovych bunék a
angiopoetin. Podle jiného aspektu vynélezu se do buriky podava
vice neZ jeden protein Akt.

P¥edkladdany vyndlez se dédle tykéd zpusobu indukce exprese
VEGF v buiikdch u pacienta trpiciho ischemickou nemoci tim, Ze

se mu podava protein Akt. Ischemickd nemoc 3je napt.
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cerebrovaskuldrni  ischémie, rendlni  ischémie, pulmonarni
ischémie, ischémie kon&etin, ischémie myokardu a ischemick§,
idiopatick& nebo hypertrofickd kardiomyopatie.

Protein Akt mi¥e byt jakykoliv protein Akt. Vyhodné& jde o
humdnni protein Aktl, Akt2 nebo Akt3.

VEGF, ktery se tvo¥i po poddni proteinu Akt je jakakoliv
forma VEGF, kterd je schopnid stimulovat angiogenezi. Vyhodné
formy VEGF jsou VEGFi;1, VEGFi¢5, VEGFi1gs, VEGF206, VEGF-2, VEGF-B
nebo VEGF-D.

Jeden aspekt wvyndlezu se tykad podadvani proteinu Akt
pacientovi. Ve <vyhodném provedeni se pacientovi podava
nukleovd kyselina kédujici protein Akt, operativn& spojena
s kontrolni expresni sekvenci. Tato nukleovd kyselina je &asti
plazmidového nebo virového  vektoru. K vyhodnym  virovym
vektoriim pat¥i retroviry, adenoviry, adeno-asociované viry,
herpetické viry a virus vakcinie. Vyhodné provedeni wvynalezu
se tykéd podavani nukleové kyseliny kdédujici protein Akt p¥imo
do srde&ni tka&n& transprikardidlni chirurgickou cestou  nebo
perkutédnnim podédnim pomoci katetru.

Protein Akt nebo nukleovd kyselina kédujici protein Akt
se mohou pacientovi podavat samotné nebo v kombinaci s ionty
p¥echodnych kovl nebo s vasodilata&nimi ¢&inidly. Protein Akt
nebo nukleovd kyselina kédujici protein Akt se také mohou
podavat spoledné s nukleovou kyselinou kédujici druhy
angiogenni faktor operativn& spojenou s kontrolni expresni
sekvenci. K vyhodnym angiogennim faktorim pat¥i VEGF, bazicky
a kysely ristovy faktor fibroblastt, ristovy faktor
endotelovych bun& a angiopoetin. Podle jiného aspektu
vyndlezu se pacientovi poddva vice neZ jeden protein Akt.

pPredkléddany vynalez se dale tykd farmaceutickych
p¥ipravkti, které obsahuji nukleovou kyselinu kédujici protein

Akt, p¥echodny kov a/nebo vazodilatadni ¢inidlo a



L d
esesse
.

osesecs
veoee

farmaceuticky p¥ijatelné vehikulum. Nukleova kyselina je ¢asti
plazmidového nebo virového  vektoru. K vvhodnym virovym
vektorim pat¥i retroviry, adenoviry, adeno-asociované viry,
herpetické viry a virus vakcinie.

Dal%i aspekt vyndlezu se tykd inhibice angiogenze u
pacienta trpiciho n&dorovym onemocné&nim, a sice tim, Ze se
inhibuje aktivita Akt, &imZ se inhibuje tvorba VEGF. Hladina
Akt se mi¥e sni%it vnesenim Akt "antisense" nukleovych kyselin
do bun&k pacienta v podmink&ch, kdy tyto "antisense" nukleové
kyseliny hybridizuji v bufikdch s Akt mRNA. Hladina Akt mazZe
byt také sniZena vnesenim intraceluldrniho vazebného proteinu,
jako je nap¥. jednoret&zcovd protildtka Fv (scFv), ktery se
specificky va:ze na Akt v builkkdch pacienta v mnozstvi
dostate&ném k tomu, aby se navdzal na Akt a inaktivoval ho.
V jedt& daldim provedeni vyndlezu je aktivita Akt sniZena tim,
Ye se podavad nukleovd kyselina kdédujici dominantni negativni
formu Akt. Vyhodné "antisense" nukleova kyselina,
intraceluldrni vazebny protein nebo nukleovd kyselina kédujici
intraceluldrni vazebny protein nebo dominantni negativni

formu Akt jsou podény p¥imo do buné&k nadoru.

Popis obrazku

Obr. 1: Konstrukce aktivované mutanty Akt3

Obr. 1A: Schéma predstavujici aktivovany Akt3: Gplna
sekvence kédujici humédnni Akt3 byla fGzovéna ve shodném &tecim
ramci s myrystyladni signdlni sekvenci z humanniho genu Src
(Myr) na N-konci a dile byla fazovdna ve shodném &tecim ramci
se znalkou HA ("HA-tag") na C- konci (viz p¥iklady).

Obr. 1B: Ektopickd exprese aktivovaného Akt3 v builkdch
HEK293. Bufiky HEK293 byly transfekovany budto samotnym
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expresnim plazmidem CMV6-MyrAkt3HA nebo (CMVé). 24 hodin po
transfekci byly p¥ipraveny bun&&né 1lyzdty a byly provedeny
imunobloty (imunop¥enosy) s protilatkami a-HA.

Obr. 1C: Aktivovany Akt3 ma Akt aktivitu. Burlky HEK293
byly transfekovany expresnim plazmidem pro aktivovany Akt3
(MyrAkt3HA) nebo samotnym expresnim vektorem (CMV6). 24 hodin
po transfekci byly p¥ipraveny bun&&né lyzaty a byla provedena
imunoprecipitace s protildtkami anti-HA. Aktivita kinazy Akt3
v imunopeletech byla m&Yena pomoci substratového peptidu

ziskaného z GSK3. Bkgd: =zakladni (background) hladina pro

netransfekované  buiky, CMV6 : builkky transfekované CMVe,
Akt3cak: bunky transfekované expresnim plazmidem pro
konstitutivné aktivovany Akt3 (CMV6-MyrAkt3HA) . (viz
p¥iklady) .

Obr. 2: Akt zvy3uje sekreci VEGF-165 z bunék Hela

HelLa builky byly transfekovédny expresnim plazmidem pro
aktivovany my8i Aktl (Aktl), aktivovany huménni Akt3 (Akt3)
nebo samotnym vektorem CMVé6. Jedne den po transfekci byly
butiky p¥eneseny do mélo mitogenniho média (DMEM-0,5%FBS). Po
16 hodinédch bylo kultivadni médium odebréano a byl proveden
VEGF ELISA test. Drdha A: buiiky (na 6-jamkovych kultiva&nich
miskéch) byly transfekovény 0,4 pg DNA vektoru CMV6; draha
Aktl: Dbufitky (na 6-jamkovych kultiva&nich miskéch) Dbyly
transfekovény 0,4 ug expresniho plazmidu CMVémAktlcak, draha
Akt3: butky (na 6-jamkovych kultivaénich miskéch) Dbyly
transfekovany expresnim plazmidem pro aktivovany huménni Akt3

(Akt3) .

Obr. 3: Akt zvy3uje expresi VEGF-165 v humdnniho buiikach
hladkého svalstva korondrni artérie a bulikdch kosterniho

svalstva
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Obr. 3A: Buiiky huménniho kosterniho svalstva (HSKMCs)
byly infikovéany rekombinantnim adenovirem pro zeleny
fluoreskujici protein (AV-GFP), konstitutivné aktivni mysi
Aktl (AVmAktl cak) nebo konstitutivn& aktivni huménni Akt3
(AV-hAkt3cak) v koncentraci 3 x 10° VP/ml p¥en noc (VP: virové
Z4stice). Jeden den po infekci bylo odebrdno médium a byla
zm&¥ena hladina VEGF pomoci testu ELISA.

Obr. 3B: Buiiky humanniho korondrniho hladkého svalstva
(HCASMCs) byly infikovadny AV-GFP, AVmAktlcak, AV-hAkt3cak
v koncentraci 3 x 10® VP/ml p¥en noc. Jeden den po infekci bylo
odebréno médium a byla zm&Yena hladina VEGF pomoci testu ELISA
pro humé&nni VEGF.

Obr. 3C: HCASMCs byly infikovédny uvedenymi vir vyv
koncentraci 3 x 10® VP/ml p¥es noc. Jako kontrola byly
neinfikované buiiky pteneseny do hypoxickych podminek. Po
jednom dni byla z té&chto bun&k izolovdna celkovéa RNA a exprese

VEGF byla detekovédna Northernovym p¥enosem (Northern blot).

Obr. 4: Akt zvy3uje expresi VEGF v kardiomyocytech potkanua
Neonat&lni kardiomyocyty byly infikovany rekombinantnim
adenovirem  pro zeleny fluoreskujici protein (AV-GFP) ,
konstitutivné aktivni myS$3i Aktl (AV-mAktlcak) nebo
konstitutivn& aktivni humd&nni Akt3 (AV-hAkt3cak) v koncentraci
3x107 VP/ml p¥es noc. Jako kontrola byly uZity neinfikované
butiky p¥enesené do hypoxickych podminek na 24 hodin. Po jednom
dni byla z t&chto bun&k izolovéna celkovd RNA a exprese VEGF

byla detekovéna Northernovym p¥enosem (Northern blot).

Pr¥edkladany vyndlez vyhodn& poskytuje p¥ipravky ke
stimulaci exprese VEGF v bufikdch. TudiZ vyndlez umoZiiuje

lé%eni ischemickych onemocn&ni pacientu tim, Ze umozZiiuje
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stimulovat vytva¥eni kolaterdlnich krevnich cév v ischemické
tkani. Konkrétn& bylo ukdzéno, Ze protein Akt stimuluje
expresi angiogenniho proteinu VEGF. TakZe prvni aspekt
predkliddaného vyndlezu se tykd stimulace exprese VEGF
v bufikdch tim, Ze se do bun&k vnese protein Akt. Ve vyhodném
provedeni se do bun&k vnese nukleova kyselina koédujici
protein Akt.

Vynédlez se tykad 1lé8eni pacientlh trpicich ischemickym
onemocnénim, p¥ilem? toto 1lé&eni spolivd v tom, Ze se
pacientovi poddvé protein Akt. Vyhodn& se pacientovi podava
nukleovd kyselina kédujici protein Akt, p¥fifemZ vysledkem je
prospé&sné vytva¥eni kolaterdlnich krevnich cév v ischemickych
tkédnich pacienta.

Rizné aspekty predklddaného vyndlezu jsou déle Jesté
podrobn&ji popsény. Cilem tohoto uspo¥addéni popisu vynalezu
je, aby bylo usnadn&no porozum&ni vyndlezu, a nijak tudiz

p¥edklddany vynédlez neomezuje.

Definice

V popisu predklddaného vyndlezu se pro vysvétleni
vyndlezu u%ivaji terminy, které 3jsou nésledn& podrobnéji
definovany.

V popisu specifickych provedeni vyndlezu se uziva termin
"p¥ibliZn&", co%Z znamend Vv rozmezi 20 %, vyhodné 10 %, a
nejvyhodn&ji v rozmezi 5 % dané hodnoty nebo rozsahu.

Termin "nukleovd kyselina" se tyké& polymerni slouleniny
obsahujici kovalentn& navézané podjednotky zvané nukleotidy.
Nukleovéd kyselina je polyribonukleovd kyselina  (RNA) a
polydeoxyribonukleovd kyselina (DNA), pI¥ilemZ ob& mohou tvorit
jednofet&zcové nebo dvoj¥et&zcové molekuly. DNA je CDNA,

genomovd DNA, syntetickd DNA a nebo semi-syntetick& DNA.
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Termin "gen" oznaduje soubor nukleotidd, ktery k&duje
polypeptid, p¥idemZ jde o cDNA nebo genomovou DNA.

Termin "rekombinantni molekula  DNA" oznacuje  DNA
molekulu, kterd byla upravena metodami genového inZenyrstvi
(molekulédrni biologie).

"Vektor" je jakykoliv prost¥edek pro prenos nukleovych
kyselin do hostitelské bufiky. Vektor miZe byt replikon, ke
kterému je p¥ipojen dal¥i DNA segment, takZe se replikuje také
p¥ipojeny segment. P¥itom '"replikon" je jakykoliv geneticky
element (napY¥. plazmid, f&g, kosmid, chromosom, virus), ktery
funguje jako autonomni jednotka replikace DNA in vivo, to
znamend, kterid je schopnd sama ¥idit svou replikaci. "Vektor"
zahrnuje jak virové tak i nevirové prostfedky pro vneseni
nukleovych kyselin do bun&k in vitro, ex vivo nebo in vivo.
K virovym vektoriim pat¥i retroviry, adeno-asociované viry,
poxviry, bakuloviry, virus vakcinie, virus Herpes simplex,
virus Epstein-Barrové a adenoviry, které budou jesté
podrobn&ji popsédny dale. K nevirovym vektorum patf¥i plazmidy
liposomy, elektricky nabité 1lipidy (cytofektiny), komplexy
DNA-protein a biopolymery. Krom& nukleové kyseliny miZe vektor
obsahovat navic jeden nebo vice reguladnich Usekl a/nebo
selek&nich markert uZitelnych pro selekci, m&¥eni a
monitorovani vysledki pf¥enosu nukleové kyseliny (tj. do jaké
tkadn& byla nukleovid kyselina p¥enesena, jaké je trvani exprese
apod.) .

Termin "klonovaci vektor" oznaduje replikon, jako je
nap¥. plazmid, f&g nebo kosmid, ke kterému byl p¥ipojen dalsi
DNA segment, takZe se replikuje i tento pripojeny segment.
Klonovaci vektory mohou byt schopny replikace v jednom typu
bunék a exprese v druhém typu bun&k (tzv. "kyvadlové

vektory") .
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Termin "kazeta" oznaduje segment DNA, ktery byl vloZen do
vektoru ve specifickych restrikénich mistech. Segment DNA
kéduje poZadovany polypeptid, p¥itom kazeta a specificka
restrik®ni mista jsou konstruovény tak, aby bylo =zajiSténo
vlo¥eni kazety ve shodném &tecim rémci vhodném pro transkripci
a translaci.

Buiika byla "transfekovéna" exogenni nebo heterologni DNA,
kdy? takovd DNA Dbyla vnesena do buiky. Buiika Dbyla
"transformovéna" exogenni nebo heterologni DNA, kdy?z
transfekovand DNA zpUsobuje fenotypovou zménu. Transformujici
DNA mi¥e byt integrovanid (tj. 3je kovalentné& navazana) do
chromozomové DNA vytva¥ejici genom buriky.

Termin "molekula nukleové kyseliny" oznaduje polymerni

formy fosfatestert ribonukleosidu (adenosin, guanosin, uridin

nebo cytidin; &ili "molekula RNA") nebo deoxyribonukleosidl
(deoxyadenosin, deoxyguanosin, deoxythymidin nebo
deoxycytidin; &ili "molekula DNA"), nebo jakékoliv jejich
fosfoesterové anology, jako jsou nap¥. fosforothiodty a

thioestery, a to budto v jedno¥et&zcové formé nebo ve formé
dvoj¥et&zcové Sroubovice. Dvoj¥etézcové formy mohou obsahovat
DNA-DNA, DNA-RNA a RNA-RNA. Termin molekula nukleové kyseliny,
konkrétn& molekula DNA nebo molekula RNA, se tyk& pouze
primdrni a sekunddrni struktury molekuly, a nijak neomezuje
konkrétni tercidrni formu dané molekuly. TakZe tento termin
zahrnuje dvojYet&zcovou DNA, kterd se vyskytuje inter alia
jako 1linedrni nebo cirkuldrni molekula DNA (nap¥. Jjako
restrik&ni fragment, plazmid nebo chromosom). P¥i popisu
struktury konkrétni dvojYet&zcové molekuly DNA je popséna
sekvence netranskribovaného Yet&zce DNA (tj. Yetézce, ktery je
sekven®n& homologni s mRNA) obvyklym zpusobem ve sméru od

5'-konce ke 3'-konci. Termin "rekombinantni molekula DNA"
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oznaduje molekulu DNA, kterd byla jakkoliv upravena metodami
genetického inZenyrstvi (molekuldrni biologie).

Molekula nukleové kyseliny je "hybridizovateln&" s jinou
molekulou nukleové kyseliny, jako je nap¥. cDNA, genomovad DNA
nebo RNA, kdyZ se jednofetézcovad forma této molekuly nukleové
kyseliny miZe spojit s jinou molekulou nukleové kyseliny za
vhodnych podminek teploty a iontové sily roztoku (viz Sambrook
et al.). Podminky dané teplotou a iontovou silou roztoku
urduji tzv. "stringence" (p¥isnost) podminek hybridizace. Pro
predb&Zny screening homologl nukleovych kyselin se uZzivaji
mén& prisné hybridizadni podminky, tj. podminky s nizkou
stringenci, které odpovidaji Tm 55° C, nap¥. hybridizaci
v roztoku 5x SSC, 0,1% SDS, 0,25% mléko a Zadny formamid; nebo
30% formamid, 5x SSC, 0,5% SDS. Hybridizace v podminkéach
st¥edni stringence odpovidajici vyssSi Tm je nap¥. 40% formamid
a 5xX nebo 6x SCC. Hybridiza&ni podminky s vysokou stringenci
odpovidajici nejvys8i Tm jsou nap¥. 50% formamid a 5X nebo 6x
SCC. Hybridizace vyZaduje, aby dvé molekuly nukleové kyseliny
obsahovaly komplementarni sekvence, avS8ak v z&vislosti na
stringenci hybridiza&nich podminek je moZny urdity poclet
neshodnych bé&zi. Vodnd stringence pro hybridizaci nukleovych
kyselin také zavisi na délce molekul a na mi¥e Jjejich
komplementarity, co% je odbornikiim dobt¥e znadmo. Cim je vét3i
mira podobnosti nebo homologie mezi dvéma nukleotidovymi
sekvencemi, tim vy$8i je hodnota Tm pro hybridy nukleovych
kyselin obsahujicich tyto sekvence. Relativni stabilita
(odpovidajici vy88i Tm) hybridd nukleovych kyselin roste
v nédsledujici posloupnosti: RNA:RNA, DNA:RNA, DNA:DNA. Pro
hybridy del$i neZ 100 nukleotidd byly odvozeny rovnice pro
vypofet Tm (viz Sambrook et al., str. 9.50-0.51). Pro
hybridizaci kratfich nukleovych kyselin, tj. oligonukleotidi,

je pozice neshodnych bézi mnohem daleZité&js8i a délka
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oligonukleotidu ur&uje jeho specificitu (viz Sambrook et al.,
str. 11.7-11.8). Vyhodn& je nejmend3i délka hybridizovatelné
nukleové kyseliny alespoil 10 nukleotidli, vyhodnéji alesponl 15
nukleotidll a je3té& vyhodn&ji alespoii 20 nukleotidu.

Ve specifickém provedeni vyndlezu termin "standardni
hybridizaéni podminky" oznaduje Tm 55° C, a dale podminky vySe
popsané. Vyhodn& Tm je 60° C; je3t& vyhodné&ji Tm je 65° C.

Termin "oligonukleotid" oznaluje nukleovou kyselinu,
obsahujici obecné alespori 18 nukleotidt, ktera je
hybridizovatelnad s molekulou genomové DNA, cDNA nebo mRNA,
které kdédujici Akt. Oligonukleotid mhZe byt oznalen nap¥t.
32p_nukleotidem nebo nukleotidem, ke kterému je kovalentné
navézand zna&ka, napY¥. biotin. V jednom provedeni vynalezu je
u¥it zna&eny oligonukleotid jako sonda pro detekci p¥itomnosti
nukleové kyseliny kédujici Akt. V jiném provedeni jsou
oligonukleotidy (z nich¥ jeden nebo oba jsou znaleny) uZity
jako primery v PCR (polymerdzové Yet&zové reakci), budto pro
klonovani celého Akt nebo jeho fragmentu, nebo pro detekci
pritomnosti nukleové kyseliny kédujici Akt. V dalSim provedeni
oligonukleotid podle vynélezu vytvari trojsroubovici
s molekulou Akt DNA. Obecn& se oligonukleotidy p¥ipravuji
synteticky, vyhodné pomoci automatického syntetizatoru
nukleovych kyselin. Tudi% 1lze p¥ipravit 1 oligonukleotidy
obsahujici analogy fosfodiesterovych vazeb, jako  napft.
thiocesterové vazby, a dalsi.

"Kédujici sekvence DNA" je dvojfet&zcovad sekvence DNA,
kterd je transkribovand a translatovand do polypeptidu v burice
in vitro nebo in vivo kdy? je umist&na pod kontrolu vhodné
reguladni sekvence. Hranice kédujici sekvence jsou urceny
podatednim kodonem (start-kodonem) na 5'-konci (aminokonci) a
stop-kodonem translace na 3'-konci (karboxylovém konci).

Kédujici sekvence miZe obsahovat, avZak neni omezena pouze na
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n&, prokaryotické sekvence, cDNA z eukaryotické mRNA, sekvence
genomové DNA z eukaryot (nap¥. sav¢i DNA), a dokonce i
syntetické DNA sekvence. Pokud je kdédujici sekvence urlena pro
expresi v eukaryotické bufice, pak polyadenyladni signal a
sekvence pro terminaci transkripce jsou obvykle umistény na
3'-konci kédujici sekvence.

Transkrip&ni a transla®ni kontrolni sekvence jsou
reguladni DNA sekvence, jako nap¥. promotory, enhancery,
terminidtory apod., které umoZiiuji a reguluji expresi kd&dujici
sekvence v hostitelské burice. V eukaryotické burice
polyadenylalni signdl je kontrolni sekvence.

"Promotorovd sekvence" je reguladni Gsek DNA, ktery je
schopen vézat RNA polymerdzu v bufice a iniciovat transkripci
ve sm&ru k 3'-konci ("downstream") 1leZici kdédujici sekvence.
Pro definici p¥edkléddaného vyndlezu je promotorova sekvence
navdzanid svym 3'-koncem k mistu iniciace transkripce a
pokraduje sm&rem k 5'-konci ("upstream"), pIitom obsahuje
minimdlni po&et bazi nebo elementd nutnych k iniciaci
transkripce v mi¥e detekovatelné nad zékladni hladinou. Uvnit¥
promotorové sekvence se nachdzi misto iniciace transkripce
(definované nap¥. Sl-nukledzovym mapovanim) a také domény
vazajici proteiny (kanonické sekvence) zodpov&dné za vazbu
RNA polymerazy.

Kédujici sekvence je tzv. "pod kontrolou", tj. je ¥izena
kontrolnimi sekvencemi transkripce a translace v bullce, kdyZ
RNA polymerdza transkribuje kédujici sekvenci do mRNA, ktera
je pak sest¥ihédna (pokud kédujici sekvence obsahuje introny) a
translatovédna do proteinu kédovaného kédujici sekvenci.

Termin "homologni" (ve v8ech gramatickych podobach a
formach) se tykad vztahu mezi proteiny, které maji "spolelny
evoludni  pocatek", véetn& proteind z tzv. proteinovych

superrodin (nap¥. suprrodina imunoglobulini) a homolognich
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proteinti z riznych biologickych druhl (napf. lehky Yetézec
myosinu atd.) (Reeck et al., 1987, Cell 50:667). Takové
proteiny (a geny, které je kédujici) maji sekvenéni homologii,
co¥ se odra%i ve vysokém stupni podobnosti sekvenci. .

Termin "sekven®ni podobnost" (ve vSech gramatickych
podobdch) se tykad stupné identity nebo miry, Vv jaké si
odpovidaji dvé sekvence nukleové kyseliny nebo dveé
aminokyselinové sekvence, které nesdileji shodny evoluéni
podatek (viz Reeck et al.). AvSak v obecném smyslu a také
v predklédané p¥ihldsce se termin "homologni", jeSté doplnény
ptislovcem nap¥. "vysoce" tykad pouze podobnosti sekvenci, a
nezahrnuje jejich spole&ny evoludni pocéatek.

Ve specifickém provedeni vynédlezu jsou dvé sekvence DNA
"v podstat& homologni" nebo "v podstat& podobné", kdyZ alespon
50 % (vyhodn& alespoii 75 %, a nejvyhodn&ji alesponn 90 nebo
95 %) nukleotidl v definovaném tGseku DNA se shoduje. Sekvence

v podstat& homologni mohou byt identifikovany porovnénim

sekvenci wuzitim standardniho softwaru, ktery je vefejné
dostupny v sekvenénich databdzich, nebo pomoci Southernovy
hybridizace, nap¥. hybridizace =za stringentnich podminek
definovanych pro konkrétni systém. Urceni vhodnych

hybridiza&énich podminek je v kompetenci odbornika (viz napt.
Maniatis et al., DNA Cloning, Vols. I & II, Nucleic Acid
Hybridization) .

Termin "antisense" nukleovd kyselina oznaluje sekvenci

nukleotid®, kterd Jje komplementdrni k ‘"sense" sekvenci.
Terminy "antisense" a ‘"sense" nukleové kyseliny Jjsou
odborniktm zndmy. "Antisense" nukleové kyseliny se mohou uZit

k inhibici nebo blokovédni exprese polypeptidu kdédovaného
"sense" Fetézcem.
Transkripéni a translani kontrolni sekvence jsou

reguladni DNA sekvence, Jjako nap¥. promotory, enhancery,
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termindtory apod., které umoZiuji expresi kdédujici sekvence
v hostitelské burlce. V eukaryotické bufice je daldim typem
kontrolni sekvence polyadenyla&ni signédlni sekvence.

"Signdlni sekvence" je vloZena na zalatek kédujici
sekvence proteinu, ktery ma& byt exprimovédn na povrchu buriky.
Tato sekvence kdéduje signdlni peptid, 1leZici na N-konci
zralého polypeptidu, a tento signédlni peptid ¥idi hostitelskou
buitku, aby translokovala polypeptid. Termin "translokacni
signdlni sekvence" se také uZivd k oznafeni tohoto typu
signdlni  sekvence. Translokacni signdlni sekvence se
vyskytuje ve spojeni s riznymi proteiny nativnimi pro
eukaryotické i prokaryotické organismy, a <&asto jsou funkéni
v obou typech organismi.

"Reguladni dsek" znamend sekvenci nukleové kyseliny,
kterd reguluje expresi jiné sekvence nukleové kyseliny.
Regula&ni tusek obsahuje sekvence, které Jjsou p¥irozené
zodpov&dné za expresi ur&ité nukleové kyseliny (homologni
Gsek) nebo obsahuje sekvence odli%ného pluvodu, zodpovédné za
expresi 3jiného proteinu, nebo dokonce syntetické sekvence
(heterologni Gsek) . Konkrétné to miZe byt sekvence
z eukaryotického nebo virového genu nebo z nich odvozena
sekvence, kterd specificky nebo nespecificky stimuluje nebo
potlacduje transkripci genu indukovatelnym nebo
neindukovatelnym zpisobem. K regula®nim dsekim pat¥i podatek
replikace, mista sest¥ihu RNA, promotory, enhancery, sekvence
pro terminaci transkripce (termina¢ni sekvence), signalni
sekvence sm&¥ujici polypeptid do sekretorické metabolické
drédhy v cilové buiice, a také promotory.

Reguladni dsek z "heterologniho zdroje" Jje reguladni
Gsek, ktery neni v p¥irodnim (pfirozeném) stavu spojen
s nukleovou kyselinou, kterd je exprimovdna. K heterolognim

regula®nim UGsektim pat¥i regula®ni dseky 2z jiného biologického
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druhu, =z jiného genu, hybridni regulalni sekvence, a také
reguladni sekvence, které se nevyskytuji v p¥irod&, ale které
byly zkonstruovény odbornikem.

"Heterologni" DNA ozna&uje DNA, kterd v p¥irodnim stavu
neni obsazena v buiice nebo v neni lokalizovéana
v chromozomdlnim mist& v bufice. Vyhodn& k heterolognim DNA
pat¥i geny, které jsou pro danou bufiku cizi (cizorodé).

"Homologni rekombinace" ozna&uje vloZeni cizorodé DNA
sekvence do jiné molekuly DNA, nap¥. vloZeni wvektoru do
chromosomu. Vyhodn& Jje vektor pro homologni rekombinaci

zam&¥en do specifického mista v chromosomu. Pro specifickou

homologni rekombinaci obsahuje vektor dostate&n& dlouhé dseky

M

homologni se sekvencemi chromosomu, aby bylo mozZn
1

H

komplementdrni navadz&ni vloZeni vektoru chromosomu. DE1S
Gseky homologie a vyZ31 mira sekvenéni podobnosti zvysuji
G&innost homologni rekombinace.

"Polypeptid" je polymerni sloudenina obsahujici
kovalentn& navé&zané aminokyselinové zbytky. Aminokyseliny

maji nadsledujici obecnou strukturu:

H

|
R—IC—COOH

NH,

Aminokyseliny jsou klasifikovadny do sedmi skupin podle
postranniho fYeté&zce R:

(1) alifaticky postranni Yetézec,

(2) postranni Yet&zec obsahuje hydroxylovou (OH) skupinu,

(3) postranni Yeté&zec obsahuje atomy siry,

(4) postranni Yet&zec obsahuje kyselou nebo amidovou
skupinu, (5) postranni ¥eté&zec obsahuje bazickou skupinu,

(6) postranni Yet&zec obsahuje aromaticky kruh, a
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(7) prolin, co% je aminokyselina, kde postranni Ffeté&zec
je flGzovan s aminoskupinou. Polypeptid podle vynédlezu vyhodné
obsahuje alespoil 14 aminokyselin.

"Protein" je polypeptid, ktery m& funk&ni nebo strukturni
roli v Zivé builice.

"Varianta" polypeptidu nebo proteinu je jakykoliv analog,
fragment, derivat nebo mutanta, ktera je odvozena
z polypeptidu a uchovdvd si alespoil jednu biologickou
vlastnost polypeptidu nebo proteinu. V p¥irodé€ existuji ruzné
varianty polypeptidu nebo proteinu. Tyto varianty Jjsou
alelické +varianty charakteristické rozdily v nukleotidové
sekvenci strukturniho genu kdédujiciho protein, nebo jsou
vysledkem odli%ného sest¥ihu nebo zahrnuji odli&né post-
transladni modifikace. Odbornik je schopen p¥ipravit varianty
majici jednu nebo vice aminokyselinovych substituci, deleci,
adici nebo p¥esunl. K t&mto variantdm inter alia pat¥i:

(a) varianty, kde jeden nebo vice aminokyselinovych
zbytku je nahrazen konzervativni nebo nekonzervativni
aminokyselinou,

(b) varianty, kde je k polypeptidu nebo proteinu p¥idéna
jedna nebo vice aminokyselin,

(c) varianty, kde jedna nebo vice aminokyselina obsahuje
substituovanou skupinu,

(d) varianty, kde polypeptid nebo protein je fGzovan
s jinym polypeptidem, nap¥. sérovym albuminem.

Metody p¥ipravy té&chto variant, v&etn& genetickych
(suprese, delece, mutace atd.), chemickych a enzymatickych
postupll, jsou odbornikim dob¥e znamy.

JestliZ¥e takové alelické variace, analogy, fragmenty,
derivaty, mutanty a modifikace, vietné alternativné
sest¥i¥enych forem mRNA nebo alternativnich post-translacnich

modifikaci poskytuji derivaty polypeptidu, ktery si uchovéava
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jakoukoliv biologickou vlastnost polypeptidu, pak také spadaji
do rozsahu p¥edkladdaného vynélezu.

"Heterologni  protein" oznaluje protein, ktery se
prirozen& v bulice netvori.

Dv& aminokyselinové sekvence jsou "v podstat& homologni"
nebo jsou "v podstat& podobné", kdyZ je vice neZ 40 %
aminokyselin identickych nebo vice neZz 60 % aminokyselin je
podobnych (funk&n& identickych). Vyhodn& jsou podobné nebo
homologni sekvence identifikovdny p¥ifazenim uZitim nap¥.
programu "pileup" z programového baliku GCG (Genetics Computer
Group, Program Manual for the GCG Package, Version 7, Madison,
Wisconsin) .

Termin "odpovidajici" oznaduje podobné nebo homologni
sekvence, at je urditd pozice identickd@ nebo odlisna od
sekvence, se kterou se srovnadni podobnosti nebo homologie
provadi. P¥i¥azeni sekvenci nukleovych kyselin nebo
aminokyselin pro srovnani miZe obsahovat mezery. TakZe termin

"odpovidajici" se tykd sekven®ni podobnosti a nikoliv

gislovani aminokyselinovych zbytkl nebo nukleotidovych bazi.

Geny kédujici proteiny Akt

Predkladany vynadlez se tykd uziti proteinu nebo
polypeptidu Akt, nebo nukleové kyseliny kdédujici protein nebo
polypeptid Akt, ke stimulaci exprese VEGF v burikdch. Vyhodné
je Akt huménni protein nebo polypeptid Akt3, v&etn&€ Gplné
(plné délky) nebo prirozen& se vyskytujici formy Akt, nebo
jakéhokoliv jeho fragmentu schopného stimulovat expresi VEGF.

Termin "Akt" v predkladdané p¥ihléd3ce oznafuje polypeptid
Akt, a "akt" oznaluje gen, ktery kdéduje refers to a gen
kédujici polypeptid Akt.

Odbornikim jsou ji% zndmy rtzné my3i a humdnni sekvence

Akt (viz nap¥. Coffer et al., 1991, Eur. J. Biochem. 201:475-
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481; Jones et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. 88:4171-4175;
Bellacosa et al., 1993, Oncogen, 8:745-754; GenBank Accession
Nos. M63167, X61037 a X65687; a prozatimni patentovd pr¥ihlaska
US &. 60/125,108). Vyhodn& je Akt humdnni Aktl (SEKVENCE ID.
¢. 11), Akt2 (SEKVENCE ID. &. 12) nebo Akt3 (SEKVENCE ID. C.
2). Vyhodny Akt podle wvyndlezu obsahuje aminokyselinovou
sekvenci uvedenou zde jako SEKVENCE ID. €. 2. Vyhodnid sekvence
nukleové kyseliny podle vyndlezu kbéduje aminokyselinovou
sekvenci uvedenou zde jako SEKVENCE ID. €. 2, SEKVENCE ID. C.
11 nebo SEKVENCE 1ID. C. 12. Vyhodn&ji nukleovd kyselina
obsahuje sekvenci uvedenou jako SEKVENCE ID. C. 1. Akt mtZe
byt také ziskd&n z jiného neZ humdnniho zdroje.

Podle predkladaného vyndlezu je moZné uZit v oboru
obvyklé postupy molekuldrni biologie, mikrobiologie a
techniky rekombinantni DNA (metody genového inZenyrstvi),
které jsou odbornikim zndmy. Tyto ruzné metody byly plné
popsény Vv odborné literatu¥e, viz nap¥. Sambrook, Fritsch &
Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second
Edition (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York (zkrédcené zde citovdn jako "Sambrook
et al., 1989"); DNA Cloning: A Practical Approach, Volumes I a
IT (D.N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M.J.
Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization [B.D. Hames & S.J.
Higgins eds. (1985)]; Transcription And Translation |[B.D.
Hames & S.J. Higgins, eds. (1984)]; Animal Cell Culture [R.I.
Freshney, ed. (1986)]; Immobilized Cells And Enzymes [IRL
Press, (1986)]; B. Perbal, A Practical Guide To Molecular
Cloning (1984); F.M. Ausubel et al. (eds.); Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994).

Geny kédujici Akt, at jiZ jako genomovd DNA nebo cDNA,
mohou byt izolovidny =z jakéhokoliv zdroje, =zejména 2z huménni

cDNA knihovny nebo genomové knihovny. Obecné metody pro

*
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izolaci genu akt jsou odbornikim znédmy, a byly popsény (viz
nap¥. Sambrook et al., 1989).

TudiZ jakékoliv zvi¥e mbiZe byt potencidlnim zdrojem
nukleové kyseliny pro molekuldrni klonovédni genu akt. DNA se
ziskd standardnim postupem, ktery je odbornikim v oboru zném,
z klonované DNA (nap¥. 2z tzv. DNA '"knihovny"), vyhodné se
ziskd 2z CcDNA knihovny p¥ipravené =z tké&ni, kde je vysoka
hladina exprese poZadovaného proteinu (nap¥. srdce, pankreas a
kosterni svalstvo), chemickou syntézou, klonovanim cDNA nebo
genomové DNA nebo jejich fragment, purifikovanych
z poZadovanych bun&k (viz nap¥. Sambrook et al., 1989, Glover,
D.M. (ed.), 1985, DNA Cloning: A Practical Approcach, MRL
Press, Ltd., Oxford, U.K. Vol. I, I)]. Klony odvozené
z genomové DNA obsahuji krom& dsekd kdédujici DNA také
reguladni a intronové tUseky DNA, klony =ziskané 2z CcDNA
neobsahuji intronové sekvence. Bez ohledu na zdroj, gen je pak
klonovén do vektoru vhodného pro mnoZeni genu.

Jakmile jednou byly ziskény fragmenty DNA, identifikace
specifickych DNA fragmentl obsahujicich poZadovany gen akt
miZe byt provedena Yadou zplusobl. Tak nap¥. DNA fragmenty
mohou byt screenovadny metodou hybridizace nukleovych kyselin
se znafenou sondou (Benton a Davis, 1977, Science 196:180;
Grunstein a Hogness, 1975, Proc. Natl. Acad. 8Sci. U.S.A.
72:3961). Fragmenty DNA v podstaté& homologni se sondou pak
budou hybridizovat. Jak jiZ bylo zminéno vySe, &im veéts3i je
mira homologie, tim p¥isn&j8i podminky (tj. podminky s vyS3i
stringenci) se wuZiji. Ve specifickém provedeni vyndlezu se
uZije Northern hybridizace pro identifikaci mRNA sest¥ihovych
variant genu akt.

Daldi selekce se provddi na =z&kladé vlastnosti genu,
nap¥. zda gen kéduje proteinovy produkt majici isoelektrické

nebo elektroforetické vlastnosti nebo a aminokyselinovou nebo
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Gastednou aminokyselinovou  sekvenci  proteinu Akt podle
vyndlezu. TakZe detekce genu miZe byt proveden testem
zaloZenym na fyzikalnich, chemickych nebo imunologickych
vlastnostech exprimovaného produktu. Tak nap¥. mohou byt
selektovany cDNA klony nebo DNA klony hybridizujici
s p¥isludnou mRNAs, které produkuji protein, kterd m& podobnou
nebo identickou elektroforetickou migraci; chovéni  p¥i
isoelektrické fokusaci nebo p¥i nerovnovainé pH gelové
elektoforéze, proteolytické Stépné mapy, nebo antigenni
vlastnosti jaké ijsou zadmy u Akt. Ve specifickém provedeni je
exprimovany protein rozpoznavédn polyklondlni protilatkou,
kterd byla pfipravena proti epitopu specifickému pro huménni
Akt.

P¥edkladany vyndlez se také tykd pouZiti genll (nap¥f.
cDNA) ké&dujicich alelické varianty, sest¥ihové varianty,
analogy a derivaty Akt, které maji schopnost stimulovat
expresi VEGF. P¥iprava a pouziti derivatld a analogt Akt spada
do rozsahu p¥edklddaného vynédlezu. Takové varianty, analogy,
derivdty a homology si uchovavaji svou schopnost stimulovat
expresi VEGF.

Derivaty Akt mohou byt p¥ipraveny zménou kédujici
sekvence nukleové kyseliny jednou nebo vice substitucemi,
adicemi nebo delecemi, které poskytuji £funkéné ekvivalentni
molekuly. Vyhodn& se p¥ipravuji takové derivaty, které maji
zlepSenou nebo zvétZenou funk&ni aktivitu vzhledem k nativnimu
Akt.

Vzhledem k degenerovanosti nukleotidové kédujici
sekvence (resp. genetického k&édu) se mohou pro realizaci
p¥edklddaného vyndlezu wuZit i jiné sekvence DNA, které
kédujici v podstat& stejné aminokyselinové jako gen akt,
vEetn& aminokyselinovych sekvenci obsahujicich jednoduché

aminokyselinové varianty. K nim pat¥i, av3ak bez omezeni,

[EX YNNI
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alelické geny, homologni geny 2z jinych biologickych druht a
nukleotidové sekvence obsahujici cely nebo <&&st genu akt,
ktery byl zménén substituci rlznych kodont, které v sekvenci
kéduji stejné aminokyselinové zbytky, jde tedy o tzv. umldlené
zamény .

Podobné k derivatim Akt podle vynédlezu pat¥i, avSak bez
omezeni, derivaty obsahujici jako primiarni aminokyselinovou
sekvenci celou nebo &&st aminokyselinové sekvence proteinu Akt
vetné€ zménéné sekvence, kde jsou aminokyselinové =zbytky
nahrazeny funk&né€ ekvivalentnimi aminokyselinovymi zbytky,
takZe dochdzi ke konzervativnim aminokyselinovym substitucim.
Tak nap¥. jeden aminokyselinovy zbytek v sekvenci miZe byt

naharzen jinym aminokyselinovym zbytkem s podobnou polaritou,

ktery plsobi jako funkdni ekvivalent, coZ vede k umllené

zaméné. Substituty aminokyselin v sekvenci se vyberou
z ostatnich ¢&lent prislusné t¥idy aminokyselin, do které
pat¥i puvodni aminokyselina. Tak nap¥. k nepolérnim

(hydrofobnim) aminokyselindm pat¥i alanin, leucin, isoleucin,
valin, prolin, fenylalanin, tryptofan a methionin.
Aminokyseliny obsahujici aromaticky kruh jsou fenylalanin,
tryptofan a tyrosin. K poldrnim neutrdlnim aminokyseliném
pat¥i glycin, serin, threonin, cystein, tyrosin, asparagin a
glutamin. K pozitivné& nabitym (bazickym) aminokyselindm pat¥i
arginin, 1lysin a histidin. K negativné& nabitym (kyselym)
aminokyselindm pat¥i kyselina asparagovd a kyselina glutamova.
Tyto alterace aminokyselin neméni zjevnou molekulovou hmotnost
stanovenou elektroforézou na polyakrylamidovém gelu nebo
isoelektricky bod proteinu nebo polypeptidu.

Zv1&asté€ vyhodné substituce jsou:

- Lys za Arg a naopak, takZe se udrZuje pozitivni néboj,

- Glu za Asp a naopka, takZe se udrZuje negativni néboj,

- Ser za Thr, takZe se udrZuje volnd -OH skupina,
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- @Gln za Asn, takZe se udrZuje volnd CONH,; skupina.

Aminokyselinové substituce mohou byt také provedeny
s cilem vnést aminokyselinu se 2zvlasté& vyhodnymi vlastnostmi.
Tak nap¥. cys mi¥e byt vnesen proto, aby se p¥idalo
potencidlni misto pro vytvo¥eni disulfidického mustku s jinym
Cys. His se miZe vnést jako zv148t& "katalytické" misto (His
mife toti¥ plusobit jako kyselina nebo béze a je nejb&zn&jsi
aminokyselinou v biochemické katalyze). Pro miZe byt vnesen
pro svou zvlaStni plandrni strukturu, kterd indukuje B-ohyby ve
struktu¥e proteinu.

Geny kdédujici derivaty a analogy Akt podle vynélezu
mohou byt p¥ipraveny rliznymi zpusoby, které jsou odbornikum
znamy. Upravy (manipulace), které k nim vedou, se mohou
odehrat na trovni genu nebo proteinu. Tak nap¥. klonovana
sekvence genu Akt miZe byt modifikovadna jakoukoliv strategii
v oboru znédmou (Sambrook et al., 1989). Sekvence miZe byt
tdpena ve vhodnych mistech restrikénimi endonukleédzami, pak
p¥ipadné dale enzymaticky modifikovéna, izolovéna a ligovana
in vitro. P¥i ptipravé genu kdédujiciho derivat nebo analog
Akt je t¥eba vé&novat pédi zajisténi toho, Ze modifikace genu
zUstivd ve shodném transladnim &tecim radmci jako gen Akt, a Ze
neni preruSen transladnim stop-signdlem v dseku, kde je
kédovédna poZadovand aktivita.

Navic sekvence nukleové kyseliny kédujici Akt maZe byt
mutovana in vitro nebo in vivo, aby se vytvo¥ila a/nebo
zrudila inicia®ni a/nebo termina&ni sekvence translace, nebo
aby se vytvo¥ily variace v kédujicim dseku a/nebo aby se
vytvorila novd restrik®ni mista nebo zruSila jiZ existujici
stara, pro usnadn&ni dalfich modifikaci in vitro. Vyhodné
takové mutace zvySuji funk&ni aktivitu mutovaného genu Akt.

Pro mutagenezi lze uZ%it jakoukoliv metodu v oboru znamou,

vietnd in vitro mistn&-cilené mutageneze (Hutchinson, C.,
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et al., 1978, J. Biol. Chem. 253:6551; Zoller a Smith, 1984,
DNA 3:479-488; Oliphant et al., 1986, Gen 44:177; Hutchinson
et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:710), pouZiti
linkert TAR® (Pharmacia), pF¥idemZ tento vylet neni omezujici.
PCR metody jsou vyhodné pro mistné cilenou mutagenezi (viz
Higuchi, 1989, "Using PCR to Engineer DNA", in PCR Technology'
Principles and Applications, for DNA Amplification, H. Erlich,
ed., Stockton Press, Chapter 6, pp. 61—70).

Identifikovany a izolovany gen se pak vloZi do vhodného
klonovaciho vektoru. MuaZ¥e se pouZit velky polet systéml
vektor-hostitel, které jsou odbornikim znamy. K vhodnym

vektortim, avBak bez omezeni, pat¥i plazmidy nebo modifikované

viry, ale vektorovy systém musi byt kompatibilni
s hostitelskymi  builkami, které se uZivaji. K pr¥ikladim
vhodnych vektorti, ani%¥ by vylet byl omezujici, pat¥i

bakteriofdgy E. coli, jako jsou nap¥. lambda derivaty, nebo
plazmidy, Jjako Jjsou nap¥. derivaty plazmidu pBR322 nebo
derivaty plazmidu pUC, nap¥. tedy vektory pGEX, pmal-c, pFLAG
atd.. Vlo¥eni (inzerce) do klonovaciho vektoru se provede
napt. ligaci DNA fragmentu do klonovaciho vektoru
s komplementdrnimi kohezivnimi konci.

Jestli¥e komplementdrni restrikéni mista ve fragmentu DNA
nejsou p¥itomna v klonovacim vektoru, konce DNA molekuly mohou
byt enzymaticky modifikovény. Alternativn& mohou byt jakkoliv
po¥adovanid restrik&ni mista vytvofena ligaci nukleotidovych
sekvenci (linkertl) na konce fragmentu DNA; tyto ligované
linkery obsahuji specifické chemicky syntetizované
oligonukleotidy kédujici sekvence rozpoznéavacich mist
restrik&nich endonukledz. Rekombinantni molekuly se vnaSeji do
hostitelskych bunék metodou transformace, transfekce, infekce,
elektroporace a dalfimi, takZe se pIipravi mnoho kopii

sekvence genu. Vyhodné je klonovand sekvence p¥itomna

¢snoen
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v kyvadlovém vektorovém plazmidu, ktery umoZiuje namnozeni
v klonovacich bufikdch, nap¥. E. coli, a usnadfiuje purifikaci
pro nésledné vneseni do vhodné expresni bun&¢né linie, pokud
je to poZadovéno. Tak napf. miZe byt p¥ipraven kyvadlovy
vektor, co¥ Jje vektor schopny replikace ve vice druzich
organismi, pro replikaci jak v E. coli tak i v Saccharomyces

cerevisiae, a sice tak, Ze se spoji sekvence plazmidu

2z E. coli se sekvencemi kvasinkového plazmidu 2.

Exprese polypeptidd Akt

Nukleotidova sekvence kddujici Akt, nebo jeho antigenni
fragment, derivat, analog nebo jeho funk&ni derivéat vdetné
chimérického proteinu, se vlo%i do vhodného expresniho
vektoru, tj. vektoru, ktery obsahuje nezbytné elementy pro
transkripci a translaci vloZené sekvence kédujici protein.
Takové elementy se nazyvaji “promotory”. TakZe nukleova
kyselina podle vynédlezu je operativné spojena s promotorem
v expresnim vektoru podle vynalezu. Jak sekvence cDNA tak
sekvence genomové DNA miZe byt klonovana a exprimovéna pod
kontrolou takovych reguladnich sekvenci. Expresni vektor také
vhodné& obsahuje replikalni pocéatek.

Nezbytné transkripéni a transladni signidly poskytne
rekombinantni expresni vektor nebo jsou obsaZeny jiZ
v nativnim genu k&dujicim Akt a/nebo v Gsecich obklopujicich
tento gen. V jednom vyhodném provedeni vynalezu je exprese Akt
omezena na kardiomyocyty tim, Ze je uzit promotor specificky
pro srdedni tka&N a/nebo vektor se specifickym tropismem pro
srdeéni burky.

K potencidlnim systémim hostitel-vektor pat¥i (aniZz by
vy&et byl omezujici) systémy jako jsou sav&i bufiky infikované
viry (nap¥. virem vakcinie, adenovirem atd.); hmyzi builky

infikované virem (nap¥. bakulovirem) ; mikroorganismy jako Jsou

.
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kvasinky obsahujici kvasinkové vektory, a nebo baktérie
transformované bakteriofdgovou DNA, plazmidovou DNA nebo
kosmidovou DNA. Expresni elementy vektori se 1i8i svou
G&innosti a specificitou. V zdvislosti na pouZitém systému
hostitel-vektor je mozZné uzit néktery z vhodnych
transkripénich a transladnich elementu.

Rekombinantni protein Akt nebo jeho funk&ni fragmenty,
derivaty, chimérické konstrukty nebo analogy, Jjsou exprimovany
chromozomélné, po integraci kédujici sekvence homologni
rekombinaci. Pro dosa¥eni vysoké hladiny stabilni exprese lze
uZit jakykoliv =z mnoha =zndmych amplifika&nich systémd (viz
Sambrook et al., 1989).

Bunlky obsahujici rekombinantni vektor obsahujici
nukleovou kyselinu kédujici Akt se kultivuji ve vhodném
kultivadnim médiu v takovych podminkdch které vedou k expresi
Akt v butikdch. Kteroukoliv z ji% popsanych metod pro inzerci
klonované DNA do klonovaciho vektoru lze uZit pro konstrukci
expresnich vektori  obsahujicich  vhodné transkripéni a
transla®ni kontrolni signédlni sekvence a sekvence kédujici
protein. K takovym metodam pat¥i techniky syntetické
rekombinantni DNA in vitro a rekombinace in vivo (geneticka
rekombinace) .

Nukleovéd kyselina kédujici polypeptid Akt je operativné
spojend a tizend s jakymkoliv vhodnym, odbornikovi znamym,
regulaénim Usekem, tj. dsekem obsahujicim element
promotor/enhancer, avSak tyto reguladni elementy museji byt
funk®&ni v cilovém néadoru, ktery byl vybrdn pro expresi.
Reguladni Useky obsahuji promotorovy Usek pro funkéni
transkripci v hostitelské bulice; a také 1dsek situovany na
3'-konci po¥adovaného genu, ktery nese signdl pro terminaci
transkripce a polyadenyla&ni misto. VSechny tyto zminé&né

elementy tvo¥i expresni kazetu.
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K promotorim vhodnym pro pouZiti v p¥edklédaném vynélezu
pat¥fi jak konstitutivni promotory tak i regulované
(indukovatelné) promotory. Mochou to byt promotory p¥irozené
zodpov&dné za expresi p¥islusné nukleové kyseliny. Mohou to
byt také promotory z heterolognich zdroju. Konkrétné to mohou
byt promotorové sekvence z eukaryotickych nebo virovych genu.
Tak nap¥. promotorovéd sekvence pochézejici =z genomu buriky,
kterd ma& byt infikovédna. Obdobn& i promotorova sekvence
pochdzejici z genomu viru, jako je nap¥. adenovirus (ElA a
MLP), cytomegalovirus nebo virus Rousova sarkomu (RSV) . Navic
mi¥e byt promotor modifikovadn pI¥ipojenim aktivaéni nebo
regulacni sekvence nebo sekvence umozZniujici tkanové
specifickou nebo p¥evléddajici expresi (promotor z enolédzy nebo
GFAP apod.). Pokud nukleovd kyselina neobsahuje promotorovou
sekvenci, pak se do ni promotor vloZi.

K p¥ikladim promotord uZite&nych pro p¥edkladany vynalez
pat¥i v3udyp¥itomné promotory (jako je nap¥. promotor HPRT,
vimentinu, aktinu, tubulinu); intermedidtni vl&knité promotory
(napt. promotor desminu, neurofilament, keratinu, GFAP) ,
promotory terapeutickych genl (nap¥. typu MDR, CFTR, faktoru
VIII), tkéafiov& specifické promotory (nap¥. promotor aktinu
v buiikdch hladkého svalstva), promotory pF¥ednostn& aktivované
v d&licich se butikdch, promotory odpovidajici stimul (napf.
receptor steroidnich hormonti, receptor kyseliny retinové),
transkripéni moduléatory regulované tetracyklinem,
bezprost¥edn& &asné geny cytomegaloviru (CMV), retrovirové
LTR; metalothionein, SV-40, adenovirus Ela, a hlavni pozdni
promotor adenoviru (MLP) . Tetracyklinem regulované
transkrip®ni moduldtory a promotory CMV  byly popsany
v patentové p¥ihla8ce WO 96/01313, a patentech US 5,168,062

a 5,385,839, jejichZ obsah je vloZen formou odkazu.
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Konkrétn& exprese proteinu Akt miZe byt ¥izena jakymkoliv
vhodnym, odbornikovi zndmym, regulalnim useken, tj. uUsekem
obsahujicim element promotor/enhancer, avSak tyto reguladni
elementy museji byt funkéni v cilovém néadoru, ktery byl vybréan
pro expresi. K vhodnym promotorum pro ¥Yizeni genové exprese
podle vyndlezu pat¥i (p¥ifemZ tento vylet neni omezujici)

asnd promotorovy Usek SV40 (Benoist a Chambon, 1981, Nature

290:304-310), promotor obsa¥eny v 3' dlouhé termindlni
repetici, LTR, viru Rousova sarkomu (Yamamoto, et al., 1980,
Cell 22:787797), promotor thymidinkin&zy z herpes viru

(Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:1441-
1445), reguladni sekvence metallothioneinového genu (Brinster

et al., 1982, Nature 296:39-42); prokaryotické expresni

vektory jako je nap¥. B-laktamdzovy promotor (Villa-Kamaroff,
et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75:3727-3731) nebo
promotor tac (DeBoer, et al., 1983; Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 80:21-25); viz také ¢&lanek "Useful proteins £from
recombinant bacteria" Scientifi American, 1980, 242:74-94);
promotorové elementy z kvasinke nebo jinych hub jako je napft.
promotor Gal4, promotor ADC (alkoholdehydrogenédzy), promotor
PGK (fosfoglycerolkindzy), promotor alkalické fosfatéazy; a
také transkripni kontrolni dseky gent zvifat, které vykazuji
tkafiovou specificitu a byly wuZity nap¥. Vv transgennich
zvi¥atech: kontrolni dsek genu elastdzy I, ktery je aktivni
v hroznovitych bufikdch pankreatu (Swift et al., 1984, Cell
38:639-646; Ornitz et al.,1986, Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol. 50:399-409; MacDonald, 1987, Hepatology 7:425-
515); kontrolni ddsek insulinového genu, ktery je aktivni
v beta-bufikéch pankreatu (Hanahan, 1985, Nature 315:115-122),
kontrolni tdsek imunoglobulinového genu, ktery je aktivni
v lymfatickych bufikdch (Grosschedl et,al., 1984, Cell 38:647-
658; Adames et al., 1985, Nature 318:533-538; Alexaer et al.,
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1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-1444), kontrolni dsek 2z viru
niddoru mlé&né ¥lazy my3i, ktery je aktivni ve tkéni varlat a
prsu a v lymfatickych bufikdch a mastocytech (Leder et al.,
1986, Cell 45:485-495), kontrolni tsek genu pro albumin, ktery
je aktivni v jatrech (Pinkert et al., 1987, Gens a Devel.
1:268-276), kontrolni dsek genu pro alfa-fetoprotein, ktery je
aktivni v jatrech (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol.
5:1639-1648; Hammer et al., 1987, Science 235:53-58),
kontrolni dsek genu pro alfa-l-antitrypsin, ktery je aktivni
v jatrech {Kelsey et al., 1987, Gens a Devel. 1:161-171),
kontrolni Gsek genu pro beta-globin, ktery Jje aktivni
v myeloidnich bufikdch (Mogram et al., 1985, Nature 315:338-
340; Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94), kontrolni Usek genu
pro myelinovy bazicky protein, ktery je aktivni
v oligodendrocytech mozku (Readhead et al., 1987, Cell 48:703-
712), kontrolni Gsek genu pro myosinovy lehky Fet&zec 2, ktery
je aktivni v kosternim svalstvu (Sari, 1985, Nature 314:283-
286), a kontrolni isek genu pro hormon uvolnujici
gonadotropiny, ktery je aktivni v hypothalamu (Mason et al.,
1986, Science 234:1372-1378).

Vyhodn& je exprese Akt omezena na kardiomyocyty tim, Ze
se u¥ije promotor specificky pro srdce nebo vektor se
specifickym tropismem pro srde&ni builky.

Expresni vektory obsahujici nukleové kyseliny kédujici
protein Akt lze identifikovat pé&ti rlznymi postupy:

(a) PCR amplifikaci po%adované plazmidové DNA nebo

specifické mRNA,

(b) Hybridizaci nukleovych kyselin,

(c) Podle p¥itomnosti nebo absence genu pro selekéni

marker,

(d) Analyzou u¥itim vhodnych restrikénich endonukleédz,

(e) Expresi vloZené sekvence.
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V prvni uvedené metodé se nukleové kyseliny amplifikuji
v PCR (polymerdzové Yet&zové reakci) a pak se detekuje
amplifikovany produkt. V druhé metodé se pritomnost cizorodého
genu vloZeného do expresniho  vektoru detekuje  pomoci
hybridizace nukleovych kyselin uZitim sondy, kterd obsahuje
sekvenci homologni se sekvenci vloZeného markerového genu. Ve
t¥eti metodé se rekombinantni systém vektor/hostitel

identifikuje a selektuje na zakladé pI¥ritomnosti urcitych

funkci "selek&®nich markert" (nap¥. B-galaktosiddzova aktivita,
thymidinkin&zova aktivita, resistence k antibiotikim,
transformovany fenotyp, vytva¥eni okluznich télisek
v bakulovirech apod.) zplsobenych vloZenim cizorodého genu do

vektoru. Jiny p¥iklad je takovy, Ze nukleovad kyselina kédujici
Akt je vlo¥ena do genu pro selekéni marker a pak Jjsou
rekombinanty obsahujici Akt inzert identifikovadny na zéakladé
absence této markerové genové funkce. Ve <&tvrté metod€ jsou
rekombinantni expresni vektory identifikovany gtépenim
vhodnymi restrik&nimi enzymy. V paté metodé& jsou rekombinantni
expresni vektory identifikovany testovénim na aktivitu,
biochemické nebo imunologické vlastnosti genového produktu
exprimovaného v rekombinanté&ch, za ptedpokladu, Ze exprimovany
protein zaujimid funk®né& aktivni konformaci.

Pro expresi Akt DNA sekvence se miZe vyuzit Siroké
spektrum kombinaci hostitel/expresni vektor. Uzitec&né
expresni vektory jsou tvo¥eny nap¥. segmenty chromosomélni,
non-chromosomadlni a syntetické DNA sekvence. K vhodnym
vektorim pat¥i derivaty SV40 a  znamych bakteridlnich
plazmidt, nap¥. E. coli plazmidy col El, pCRI, pBR322, pMal-
C2, pET, pGEX (Smith et al., 1988, gen 67:31-40), pMB9 a
jejich derivaty, plazmidy jako je RP4; fégova DNA, nap¥t.
etné derivaty fégu 1, nap¥. NM989, a dalsi fagové DNA, napt.,

M13 a DNA z vldknitych JjednoYet&zcovych fagl; kvasinkové
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plazmidy jako je nap¥. plazmid 2m a jeho derivaty; vektory
vhodné pro eukaryotické buiiky, jako nap¥. vektory vhodné pro
hmyzi nebo sav&i buiiky; vektory ziskané kombinaci plazmidové a
fagové DNA, jako je napf¥. plazmid, ktery byl modifikovéan tak,
aby uZival fégovou DNA nebo jiné expresni kontrolni sekvence;
a dalsi.

Tak nap¥. v bakulovirovém expresnim systému se mohou
vyu¥it jak nefiizni transferové vektory, jako je (av8ak vylet
neni omezujici) nap¥. pVL941 (klonovaci misto BamHI; Summers) ,
pVL1393 (klonovaci misto BamHI, Smal, XbaI, EcoRI, NotI,
XmaIII, BglII a PstI; Invitrogen), pVL1392 (klonovaci misto
BgIII, PstI, NotI, XmaIII, ECORI, XbaI, Smal a BamHI; Summers
a Invitrogen), a pBlueBacIII (klonovaci misto BamHI, BglIZ,
PstI, NcoI a HindIII, s mo¥nosti rekombinantniho screeningu
systémem modrad/bil&; Invitrogen), tak i fdazni transferové
vektory, jako je (av8ak vycCet neni omezujici) nap¥. pAc700
(klonovaci mista BamHI a KpnI, kde BamHI rozpozndvaci misto
zadind v iniciadnim kodonu; Summers); pAc70l a pAc702 (stejné
jako pAc700, s odlidnym <&tecim ramcem), PAc360 (klonovaci
misto BamHI 36 para bazi "downstream" od polyhedrinového
inicia&niho kodonu; Invitrogen (195)), a pBlueBacHisA, -B, -C
(t¥i razné &teci ramce, s klonovacimi misty BamHI, BglII,
PstI, NcoI a HindIII, a N-koncovym peptidm pro purifikaci
pomoci ProBond, a systémem modré/bild pro rekombinantni
screening plak®; Invitrogen (220)).

Savdi expresni vektory vhodné pro pouZiti v p¥edkladaném
vyndlezu zahrnuji vektory s indukovatelnym promotorem, jako je
nap¥. promotor genu dihydrofolatreduktdzy (DHFR), tedy nap¥.
jakykoliv expresni vektor s DHFR expresnim vektorem, nebo
koamplifikaéni vektor s DHFR/methotrexat, jako je PpED
(klonovaci misto PstI, SalI, SbaI, Smal a ECORI, p¥icemZ

vektor exprimuje jak klonovany gen tak i DHFR; Kaufman,
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Current Protocols 1in MolecularBiology, 16.12 (1991). Nebo
koamplifikadni vektor glutaminsynthetéza/methionisulfoximin,
jako je nap¥. pEE14 (klonovaci misto HindlII, XbaI, Smal,
SbaI, EcoRI, a BcIlI, vektor exprimuje jak klonovany gen tak i
glutaminsyntézu; Celltech). V jiném provedeni vynélezu
vynalezu se miZe uZit vektor, ktery ¥idi episomdlni expresi
pod kontrolou viru Epstein-Barrové (EBV), jako je pREP4
(klonovaci misto BamHI, SfiI, XhoI, Notl, Nhel, HindIII, NhelI,
Pvull, a KpnI, konstitutivni promotor 2z dlouhé terminalni
repetice viru Rousova sarkomu (RSV-LTR) , hygromycinovy
selekéni marker; Invitrogen), pCEP4 (klonovaci misto BamHT,
SfiI, XhoI, NotI, NhelI, HindIII, Nhel, PvuII a KpnI,
konstitutivni promotor bezprost¥edn& &asného genu huméanniho
cytomegaloviru (hCMv) , hygromycinovy selekdni marker;
Invitrogen), pMEP4 (klonovaci misto KpnI, PvuI, NheI, HindIII,
NotI, XhoI, SfiI, BamHl, indukovatelny promotor genu pro
methallothionein IIa, hygromycinovy selekdni marker,
Invitrogen), pREPS8 (klonovaci misto BamHI, XhoI, NotI,
HindIII, NheI a KpnI, promotor RSV-LTR, histidinylovy selekd&ni
marker, Invitrogen), pREPS (klonovaci misto KpnI, Nhel,
HindIII, NotI, XhoI, SfiI a BamHI, promotor RSV-LTR, G418
selekéni marker; Invitrogen), a pEBVHis (promotor RSV-LTR,
hygromycinovy selekdéni marker, N-koncovy peptid
purifikovatelny pomoci prysky¥ice DProBond a Stépitelny
enterokindzou; Invitrogen) . Selektovatelné savdi expresni
vektory pro pouZiti podle vyndlezu zahrnuji pRc/CMV (klonovaci
misto HindIII, BstXI, NotI, Sbal a ApaI, G418 selekce;
Invitrogen), pRc/RSV (klonovaci misto HindIlI, Spel, BstXI,
NotI, XbaI, G418 selekce; Invitrogen), a dalsi. Savédi expresni
vektory zaloZené na viru vakcinie (viz Kaufman, 1991) pro
pouziti podle vyndlezu zahrnuji (av8ak vyfet neni omezujici)

pSC 11 (klonovaci misto SmaI, TK- a B-gal selekce), pMJ601
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(klonovaci misto SaII, SmaI, Afl1I, NarI, BspMII, BamHI, Apal,

NheI, SacII, KpnI, a HindlII; TK- a PB-gal selekce), a pTKgptF1S
(klonovaci misto EcoRI, PstI, SalI, Accl, HindII, SbaI, BamHI
a Hpa, TK nebo XPRT selekce).

Kvasinkové expresni systémy mohou byt také uZity pro
expresi proteinu Akt podle p¥edkldadaného vyndlezu. Nap¥.
nefizni vektor pYES2 (klonovaci mista XbaI, SphI, ShoI, NotI,
GstXI, EcoRI, BstXI, BamHI, SacI, KpnI a HindIlI; Invitrogen)
nebo fdzni vektory pYESHisA, B, C (klonovaci misto XbaI, SphlI,
ShoI, NotI, BstXI, EcoRI, BamHI, SacI, KpnI a HindIII,
N-koncovy peptid purifikovatelny pomoci prysky¥ice ProBond a
Sté€pitelny enterokindzou; Invitrogen), abychom zminili alespoii
dva vektory vyuZitelné podle vynélezu.

Jakmile byla jednou urlit& rekombinantni DNA molekula
identifikovédna a izolovéna, pro jeji namnoZeni se miZe uZit
nékolik ruznych metod, které jsou odbornikim zndmy. Po
etablovani vhodného hostitelského systému a vhodnych
kultivadnich podminek se rekombinantni expresni vektory
namno?i a p¥ipravi v poZadovaném mnoZstvi. Jak bylo jiz vySe
vysvétleno, k pouZitelnym expresnim vektortm pat¥i (ani% by
tento vylet byl omezujici) nésledujici vektory nebo jejich
derivaty: hum&nni nebo zvi¥eci viry jako 3je nap¥. virus
vakcinie nebo adenovirus; hmyzi viry jako jsou bakuloviry;
kvasinkové vektory; bakteriofdgové vektory (nap¥. fég lambda),
a plazmidové a kosmidové DNA vektory.

Navic miZe byt vybradn hostitelsky bun&&ny kmen, ktery
moduluje expresi vloZend sekvence, nebo specifickym zplsobem
modifikuje a "opracovavad" genovy produkt. Rbzné hostitelské
buttky maji charakteristické a specifické mechanismy pro
translacni a post-transladni opracovéni a modifikace proteint.

Vhodné buné&&né linie nebo hostitelské systémy se vyberou

tak, aby se zajistily poZadované modifikace a opracovéani

sseves
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exprimovaného cizorodého proteinu. Exprese Vv kvasinkdch miZe
poskytnout biologicky aktivni produkt. Exprese
v eukaryotickych butikdch zvy8uje pravdépodobnost "nativniho”
usporadani (prostorové struktury) proteinu. Navic exprese
v sav@ich builkdch poskytuje néstroj pro rekonstituci aktivity
Akt. A dale 1ruzné expresni systémy vektor/hostitel v ruzné
mi¥e ovliviiuji reakce opracovdni proteinu jako nap¥.
proteolytické Stépeni.

Vektory se vnaS8eji do poZadovanych hostitelskych bunék
metodami, které jsou v oboru zné&my, jako je nap¥. transfekce,
elektroporace, mikroinjekce, transdukce, buné&dcna fize,
precipitace s DEAE dextranem, kalciumfosfdtovd precipitace,
lipofekce (lysosomova fGze), uZiti "genového déla" nebo
transportérti DNA vektord (viz nap¥. Wu et al., 1992, J. Biol.
Chem. 267:963-967; Wu a Wu, 1988, J. Biol. Chem. 263:14621-
14624; Hartmut et al., patentovd p¥ihlaska Kanady ¢.
2,012,311, podand 15. b¥ezna 1990).

Rozpustné formy proteiny mohou byt ziskédny odbérem
kultivaéniho média nebo solubilizaci inkluznich té&lisek, napf.
plisobenim detergent®, a pokud je to t¥eba je3t& sonikaci nebo
jinym mechanickym procesem. Solubilizované nebo rozpustné
proteiny se pak izoluji rlznymi postupy, které jsou odbornikum
znamy, jako je nap¥. elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
(PAGE) , isoelektrickéa fokusace, dvojrozmérna gelova
elektroforéza, ruzné typy chromatografie (napf¥. chromatografie
na iontom&nidi, chromatografie na afinitni, imunocafinitni a
rozdélovaci koloné&), centrifugace, diferendéni solubilita,
immnoprecipitace a dal8%i standardni techniky purifikace

proteint.



.
o8008

.
XX N2 4

39 -

Genova terapie a transgenni vektory

Jak ji% bylo diskutovano vySe, pYedkladany vynalez se
tykad schopnosti proteind Akt stimulovat expresi  VEGF,
proteinu, ktery indukuje angiogenezi. TudiZ se p¥edkladany
vyndlez tyka také geno&é terapie, kterd spo&ivad v tom, Ze se
podavd nukleovéd kyselina kédujici protein Akt pacientovi
trpicimu ischemickym onemocn&nim. K ischemickym onemocnénim
pat¥i, Jjak 3jiZ bylo wuvedeno, cerebrovaskularni ischémie,
rendlni ischémie, pulmonérni ischémie, ischémie koncetin,
onemocn&ni perifernich artérii, intermitentni klaudikace,
ischémie myokardu, a ischemicka, idiopatickéa nebo
hypertrofické kardiomyopatie.

Nukleovd kyselina kédujici Akt, kde je to vhodné vloZena
do vektoru, a farmaceutické p¥ipravky, které ji obsahuji, se
uzivaji k léceni ischemické tkan&. UZiji se pro prenos
expresi gent in vivo v jakémkoliv typu ischemické tkang&,
zejména v tké&ni srdce. Navic miZe byt 1éCeni cileno podle
konkrétni nemoci, kterd je lé&ena (transfer do urcité tké&né je
uréen zejména vyb&rem vektoru a exprese zas vyb&rem urcitého
promotoru) . Nukleové kyseliny nebo vektor podle vynédlezu se u
1idi nebo =zvitat vyhodn& uZivaji k in vivo intraceluldrni
proteind Akt schopnych stimulovat expresi VEGF proteind.
P¥edkladany vyndlez tak umoZfuje specificky, lok&lné& a G&inné
1é¢it ischémii.

Nukleovad kyselina kédujici protein Akt se podavd samotna
nebo v kombinaci s nukleovou kyselinou kédujici angiogenni
faktor. Ke znadmym angiogennim faktorum pat¥i bazicky a kysely
ristovy faktor fibroblastti (bFGF a aFGF), FGF-5 (patent US
5,661,133), rustovy faktor endotelovych bun&k (Pu et al.,
1993, Circulation 88:208-2156), angiopoetin a VEGF (viz
p¥ehledné &lanky Melillo et al., 1997 a Lewis et al., 1997).
Bylo identifikovadno n&kolik forem VEGF, jako je VEGFl121
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(Patent US 5,219,739), VEGF165 (Patent US 5,332,672); VEGF189
(Patent Us 5,240,848), VEGF206, VEGF -2 (WO 95/24473;
WO 96/39515); VEGF-B (Patenty US 5,607,918 a 5,840,693), a
VEGF-D (WO 97/12972). Nukleovad kyselina k&édujici protein Akt
se miZe podavat také v kombinaci s iontem p¥echodného kov jako
je nap¥. CoCl2, ktery, jak bylo ukézéno, zvySuje expresi genu
VEGF a stimuluje vaskularizaci(Patent US 5,480,975).

Jak ji%Z bylo diskutovdno vySe, “vektor” je Jjakkoliv
prost¥edek pro p¥enos nukleovych kyselin podle vyndlezu do
hostitelskych buné&k: Vyhodné vektory jsou virové vektory, jako
jsou nap¥. retroviry, herpetické viry, adenoviry, a adeno-
asociované viry. TakZe gen kdédujici protein nebo polypeptid
Akt je vnesen do bunék in vivo, ex vivo nebo in vitro uzitim
virového vektoru nebo p¥imym vnesenim DNA.

Exprese ve vybrané (zamé&¥ené) cilové tkéni miZe byt
zpusobena zam&¥enim transgenniho vektoru do specifickych
bunék, jako je tomu p¥i uZiti virového vektoru nebo
receptorového ligandu, nebo uzitim tkéarnové-specifického
promotoru, nebo soufasnym uzitim obou zplsobl.

Virové vektory obecn& uZivané pro in vivo zaméfovanl a
terapeutické postupy jsou vektory zaloZené na DNA a
retrovirové vektory. Metody konstrukce a vyuZiti virovych
vektorl jsou odbornikim zndmy [viz nap¥. Miller a Rosman,
BioTechniques 7:980-990 (1992)]. Vhodn& jsou virové vektory
replika&n& defektni, tzn. nejsou schopné autonomni replikace v
cilové bufice. Obecn& tefeno, genom replikaén& defektnich
virovych vektorti, které se uZivaji podle vynélezu, postrada
alespoii jeden z Usekl, které jsou nezbytné pro replikaci viru
v infikované bufice. Tyto f{seky mohou byt eliminovany (jako
celek nebo d&astedn&) tim, Ze se vy¥adi jejich funkce, a to
jakymkoliv  zplsobem, ktery je odbornikim znadm. K témto

zpusobim pat¥i Uplné odstran&ni, substituce (jinou sekvenci,
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zejména vloZenou nukleovou kyselinou), <&asteCnd delece nebo
adice jedné nebo vice bazi v tGseku nezbytném pro replikaci.
Tyto zplsoby se provadd&ji in vitro (s izolovanou DNA) nebo
in situ, s vyuZitim metod genového inZenyrstvi nebo pusobeni
mutagennich <&inidel. Vyhodn& si replika&n& defektni viry
ponechdvaji sekvenci ze svého genomu, kterd je nezbytnd pro
enkapsidaci (zabaleni) virovych &éastic.

K DNA virovym vektorim pat¥i atenuované (oslabené) nebo
defektni DNA viry, jako jsou (av8ak vydet neni omezujici)
nap¥. virus herpes simplex (HSV), papillomavirus, virus
Epstein-Barrové (EBV) , adenovirus, adeno-asociovany virus
(AAV), virus vakcinie apod. Vyhodné jsou takové defektni viry,
které Upln& nebo tém&¥ Upln& postrddaji virové geny. Defektni
virus neni po vneseni do bufiky replikaéné kompetentni, tudiZ
nezpisobuje produktivni virovou infekci. PouZiti defektnich
virovych vektorl umoZiuje podadvédni do bun&€k ve specifické
lokalizované oblasti, a to bez obav, Ze by virus infikoval
jiné bubky. TakZ?e je moZné specificky =zaméfovat jen urcitou
tkafi. K p¥ikladim konkrétnich vektort pat¥i (aniZ by vydet byl
omezujici) vektor defektniho herpes viru 1 (HSV 1) [Kaplitt et
al., Molec. Cell. Neurosci. 2:320-330 (1991)1, vektor
defektniho herpes viru postrddajici gen pro glykoprotein L
[Patentovd publikace RD 371005 A], nebo dalS8i vektory
defektnich herpes virt [Mezindrodni patentovd prihlaska
WO 94/21807, publikovana 29. Zari 1994; WO 92/05263,
publikovand 2. Dubna 1994]; atenuované adenovirové vektory
jako je nap¥. vektor popsany v Stratford-Perricaudet et al.
[J. Clin. Invest. 90:626-630 (1992); a také La Salle et al.,
Science 259:988-990 (1993)); a vektory defektnich adeno-
asociovanych adenovirtt [Samulski et al., J. Virol. 61:3096-
3101 (1987); Samulski et al., J. Virol. 63:3822-3828 (1989) ;
Lebkowski et al., Mol. Cell. Biol. 8:3988-3996 (1988)].
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Vyhodné se p¥i poddvéni in vivo uZivd vhodnd imunosupresivni
1é&ba  spolecné s virovym  vektorem, napt. adenovirovym
vektorem, aby se zabrédnilo imuno-deaktivaci virového vektoru

a transfekovanch bun&k. Nap¥. se podavaji imunosupresivni
cytokiny, jako je nap¥. interleukin-12 (IL-12), interferon-y
(IFN-y) nebo anti-CD4 protildtka, pro zablokovani humoralni
nebo bun&®né imunitni reakce na virovy vektor [viz napr.
Wilson, Nature Medicine (1995)]. Navic je vhodné uZit virové
vektory, které jsou upraveny tak, aby exprimovaly co nejmensi
polet antigent.

P¥irozen& vyndlez predpoklddd pro terapeutické pouZiti
podédvani takového vektoru, ktery zajisti expresi terapeuticky
G&inného mnoZstvi Akt. Termin ‘"terapeuticky G¢inné mnoZstvi”
zde oznaduje mnoZstvi, které je dostatefné k tomu, aby vedlo
k vyznamnému zlepsSeni klinicky vyznamného ischemického

onemocnéni.

Adenovirové vektory

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je vektorem adenovirovy
vektor. Adenoviry jsou eukaryotické DNA viry, které mohou byt
modifikovdny pro G&inny p¥enos nukleovych kyselin podle
vyndlezu do bun&k ruznych typd. Existuji rGzné sérotypy
adenovirti. Z téchto sérotypu jsou podle vynélezu vyhodné
humdnni adenoviry typu 2 a typu 5 (Ad 2 Ad 5) nebo adenoviry
zviYeciho plvodu (viz WO 94/26914). K adenovirim zvi¥eciho

pivodu, které lze uZit pro realizaci p¥edkladdaného vynélezu,

pat¥i psi, kravské, myZi (nap¥. Mavl, Beard et al., Virology
75 (1990) 81), ov&i, prase&i, ptafi a opi&i (napf. SAV)
adenoviry. Vyhodné adenoviry zvifeciho plvodu jsou psi
adenoviry, vyhodn&ji je to adenovirus CAV2 (napf. kmen

Manhattan nebo A26/61 (ATCC VR-800)).
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Vyhodn& replika&né& defektni adenovirové vektory podle
vynalezu obsahuji ITR, tj. enkapsidadni sekvence, a
pozadovanou nukleovou kyselinu. Nejvyhodnéji p¥inejmensim
Gsek E1 adenovirového vektoru je nefunk&ni. Delece v Useku El
vyhodn& zahrnuje nukleotidy 455 aZ 3329 v sekvenci adenovirus
Ad5 (PvulI-BgIII fragment) nebo 382 aZ 3446 (HinfII-Sau3A
fragment). Dal3i ddseky mohou byt také modifikovény, zejména
isek E3 (WO 95/02697), Usek E2 (WO 94/28938), tusek E4
(WO 94/28152, WO 94/12649 a WO 95/02697), nebo také kterykoliv
z pozdnich genu L1 aZ LS.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu m& adenovirovy vektor
deleci v Useku E1 (Ad 1.0). P¥iklady adenovirl s deleci v El
jsou popsany nap¥. v EP 185,573, ktery je zahrnut formou
odkazu. V jiném vyhodném provedeni vynadlezu m& adenovirovy
vektor delece v tisecich El1 a E4 (Ad 3.0). P¥iklady adenovirt
s delecemi v E1/E4 jsou popsdny v WO 95/02697 a WO 96/22378,
které jsou zahrnuty formou odkazu. V jedté dal3im vyhodném
provedeni vyndlezu m& adenovirovy vektor deleci v uUseku EI1,
kam byl vloZen udsek E4 a poZadovand nukleovd kyselina (viz
FR 94/13355, je vloZen formou odkazu) .

Replikadné defektni rekombinantni adenoviry  podle
vyndlezu se p¥ipravuji metodami, které jsou odbornikim znémy,
(viz Levrero et al., gen 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham,
EMBO J. 3 (1984) 2917). Zejména se p¥ipravuji homologni
rekombinaci mezi adenovirem a plazmidem, ktery nese krmé
jiného poZadovanou sekvenci DNA. K homologni rekombinaci dojde
po kotransfekci adenoviru a plazmidu do vhodné buné&cné linie.
Vhodnéa bunécna linie by méla p¥edevsim (i) byt
transformovatelnd wuvedenymi  elementy, a (ii) obsahovat
sekvence schopné komplementovat &4st genomu replikacdné
defektniho adenoviru, vyhodn& v integrované form&, aby se

zabridnilo vzniku rekombinace. K p¥ikladim vyhodnych 1linii,
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které 1lze uZ2it k realizaci p¥edklddaného vyndlezu, pat¥i
bun&®nad linie huménnich embryonédlnich ledvinnych bunék 293
(Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59), které obsahuji
levostrannou &&st genomu adenoviru Ad5 (12 %) integrovanou ve
svém genomu, a bun&fné linie schopné komplementovat funkce El
a E4, které byly popsédny Vv mezindrodnich patentovych
p¥ihlaskach WO 94/26914 a WO 95/02697. Rekombinantni adenoviry
se izoluji a purifikuji standardnimi metodami uZivanymi

v molekuldrni biologii, které jsou odbornikim dob¥e znamy.

Vektory adeno-asociovanych virt

Adeno-asociované viry (AAV) jsou DNA viry relativné malé
velikosti, které se integruji trvalym a mistné specifickym
zpisobem do genomu bufiky, kterou infikovaly. Jsou schopné
infikovat 8iroké spektrum bun&k, aniZ by ovlivnily jejich
riust, morfologii nebo diferenciaci, a zjevné se nepodileji na
¥4dné nemoci u 1lidi. Genom AAV byl klonovén, sekvencovén a
charakterizovadn. Je tvoYen p¥ibliZn& 4700 bazemi a obsahuje
na kaZ?dém konci dsek  invertované termindlni repetice
("inverted terminal repeat", ITR) velikosti 145 b&zi, ktery
slouzi jako replikad®ni po&atek viru. Zbytek virového genomu je
rozdélen na dva esencidlni dseky, které nesou enkapsidacni
funkci: levostrannd J&&st genomu, kterd obsahuje gen rep nutny
pro replikaci viru a expresi virovych genli; a pravostrannou
gast genomu, kterid obsahuje gen cap kédujici proteiny virové
kapsidy.

PouZiti vektortl odvozenych z AAV pro p¥enos genl in vitro
a in vivo bylo popsidno nap¥. v dokumentech WO 91/18088;
WO 93/09239; US 4,797,368, US 5,139,941 a EP 488 528. Tyto
publikace popisuji r@zné konstrukty odvozené z AAV, ve kterych
byl deletovidn gen rep a/nebo cap a nahrazen poZadovanym genem,

a pouZiti t&chto konstruktld pro in vitro p¥enos poZadovaného
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genu (v bunéénfch kulturdch) nebo pro in vivo p¥enos (p¥imo do
organismu). Replika&n& defektni rekombinantni AAV podle
vyndlezu se p¥ipravuji kotransfekci plazmidu obsahujiciho
po¥adovanou nukleovou kyselinu obklopenou dvéma sekvencemi
invertované termindlni repetice (ITR) =z AAV, a plazmidu
nesouciho enkapsidadni geny AAV (rep a cap), do bunéfné linie,
kterd je infikovédna humdnnim pomocnym virem ("helper virus")
jako je nap¥. adenovirus. Rekombinantni AAV jsou produkovany a
purifikovany standardnimi postupy, které Jjsou odbornikum
znamy .

P¥edkladany vyndlez se proto také tykd rekombinantnich
virti odvozenych AAV, jejichZ genom obsahuje sekvence nukleové
kyseliny kédujici Akt3 obklopené ITR z AAV. Vyndlez se dale
také tykd plazmidli, které obsahuji sekvence nukleové kyseliny
kédujici Akt3 obklopené dv&ma ITR z AAV. Tyto plazmidy mohou
byt pouZity pro p¥enos sekvenci nukleovych kyselin, pricemz
plazmid mt¥e byt podle pot¥eby vloZen do liposomového vektoru

(tzv. pseudovirus).

Retrovirové vektory

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu je gen vloZen do
retrovirového vektoru, nap¥. jak byly popsény v nésledujicich
publikacich: Aerson et al., Patent US ¢&. 5,399,346; Mann et
al., 1983, Cell 33:153; Temin et al, Patent US &. 4,650,764;
Temin et al., Patent US &. 4,980,289; Markowitz et al., 1988,
J. Virol. 62:1120; Temin et al., Patent US ¢&. 5,124,263; EP
453242, EP178220; Bernstein et al. Genet. Eng. 7 (1985) 235;
McCormick, BioTechnology 3 (1985) 689; Mezindrodni patentova
p¥ihla8ka WO 95/07358, publikovand 16. BYezna 1995, Dougherly
et al.; Kuo et al., 1993, Blood 82:845.

Retroviry jsou integrujici se viry, které infikuji délici

se butlky. Retrovirovy genom obsahuje dva Useky LTR,
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enkapsida&ni sekvenci a t¥i kédujici Gseky (gag, pol a env). V
rekombinantnich retrovirovych vektorech jsou geny gag, pol a
env obecn& ¥Yeleno deletoviny, celé nebo jejich &&sti, a jsou
nahrazeny poZadovanou heterologni sekvenci nukleové kyseliny.
Tyto vektory mohou byt konstruovény z riznych typld retroviry,
jako je nap¥. HIV, MoMuLV (my$i virus Moloneyho leukémie), MSV
(my8i wvirus Moloneyho sarkomu), HaSV (virus Harveyho sarkomu)
SNV (virus nekrotizujici slezinu); RSV (virus Rousova sarkomu)
a Friendiv virus. Defektni retrovirové vektory byly napt.
popsdny v WO 95/02697.

Pro konstrukci rekombinantnich retrovird obsahujicich
sekvence nukleovych kyselin se ptripravuji plazmidy, které
obsahuji LTR, enkapsida&ni sekvenci a k&édujici sekvenci.
Takovy konstrukt se pak uZije k infekci tzv. sbalovaci
(pak&Zovaci) buné&fné 1linie, coZ jsou builtky schopné doplnit
v trans retrovirové funkce chyb&jici v plazmidu. Obecné
sbalovaci buné&fné jsou schopné exprimovat geny gag, pol a env.
Sbalovaci buné&fné 1linie byly popsédny v dosavadnim stavu
techniky, Jjednd se nap¥. o buné&fnou 1linii PA317 (viz US
4,861,719); bun&fnou 1linii PsiCRIP (WO 90/02806) a bunécnou
linii GP'envAm 12 (WO 89/07150) . Navic rekombinantni
retrovirové vektory mohou obsahovat modifikace v Gsecich LTR
pro supresi transkripcni aktivity a také extenzivni
enkapsidadni sekvence, které mohou obsahovat <&ast genu gag
(Bender et al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Rekombinantni
retrovirové vektory se purifikuji standardnimi postupy, které
jsou odbornikim znamy.

Retrovirové vektory se konstruuji tak, aby byly G&inné
jako infek&ni virové &&stice nebo aby proSly jedinym cyklem
transfekce. V prvnim p¥ipadé je virus modifikovén tak, aby si
uchoval vBechny svoje geny s vyjimkou genl =zodpovédnych za

schopnost onkogenni transformace, a aby exprimoval heterologni
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gen. Neinfek&ni virové vektory se pIipravuji naruSenim
virového sbalovaciho signélu, ale zachovadvaji si strukturni
geny nutné pro sbaleni spolené vneseného viru, ktery obsahuje
heterologni gen a sbalovaci signédl. TakzZe érodukované virové
Gastice jiZ neprodukuji dalsi virové Céastice.

Cileny pYrenos genl byl popsédn v mezindrodni patentové

p¥ihlasce WO 95/28494, publikované v Fijnu 1995.

Nevirové vektory

Alternativn& se vektory in vivo vnéSeji do bunék tzv.
lipofekci. V uplynulém desetileti se ve velké mife uZivaly
liposomy pro zabaleni a transfekci nukleovych kyselin
in vitro. Syntetické kationtové lipidy ©pf¥ipravené kvuli
sniZeni problémi spojenych s transfekci zprost¥edkovanou
liposomy byly uZity pro p¥ipravu liposomi pro in vivo
transfekci gen kédujici marker [Felgner; et. al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 84:7413-7417 (1987); Mackey, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:8027-8031 (1988); Ulmer et al.,
Science 259:1745-1748 (1993)]. PouZiti kationtovych lipidua
podporuje obaleni negativné nabité nukleové kyseliny a také
podporuje flzi s negativn& nabitou bunélnou membrénou [Felgner
a Ringold, Science 337:387-388 (1989)]1. 2Zvlasté vyhodné
lipidové slouleniny a p¥ipravky vhodné pro pfenos nukleovych
kyselin byly popsé&ny v patentovych dokumentech WO 95/18863 a
WO 96/17823 a patentu US 5,459,127. PouZziti lipofekce pro
in vivo vnéd8eni exogennich gend do specifickych orgadnd ma
jisté praktické vyhody. Molekuldrni zamé&Y¥ovadni liposomd do
specifickych bun&k p¥edstavuje jednu prospéSnou oblast
vyuZiti. Je jasné, Ze cilend transfekce konkrétnich bunék by
byla zv143t& vyhodnid ve tkénich s heterogenitou bun€k jako je
nap¥. pankreas, jatra, ledviny a mozek. Lipidy mohou byt pro

G&el zam&¥ovéani chemicky konjugovény s dalSimi molekulami (viz
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Mackey, et. al., vy3e). Na lipidy mohou byt chemicky navazany
zam&¥ovaci peptidy, nap¥. hormony nebo neurotransmitery, a
proteiny jako nap¥. protilétky, nebo nepeptidové molekuly.

Dal3i molekuly mohou byt uZitelné pro usnadnéni in vivo
transfekce nukleovych kyselin, a sice nap¥. kationtové
oligopeptidy (nap¥. WO 95/21931), peptidy odvozené =z DNA
vazebnych proteint (nap¥. WO 96/25508), nebo kationtové
polymery (nap¥. WO 95/21931).

Je také moZné wvnaSet vektory in vivo ve formé& "nahé"
plazmidové DNA (viz patenty US &. 5,693,622, 5,589,466 a
5,580,859) . Vektory nahé DNA se vnd8eji do hostitelskych bunék
n&kterou z metod, které jsou odbornikim znémy, jako Jje nap¥t.
transfekce, elektroporace, mikroinjekce, transdukce, buné&lné
faze, precipitace s DEAE-dextranem, precipitace

s kalciumfosfdtem, pouZiti "genového déla" nebo transportéru
DNA vektora [nap¥. Wu et al., J. Biol. Chem. 267:963-967
(1992); Wu a Wu, J. Biol. Chem. 263:14621-14624 (1988);
Hartmut et al., patentovd p¥ihl&d8ka Kanady ¢&. 2,012,311,
podand 15. BYfezna 1990; Williams et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88:2726-2730 (1991)]. Lze také vyuZit prenos DNA
zprost¥edkovany receptory [Curiel et al., Hum. gen Ther.

3:147-154 (1992); Wu a Wu, J. Biol. Chem. 262:4429-4432

(1987)1. K vyhodnym vektoriim pro p¥enos "nahé" DNA pat¥i
plazmid pCOR majici podminé&ny replikacni  pocéatek (viz
WO 97/10343), a minikruhovy plazmid postrddajici replikadéni

polatek a markerovy gen (WO 96/26270).

Farmaceutické p¥ipravky a jejich podéavani

P¥edkliddany vynélez se tykd farmaceutickych p¥ipravkua.
Tyto pt¥ipravky obsahuji protein nebo polypeptid Akt nebo
nukleovou kyselinu kédujici protein nebo polypeptid Akt, jak

byly definovany v p¥edchozim textu, a farmaceuticky pfijatelny

2000
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nosi& nebo vehikulum. P¥ipravky podle vyndlezu jsou zvl&asté
vyhodné k formulaci biologického materidlu pro genovou
terapii. Ve vyhodném provedeni vyndlezu pY¥ipravky obsahuji
nukleové kyseliny k&édujici huménni protein nebo polypeptid
Akt.

P¥ipravek podle vyndlezu obsahuje protein Akt nebo
nukleovou kyselinu k&dujici protein BAkt. A navic miZe
pripravek obsahovat nukleovou kyselinu kdédujici angiogenni
faktor.

Ke znadmym angiogennim faktorim pat¥i bazicky a kysely
rustovy faktor fibroblastl (bFGF a aFGF), FGF-5 (patent US
5,661,133), rUstovy faktor endotelovych bunék (Pu et al.,
1993, Circulation 88:208-2156), angiopoetin a VEGF (viz
p¥ehledné &lé&nky Melillo et al., 1997 a Lewis et al., 1997).
Bylo jiZz identifikovéno nékolik forem VEGF, jako Jje VEGFia;
(Patent US 5,219,739), VEGFi¢s (Patent US 5,332,672); VEGFigs
(Patent us 5,240,848), VEGF30s¢, VEGF-2 (WO 95/24473;
WO 96/39515); VEGF-B (Patenty US 5,607,918 a 5,840,693), a
VEGF-D (WO 97/12972). P¥ipravek miZe déle obsahovat ion
pfechodného kov jako je nap¥. CoCl,;, ktery, jak bylo ukézéno,
zvy8uje expresi genu VEGF a stimuluje vaskularizaci (Patent US

5,480,975). Protein Akt nebo nukleovad kyselina se mohou

podévat také spolecné s vasodilatadnim ¢&inidlem. K vhodnym
prikladim vasodilataénich ¢inidel (vasodilatans) pat¥i
nitrovasodilatans (jako je nap¥. nitroprussid a

nitroglycerin), nespecifickd vasodilatans (nap¥. hyrdralizin a
papaverin), agonisté adenosinového receptoru, ¢inidla
blokujiic kalciové kandlyf, alfa-blokdtory (nap¥. prazosin),
endogenni vasodilate&ni peptidy nebo p¥ibuzné peptidové
analogy (napft. substance P, CGRP), aktivator K kanilu,

inhibitory ACE nebo blokdtory angiotensinového receptoru,
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blokatory endothelinového receptoru nebo inhibitory ECE, a
vasodilatadni prostaglainy.

Jakykoliv vektor podle vyndlezu, at JjiZ virovy nebo
nevirovy, je vyhodn& p¥i uZiti in vivo ve farmaceuticky
pfijatelném nosi¢i nebo vehikulu. Termin "farmaceuticky
prijatelny" se tyk& slouleniny nebo pfipravku, které jsou
fyziologicky tolerovdny a nevyvolédvaji p¥i podéni <&lovéku
alergické nebo podobné neZadouci reakce jako je nap¥t.
podrdzdéni Zaludku nebo nevolnost. Termin '"farmaceuticky
p¥ijatelny" vyhodné& znamend, Ze p¥isluSn& latka byla schvélena
odpovidajicimi @¥ady, at 3jiZ stétnimi nebo feder&lnimi, pro
veterindrni a zejména humdnni farmaceutické pouZiti a je
uvedena v Lékopisu USA nebo jiném vS8eobecné€ uznédvaném
lékopise. Termin "nosic" oznacuje Yedidla, adjuvans,
excipienty nebo jind vehikula, s nimiZ je sloufenina podle
vyndlezu podavadna. K takovym farmaceutickym nosidlm pat¥i
nap¥. sterilni kapalina jako 3je voda nebo olej, at jiZ
mineralniho, zZzivocigného, rostlinného nebo syntetického
puvodu, jako Jje nap¥. podzemnicovy olej, sojovy olej,
minerdlni olej, sezamovy olej a dal8i. Voda nebo vodné roztoky
soli a vodny roztok dextrézy a glycerolu se vyhodné uzivaji
jako nosice, zejména pro injikovatelné roztoky. Vodné
farmaceutické noside jsou p¥rehledné popsény v publikaci E.W.
Martin, "Remington's Pharmaceutical Sciences".

Farmaceutické p¥ipravky podle vynélezu jsou formulovéany
pro topické, perorélni, parenteralni, intranaséalni,
intravendézni, intramuskuldrni, subkuté&nni, intraokuldrni nebo
i jiné podavéni.

Vyhodné& farmaceutické p¥ipravky podle vyndlezu obsahuji
farmaceuticky p¥ijatelnd vehikula pro injekéni pripravky. To
jsou zejména sterilni, isotonické solné roztoky (fosforenan a

difosfore&nan sodny, chlorid sodny, draselny, vépenaty a
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hote&naty apod., nebo jejich sm&si). Nebo jde vyhodné o suché,
vyhodnéji lyofylizované p¥ipravky, které po pfidani sterilni
vody nebo fyziologického roztoku vytvo¥i injikovatelny
pripravek.

P¥ipravky jsou vyhodn& ve sterilnim, isotonickém solném
roztoku (fosfore&nan a difosforefnan sodny, chlorid sodny,
draselny, vapenaty a ho¥e&naty apod., nebo jejich smési),
nebo jsou to suché p¥ipravky, vyhodné lyofylizované pripravky,
které po p¥idédni, Jje-1li to vhodné, sterilni wvody nebo
fyziologického roztoku vytvo¥i injikovatelny pIipravek

Vyhodné sterilni injikovatelné p¥ipravky Jjsou roztoky
nebo suspenze v netoxickém parenterélné prijatelném
rozpoudt&dle nebo ¥Yedidle. K p¥ikladum takovych farmaceuticky
p¥ijatelnych nosidlt pat¥i roztok soli, pufrovany roztok soli,

isotonicky roztok soli (fosfore®nan a difosfore¢nan sodny,

chlorid sodny, draselny, vépenaty a ho¥e&naty apod., nebo
jejich smési), Ringertv roztok, dextrdza, <voda, sterilni
voda, glycerol, etanol a kombinace té&chto 1latek. Jako

rozpoudt&dlo nebo suspenda®ni médium se obvykle uZivajil
1,3-butanol a sterilni stdlé oleje. Jakykoliv nedrazdivy
stdly olej se miZe uZit, v&etn& syntetickych mono- nebo di-
glyceridll. Mastné kyseliny jako nap¥. kyselina olejova, jsou
také vyuZitelné pro p¥ipravu injikovatelnych p¥ipravkl.

Davky nukleovych kyselin podle vyndlezu, budto samotnych
nebo vloZenych do wvektoru, pouZité pro podavani, se musi
upravit v zdvislosti na rlGznych parametrech, jako je 2zejména
zplisob podavani, lé&end nemoc, exprimovany gen, odekdvanéd doba
léCeni apod. Obecné& 1lze ¥ici, %e v p¥ipad€ rekombinantnich
virdt podle vyndlezu, jsou formulovdny a poddvény v davkéach
obsahujicich 10* a¥ 10 pfu, vyhodn& 10° a% 10*° pfu. Termin
"pfu" ("plagque forming unit") charakterizuje infekénost

(infek&ni silu) roztoku viru a stanovuje se testem infekce
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vhodné bun&®né kultury, obecn& po 48 hodinédch jako polet plakl
infikovénych buné&k. Metody stanoveni pfu titru viru jsou dobre
popsény v odborné literature

P¥ipravky podle vyndlezu se podavaji parenterdlné€ nebo
transmukosdln&, napY¥. perordln&, nasdlné nebo rektdlné, nebo
transdermdln&. Vyhodné je podavéani parenterdlni, nap¥t.
intravenézni injekci, a také nap¥t. (aniz by vylet byl
omezujici) infraarterioldrni, intramuskuldrni, intradermalni,
subkutéanni, intraperitonealni, intraventrikularni, a
intrakranidlni. P¥ipravky se mohou také podadvat injekci p¥imo
do lé&eného mista, zejména do srdce.

Vyhodny zplsob podavani do srdce je podévéni injekci
pfimo do srdce (viz patenty US 5,693,622 a 5,661;133). Srdce
se pritom monitoruje nékterou ze zndmych zobrazovacich metod,
jako je  nap¥. magneticka resonance nebo poc&itadova
tomografie, a terapeuticky p¥ipravek se podéva stereotaktickou
injekci nap¥. do ischemickych Gsekl myokardu.

Vyhodn& je exprese Akt omezena na kardiomyocyty, a sice
u?itim promotoru specifického pro srdce nebo vektoru se
specifickym tropismem pro srdecni bumky.

Podavani do srdce se mife také provadét pomoci katetru.
RUzné porézni, balénkové, dvojité baldnkové nebo hydrogelové
katetry Dbyly popsédny napt. v patentech US 5,851,521,
5,652,225, 5,328,470, 5,698,531, 5,707,969, 5,830,879 a
5,674,192,

V jesté dalSim vyhodném provedeni vynalezu se
farmaceuticky p¥ipravek obsahujici polypeptid Akt nebo
nukleovou kyselinu kédujici polypeptid Akt podadva pomoci
terapeutického systému s ¥izenym uvolfovanim 1é&iva. Nap¥.
nukleova kyselina nebo polypeptid se podéava pomoci
intravendzni infize, implantovatelné osmotické pumpy,

transdermalni néplasti, liposomi apod. V jednom vyhodném
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provedeni vynédlezu je uZita pumpa [viz Langer, vySe; Sefton,
CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201 (1987); Buchwald et al.,
Surgery 88:507 (1980); Saudek et al.; N. Engl. J. Med. 321:574
(1989)]. V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se uZiva
polymerni materidl [viz Medical Applications of Controlled
Release, Longer a Wise (eds.), CRC Press: Boca Raton, Florida
(1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug product Design a
Performance, Smolen a Ball (eds.), Wiley: New York (1984);
Ranger a Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61
(1983); viz také Levy et al., Science 228:190 (1985); During
et al., Ann. Neurol. 25:351 (1989) ; Howard et al.,
J.Neurosurg. 71:105 (1989)1]. V je3té dalSim vyhodném
provedeni vyndlezu je systém s ¥izenym uvolilovdnim umistén do
blizkosti terapeutického cile, tj. nap¥. srdce, aplikuji se
pak jen &&sti davky, ne? jakad by byla potfeba p¥i systémovém
podavani [viz nap¥. Goodson, in Medical Applications
Controllled Release, viz vyge, vol. 2, pp. 115-138 (1984)].
Dal3i systémy s ¥Yizenym uvolifiovanim 1lé&iva Jsou wuvedeny V
p¥ehledné publikaci Langera [Science 249:1527-1533 (1990)].

TakZe p¥ipravky podle vyndlezu se poddvaji intravendzné,
intraarterialné, intraperitonedlnég, intramuskularné nebo
subkutédnné&. Alternativn& jsou p¥ipravky formulovény pro
nasalni nebo perorédlni podévani. Konstantni privod
biologického materidlu je moZné zajistit poskytnutim
terapeuticky uc¢inné davky (tj. davky, ktera zpusobi
metabolickou zm&nu u pacienta) v pot¥ebnych intervalech, napft.
jedenkrat denn&, ka¥dych 12 hodin apod. Tyto parametry zavisi
na zava¥nosti onemocn&ni a dalSich faktorech jako Jje napf.
dprava diety, pohlavi, hmotnost a v&k pacienta a dalsi
faktorech, které odbornik snadno urdi.

P¥edkl&ddany vynédlez se tykd také zpusobi inhibice

angiogeneze u pacientl trpicich né&dorovym onemocnénim tim, Ze
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se inhibuje hladina Akt a tim se inhibuje tvorba VEGF. Hladina
Akt se miZe sniZit vnesenim Akt "antisense" nukleovych kyselin
do bun&k pacienta v podminkdch, kdy tyto "antisense" nukleové
kyseliny hybridizuji v butikdch s Akt mRNA. Hladina Akt muZe
byt také sniZena vnesenim intraceluldrniho vazebného proteinu,
jako je nap¥. jednofet&zcovad protilédtka Fv (scFv), ktery se
specificky v&%e na Akt v bullkdch pacienta v mnoZstvi
dostateném k tomu, aby se navdzal na Akt a inaktivoval ho.
V jiném provedeni vyndlezu je aktivita Akt sniZena tim, Ze se
poddva nukleovd kyselina kdédujici dominantni negativni  formu
Akt. Vyhodn& se "antisense" nukleovd kyselina, intracelulérni
vazebny protein nebo nukleovd kyselina kédujici intracelulérni
vazebny protein nebo dominantni negativni formu Akt podévaji
p¥imo do bunék néadoru.

Antisense sekvence podle vyndlezu je komplementédrni k
sekvenci kédujici protein Akt a tlumi nebo blokuje expresi
proteinu Akt. Ve vyhodném provedeni vyndlezu je to antisense
polynukleotidovd molekula. P¥iprava a pouZiti antisense
polynukleotidli,, DNA k&dujici molekuly antisense RNA a pouZiti
antisense oligonukleotidd bylo popsdno nap¥. Vv mezinédrodni
p¥ihldsce WO 92/15680, kterd je vloZena formou odkazu.

Antisense nukleové kyseliny podle vynédlezu jsou vyhodné
RNA schopné& specificky hybridizovat s celou nebo d&asti DNA
sekvence kdédujici protein Akt, nebo s odpovidajici messenger
RNA. Antisense sekvence podle p¥edklddaného vynélezu se
odvodi ze sekvence DNA, jejiZ exprese vV bulice vede k tvorbé
RNA komplementdrni k celé nebo d¢&sti huménni Akt mRNA. Tyto
antisense sekvence se pFfipravi expresi celé nebo &asti
sekvence kédujici protein Akt v opa&né orientaci (EP 140 308).
Jakdkoliv délka antisense sekvence je vhodnd pro realizaci
vynédlezu pokud je schopnd tlumit nebo blokovat expresi Akt.

Vyhodn& jsou antisense sekvence dlouhé alespoil 20 nukleotidi.
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V jiném aspektu tohoto vyhodného provedeni vynalezu
nukleovd kyselina kd&éduje antisense RNA molekuly. V tomto
vyhodném provedeni je nukleovad kyselina operativné spojena se
signdly, které umoZiiuji expresi sekvence nukleové kyseliny, a
je vnesena do buiiky vyhodn& jako rekombinantni vektor, ktery
bud exprimovat antisense nukleovou kyselinu jakmile vstoupi do
bufiky. P¥ikladem vhodnych vektorl jsou plazmidy, adenoviry,
adeno-asociované viry, retroviry, a herpetické viry.

Dal3i vyvhodné provedeni vynédlezu se tykad specifické
inhibice angiogeneze prost¥ednictvim inhibice aktivity Akt,
kdy se exprimuje sekvence nukleové kyseliny  kédujici
intraceluldrni vazebny protein schopny v transfekované buiice
selektivni interakce s Akt. Dokumenty WO 94/29446 a
WO 94/02610 (které jsou celé zahrnuty formou odkazu), popisuji
transfekci bun&k geny kédujicimi intraceluldrni  vazebny
protein. K intraceluldrnim vazebnym proteinim pat¥i jakykoliv
protein schopny selektivni interakce nebo vazby s proteinem
Akt v bulice, ve které je exprimovdn, a tim neutralizovat
funkci navazaného proteinu Akt. Vyhodné je intraceluléarni
vazebny protein protildtka nebo fragment protilatky.

Dokument WO 94/02610 popisuje p¥ipravu protilatek a
identifikaci nukleovych kyselin kédujicich uréitou protilétku.
Uzitim proteinu Akt nebo jeho fragmentu se pripravi
monoklondlni protildtka specifickd k proteinu metodami, které
jsou odbornikim zndmy. Pak se p¥ipravi zpusoby podle vyndlezu
vektor obsahujici nukleovou kyselinu kdédujici intracelularni
vazebny protein nebo jeho cast, a schopny exprese
v hostitelské bufice. Vhodné vektory a zpusoby pIfenosu nukleové
kyseliny kédujici intraceluldrni vazebny protein do bunék
obsahujicich Akt jsou stejné jaké byly popsény v pfedchozim
textu. Sekvence nukleové kyseliny kédujici intraceluldrni Akt

vazebny protein mohou navic obsahovat sekvenci kédujici
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lokalizadni signdl pro cileni intraceluldrniho vazebného
proteinu do mista v bufice, kde se vyskytuje Akt a/nebo
sekvenci zajistujici lokalizaci intraceluldrniho vazebného
proteinu v plazmatické membran&. Lokalizadni signal nebo
inzeréni sekvence mohou byt umistény kdekoliv na
intraceluldrnim vazebném proteinu, pokud to nenaruSuje vazbu
s Akt. P¥iklady lokaliza&nich signdld jsou wuvedeny napZf.
v WO 94/02610.

V dal83im vyhodném provedeni vynédlezu je Akt aktivita
sni¥Yena podavadnim nukleové kyseliny kdédujici dominantni
negativni formu Akt. P¥iklady dominantnich negativnich forem
Akt byly popsény nap¥. v Fujio et al., 1999 (J. Biol. Chem.
274 (23) :16349-16354), Wang et al., 1999 (Mol. Cell Biol.
19(6): 4008-4018), Jiang et al., 1999 (Proc. Natl: Acad. Sci.
96(5): 2077-2081), a Gerber et al., 1998 (J. Biol. Chemn.
273(46): 30336-30343).

Vyhodnym organismem, kterému se podavd biologicky
materidl podle vyndlezu, je d&lovék, ale miZe to byt i
jakékoliv zvi¥e. Farmaceutické p¥ipravky podle vyndlezu jsou
uréeny také pro veterindrni pouZiti, zejména pro podavani
savci, jako jsou (aniZ by vy&et byl omezujici) napf¥. doméci
zviYata jako ko&ka nebo pes, hospodd¥ské zvi¥ata jako krava,
kuii, koza, ovce, prase, divoka zvi¥ata (at jiZ volné v p¥irodé
nebo dr¥end v zoologické zahrad&), laboratorni zvirata jako
myS, potkan, kralik, koza, ovce, prase, pes, koCka a dalsi,
ale i pro podavani ptdkim, jako nap¥. ku¥ata, krocani, zpévni
ptédci a dalsi.

Pr¥edklddany vyndlez je ddle podrobné&ji vysvétlen pomoci
p¥ikladli. Tyto p¥iklady maji ilustrativni funkci a vynélez

nijak neomezuji.
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P¥ikl rov ni dlez

Obecné metody molekuldrni biologie pouZité v prikladech

Metody tradi®n& uZivané v molekuldrni biologii, jako je
nap¥. preparativni extrakce plazmidové DNA, centrifugace
plazmidové DNA cesiumchloridovém gradientu, elektroforéza na
agarbzovém nebo akrylamidovém gelu, purifikace fragmentl DNA
elektroeluci, extrakce proteint uzitim fenolu nebo
fenol/chloroformu, ethanolovd nebo isopropanolovéd precipitace
DNA v solném roztoku, transformace Escherichia coli a dalsi
jsou odbornikim dob¥e zndmy a jsou popsédny Vv odborné
literatu¥e [viz nap¥. Maniatis T. et al., "Molecular
Klonovani, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; (2nd Ed. 1989);

Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in Molecular

Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987].

K obvyklym klonovacim vektorim pat¥i plazmidy typu pBR322
pUC a fédgy série M13, které Jjsou béZné€ komercné& dostupné
(nap¥. Besda Research Laboratories).

Pro ligaci se fragmenty DNA separovaly podle velikosti
elektroforézou na agarbzovém  nebo akrylamidovém gelu,
extrahovaly fenolem nebo sm&si fenol/chloroform, precipitovaly
ethanolem a inkubovaly v p¥itomnosti f&gové T4 DNA ligazy
(Biolabs) podle doporuleni vyrobce.

Zaplnéni pfednivajicich 5'-konci se provedlo pomoci
Klenowova fragmentu E. coli DNA polymerdzy I (Biolabs) podle
doporuceni vyrobce.

Odstranéni p¥eénivajicich 3'-koncu se provedlo
v pritomnosti f&gové T4 DNA polymerdzy (Biolabs) podle
doporudeni vyrobce, odstran&ni p¥elnivajicich 5'-konci se

provedlo pomoci ¥izeného pusobeni S1 nukledzy.

.
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In vitro mutageneze cilena pomoci syntetickych
oligonukleotidd byla provedena postupem, ktery vyvinuli Taylor
et al. [Nucleic Acids Res. 13 (1985) 8749-8764] a uZitim
soupravy od firmy Amersham.

Enzymatickéa amplifikace fragmentli DNA v PCR byla
provedena podle publikovaného postupu (Polymerase-catalyzed
Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 230 (1985) 1350-
1354; Mullis K.B. a Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-
350} uZitim "DNA termdlni cykleru" (Perkin Elmer Cetus) podle
instrukci vyrobce.

Verifikace nukleotidovych sekvenci byla provedena
sekvencovédnim podle Sangera et al. [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 74 (1977) 5463-5467] uzZitim soupravy od firmy Amersham.

Plazmidové DNAs byly purifikovany uZitim soupravy Plazmid

Purification System od firmy Qiagen podle instrukcié vyrobce.

Priklad 1

Klonovani humdnniho Akt3

Tento p¥iklad popisuje klonovdni nukleové kyseliny Akt3

protein.

P¥iklad 1.1: Screening cDNA knihovny na Akt3

Prohledavani databdzi odhalilo, Ze jeden humdnni cDNA
klon obsahuje Usek humdnni cDNA sekvence, ktery je homologni,
ale odlisny od humédnni Aktl a Akt2. Pro izolaci Gplné kdédujici
sekvence této dosud nezndmé humédnni isoformy Akt (oznalena
jako humé&nni Akt3) byl proveden screening huménni cDNA
knihovny srdelni tkéan€ pomoci cDNA sondy odpovidajici 5'-UTR

Useku a kédujicimu dseku N-konce humé&nniho Akt3.
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Huménni c¢DNA klon (ID# 479072) byl zakoupen od firmy
Genome System Inc. Jeden fragment této DNA, kterd obsahuje
¢ast 5'-UTR (netranslatovany Usek) a c¢ast 5'-kédujici sekvence
huménniho Akt3, byl amplifikovdn v polymerédzové Yetézové
reakci (PCR) uZitim nésledujicich oligonukleotidovych primeri:

AKT3-5'UTR-F3 (5'-TCC AAA CCC TAA AGC TGA TAT CAC-3';
sekvence id. &. 3) a

AKT3-C-R1 (5'-CCT GGA TAG CTT CTG TCC ATT C-3'; sekvence
id. &. 4). Sonda cDNA byla znalena pomoci [a-P32]dCTP uZitim
znaCici soupravy Random Primer DNA labeling kit (Boerhinger
Mannheim) podle instrukci vyrobce. Sonda byla purifikovéna
uzZitim chromatografické centrifugadni kolonky od firmy Bio-Rad
podle instrukci vyrobce.

Vice nez jeden milion f&govych klond bylo na pocatku
uzito p¥i screening cDNA knihovny (Clontech, katalog. ¢&.
HL5027t). Hostitelské buniky XL1-B byly inokulovény ve 37 °C
p¥es noc v LB médiu (p¥idén 20 mg/ml tetracyklin, 0,2% maltdza
a 10 mM MgCl,). Fagovad infekce a otisk na membranu byly
provedeny postupem, jak je popsan v prirudce Maniatis; 1989.
Membr&ny byly denaturovany, renaturovédny a zapeleny, pak
prehybridizovany v hybridizadnim roztoku 4 hodiny p¥i 65 °C.
Denaturovand forma sondy 2znaCené P32 (10 minut tepelné
denaturace) byla p¥idédna pro hybridizaci p¥es noc. Po
hybridizaci byly membrany postupné& oplachovény v 2x SSC/0,1%
SDS, 1xSSC/0,1%SDS a 0,5xSSC/0,1% SDS p¥i 65°C. Membrany byly
usuSeny na vzduchu a exponovdny na rentgenové filmy Kodak. Po
tomto primdrnim screeningu byly pozitivni klony selektovany
v sekunddrnim a tercidrnim screeningu. Vysledné pozitivni fégy
byly purifikovany, a fagovd DNA byla konvertovédna na
plazmidovou DNA uzZitim hostitelskych bunék BM25.8-25

(Boerhinger Mannheim) podle instrukci vyrobce.
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Dva pozitivni klony byly vybrany pro Gplné sekvencovéani a
dal8i charakterizaci. Jeden z téchto klonl (klon #9) obsahuje
¢ast 5'-UTR a N-koncovou kédujici sekvenci (aa 1 az 127)
humé&nniho Akt3. Druhy klon (klon #1) obsahuje vét$inu huménni
Akt3 sekvence (aa 15 a% C-konec) a 3'-UTR. Uplnd cDNA (plné
délky) sekvence byla vytvo¥ena fidzi téchto dvou c<astelnych
sekvenci. Uplnd sekvence kédujici humé&nni Akt3 je zde uvedena
jao sekvence id. ¢&. 1. Odpovidajici aminokyselinovad sekvence
je uvedena jako sekvence id. &. 2. Akt3 je kratS8i neZ Aktl a
Aktl, a mezi Akt3 a Aktl nebo Aktl a C-koncem molekuly neni
Z4dnd vyznamnd homologie. Zejména poslednich 14 aminokyselin
v C-koncovém Gseku humdnniho Akt-3 se odliSuje od aminokyselin

p¥itomnych v huménnim Aktl a Aktl.

Priklad 2

Konstrukce expresnich plazmidd Akt3

Tento priklad popisuje konstrukci expresniho plazmidu pro
aktivovany Akt3. Prvni dva d&stedné cDNA klony (klon #1 a klon
#9, popsané vySe) byly fGzovédny a byla tak ziské&na duplna
kédujici sekvence AKT3. DNA obsahujici huménni Src
myristyla&ni sekvenci byla fdzovdna k N-konci Gplné Akt3
sekvence. Sekvence znaclky HA-tag byla fdzovdna k C-konci UGplné
Akt3 sekvence (pro detekci exprese). Tato chimérické& sekvence
MyrAkt3HA byla vloZena pod kontrolu promotoru CMV. Cely
konstrukt byl nazvan CMV6-MyrAkt3HA (Obr. 1lA).

Priklad 2.1: CMV6-MyrAktHA
Tento priklad popisuje konstrukci plazmidd schopnych

exprimovat Akt3 a konstitutivné aktivni formu humé&nniho Akt3.
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Uplnd kédujici sekvence Akt3 byla ziskdna PCR amplifikaci
klonu #1 uZitim né&sledujicich primeri:

hAKT3cl19-PCRS(F): (5'- ATG AGC GAT GTT ACC ATT GTG AAA
GAA GGT TGG GTT CAG AAG AGG GGA GAA TAT ATA AAA AAC TGG AGG
CCA AG - 3'; sekvence id. ¢&. 5), ktery obsahuje kdédujici
sekvence prvnich 24 aminokyselin Akt3, a

hAKT3cll-PCR3(R): (5' - TTA TTT TTT CCA GGT ACC CAG CAT
GCC - 3'; sekvence id. &. 6).

Pro vytvoreni konstitutivné aktivni formy Akt3 byla Gplna
kédujici sekvence Akt3 amplifikovdna v PCR s ndsledujicimi
primery:

MyrAKT3Ha-Fl1(5' - GCG CGC GAA TTC CCA CCA _TGG GTA GCA ACA
AGA GCA AGC CCA AGG_ATG CCA GCC AGC GGC GCC GCA GCA GCG ATG
TTA CCA TTG TGA AAG - 3'; sekvence id. &. 7), ktery obsahuje
Kozakovu sekvenci (CCACC); myristyladni sekvenci 2z huménniho
src (podtrZena) a prvnich 8 aminokyselin z humdnniho Akt3
(tucéné), a

MyrAKT3Ha-R (5' - GCG CGC GGG CCC TTA GGC GTA GTC GGG GAC
GTC GTA CGG GTA TTT TTT CCA GTT ACC CAG CAT GCC - 3'; sekvence
id. ¢&. 8), ktery obsahuje kédujici sekvenci znalky HA-tag
(tuéné&). PCR produkt byl naZt&pen EcoRI/Apal a subklonovan do
EcoRI/Apal mist plazmidu pCDNA3.1l, &imZ byl pripraven pCDNA3-
Myr-Akt-HA. Kédujici sekvence MyrAktHA Dbyla také PCR
amplifikovédna a subklonové&na do KpnI/EcoRI mist vektoru
CMV6. Pro tuto PCR reakci byly pouzZity nésledujici primery:

CMV6-AKT3cat-F (5' - CGG GGT ACC ACC ATG GGT AGC AAC AAG
AGC AAG CCC AAG GAT GCC AGC CAG - 3'; sekvence id. &. 9}, a

CMV6-AKT3cat-R (5' - CCG GAA TTC TTA GGC GTA GTC GGG

GAC GTC - 3'; sekvence id. ¢&. 10). Plazmid byl

verifikovan sekvencovi&nim
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P¥iklad 2.2: Exprese humé&nniho AKT3

Tento p¥iklad popisuje expresi huménniho AKT3 ve tkanové
kultu¥e. Buiky HEK293 a COS-7 byly kultivovadny v médiu DME
obsahujicim 10% fetdlni hovézi sérum (FBS). Buniky byly
kultivovany p¥i 37° C v inkubdtoru s 5% CO..

Plazmid CMV6- [MyrAkt3HA byl transientn& transfekovan do
pun&k HEK293. Jako kontrola byly transfekovény burlky HEK293
vektorem CMV6. Jeden den p¥ed transfekci byly buiiky na¥edény
na hustotu 0,2 x 10%/cm®. Transfekce hbyla provedena s pomoci

LipofectAmine (Gibco BRL) podel instrukci vyrobce. Strucné

shrnuto, DNA byla rozmichdna v médiu DME (bez séra a
antibiotik) . Pak byl pridéan p¥ipravek LipofectAmine
(DNA:LipofectAmine = lmg : 4ml). Po kratkém promichéni byla

sm&s DNA/LipofectAmine ponechédna 30 minut pfi teploté
mistnosti. Bufiky pak byly opléchnuty v 1xPBS, a exponovany
sm&si DNA/LipofectAmine po 3 hodiny. Po transfekci byly bunky
dvakrat oplachnuty v 1xPBS a p¥eneseny do média DMEM-10% FBS.
24 hodin po transfekci byly buiiky lyzovany. Lyzaty byly
imunoprecipitovény anti-HA protiladtkami, a kinazova aktivita
imunopelet byla stanovena pomoci peptidl ziskanych z GSK-3,
"downstream" cile pro Aktl (Cross et al. 1995). In vitro
kindzovy test Akt byl proveden podle Cross et al. (Cross et
al, 1995) 24 hodin po transfekci. Builky byly opléchnuty
dvakrat v roztoku 1 x PBS a lyzovény v lyzovacim pufru (50mM
Tris/HCl, pH 7,4, 1mM EDTA, 1mM EGTA, O0,5mM Nas;V0,, 0,1%
B-merkaptoethanol, 1% Triton X-100, 50mM NaF, 5mM
hydrogenfosfore&nan sodny, 10mM glycerofosfat sodny, 0,5mM
PMSF, 2ug/ml aprotinin, 2mg/ml leupeptin, a 1mM mikrocystin).
Nerozpustné materidly byly odstranény centrifugaci ve 4°C po 1
minutu. Bun&&né lyzaty byly inkubovany s polyklondlni anti-HA

protildtkou (BABCO) 1 hodinu ve 4° C na rotadni plo$iné.

.
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Perli®ky agardézy a Proteinem A byly p¥idédny k lyz&tim na 1
hodinu. Po imunoprecipitaci byly pelety oplachnuty t¥ikrat
promyvacim roztokem A (lyzovaci pufr doplné&ny na 0,5M NaCl),
t¥ikrat promyvacim roztokem B (50mM Tris/HCl, pH 7,4, 0,03%
Brij35, 0,lmM EGTA a 0,1% B-merkaptoethanol), a tE¥ikrat

v kindzovém pufru (20mM MOPS, pH 7,2, 25mM B-glycerofosféat
sodny pH 7,0, 1mM NasV0,, 1lmM DTT). Po oplachnuti byly pelety

resuspendovany ve 40 pul kinizové reakdéni smé&si [100mM ATP,
0,1 mg/ml substriatovy peptid Crosstide (ITBI), 20mM MgCl,, 1lomM
inhibitor proteinkindzy A/PKI (UBI), a lomCi (g-32P)-ATP].

Reakce pak probihala ve 30° C po 30 minut. PO dokondeni reakce

byla sm&s kratce centrifugovana a 30 pul supernatantu bylo
naneseno na kruhy nitroceluldézového papiru (Gibco BRL).
Nitroceluldézové papiry pak byly opléachnuty t¥ikrat 180mM
kyselinou fosfore&nou (ka%dé oplachovani 10 minut) a dvakrat v
acetonu (ka¥dé oplachovadni 2 minuty). Radioaktivita zachycené
na papiru pak byla zm&F¥ena scintilaénim za¥izenim. Kindzova
aktivita p¥itomnd ve vzorcich transfekovanych CMV6 [MyrAkt3HA]
byla 20 X vyS88i nez aktivita p¥itomné v bunkéch
transfekovanych kontrolnim vektorem CMV6, kterd bylapodobna
bazadlni aktivit& v tomto testu (obr. 1B).

Pro testovéani exprese MyrAkt3HA v transfekovanych
burikdch  byly lyzaty ptipravené z transfekovanych  bunék
imunoblotovdny s anti-HA protilatkou. Buné&&né 1lyzaty byly
p¥ipraveny stejn& jak Dbylo popséno vyse, a rozdéleny
elektroforézou na SDS polyakrylamidovém gelu. Proteiny byly
preneseny na nitroceluldzové membrany, které byly p¥es noc
inkubovédny v blokovacim roztoku (1xPBS, 0,2% Tween 20, 5%
suSené odtu&n&né mléko) ve 4° C. Membrany pak byla inkubovany
s my$i  monoklondlni anti-HA  protiléatkou (Yedéni 1:500
v blokovacim roztoku) po 3 hodiny p¥i teploté mistnosti. Po

opléachnuti t¥ikrét v blokovacim roztoku (po 15 minutéch),

.
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membrany byly inkubovany s anti-myS8i IgG protiléatkou
konjugovanou s HRP (¥ed&ni 1:1000 v blokovacim roztoku) po 1
hodinu  p¥i teploté mistnosti. Po opléchnuti t¥ikrat
v blokovacim roztoku (po 10 minutéch) a t¥ikrat v 1xPBS s
0,2% Tween 20, byly membrény vyvijeny Vv systému ECL (PIERCE)
podle instrukci vyrobce a exponovény na rentgenové filmy
Kodak. Jak je wukdzédno na obr. 1C, silny pés p¥ibliZné
velikosti 60 kD (obdobna velikosti MyrAkktlHA, data neuveden)
je ptritomen ve vorcich transfekovanych CMV6- [MyrAkt3HA], avSak
chybi ve vzorcich transfekovanych CMV6 (negativni kontrola).
zav&rem udaje ukazuji, Ze transfekce CMV6 - [MyrAkt3HA) vede

k funk&ni aktivité Akt.

P¥iklad 3

Stimulace exprese VEGF

P¥iklad 3.1: Bunélné kultury

HeLa butiky (ATCC) byly kultivovény v médiu DME s 10%
fetalnim hovézim sérem (FBS). Buiiky byly kultivovény ve 37° C,
v inkubdtoru s 5% CO,. Humé&nni bunky kosterniho svalstva
(HSKMC) a humédnni buiiky hladkého svalstva korondrnich cév
(HCSMC) byly zakoupeny od firmy Clonetics Corporation.

Kardiomyocyty z novorozenych potkana byly 1izolovény
uZitim soupravy  Myocyte Isolation System (Worthington
Biochemical Co.). Stru&n& shrnuto, srdce odebranid z 1- az 3-

dennich potkantt byla rozdercena, nastépena trypsinem (ve
vysledné koncentraci 50 pg/ml) inkubaci ptes noc ve 4° C, pak
nasledovala digesce kolagendzou ve 37° C po 45 minut. Po

trituraci byla sm&s filtrovéna bun&&né sito. Po kratké

centrifugaci byly bunky resuspendovidny Vv nanadSecim médiu

.
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(DMEM:M199 = 4:1, 10% tepelné inaktivované kofiské sérum, 5%

fetdlni hové&zi sérum, 1x suplement inzulin-transferrin-

selenium (Gibco BRL) a 1lxGentamicin, 100 pug/ml BrdU) na hustotu
0,3x10° bun&k/ml). Po 24 hodinach byly pYeneseny na slabé

mitogenni médium (DMEM:M199 = 4:1, 1lxGentamicin).

P¥iklad 3.2: Transfekce
Jeden den p¥ed transfekci byly buiky nar¥edé&ny na hustotu
0,2x10° cells/cm?. Transfekce byla provedena uzitim
LipofectAminu (Gibco BRL) podle instrukci vyrobce. Strucné,
pofadované DNA byly rozmichany Vv médiu DME (bez séra a
antibiotik) a byl p¥idadn LipofectAmin (DNA:LipofectAmine =1 pg
4 pul). Po kratkém vortexovani byla smé&s DNA/LipofectAmin
ponechdna 30 minut p¥i teplot& mistnosti. Butiky byly
jedenkrat opléchnuty 1xPBS, a pak exponovdny ve sm&si
DNA/LipofectAmine po 3 hodiny. Po transfekci byly builky
opléchnuty dvakrét v 1xPBS a pfeneseny do média DMEM-10%FBS.

3.3 Konstrukce rekombinantnich adenoviru

Rekombinantni adenovirus obsahujici konstitutivné aktivni
humanni Akt3 (hAkt3cak) byl konstruovan jak popsali Crouzet et
al. (1997) (Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 94, 1414-1419).
cDNA pro konstitutivn& aktivni huméanni Akt3 (obsahujici
myristyladni sekvenci z c-src na N-konci) byla subklonovéna do
pXL2996 (Tento plazmid byl nazvan pXL2996-hAkt3cak) . Expresni
kazeta pro hAkt3cak z pXL2996-hAkt3cak byla subklonovéana do
kyvadlového vektoru pXL3474. Tento kyvadlovy plazmid pro
hAkt3cak a DNA plazmid pro adenovirovou B-gal (pXL3215) byly
elektroporaci vneseny do bakteridlnich bunék JM83.

Po prob&hnuti dvojité homologni  rekombinace Dbyla
plazmidovéd DNA adenovirus-hAkt3cak purifikovédna na gradientu
CsCl. Tato DNA pak byla linearizovéana gt&penim restriktazou

Pacl a pak transfekovdna do bun&k 293 uzitim LipofectAminu.
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TEi tydny  po transfekci byl rekombinantni adenovirus
obsahujici hakt3cak (AV-hAKT3cak) izolovan a amplifikovan
v buiikdch 293. Virovy titr byl stanoven testem cytoplasmatické
toxicity (CPA).

Rekombinantni adenovirus obsahujici konstitutivné& aktivni
mySi aktl (AV-mAktlcak) p¥ipraveny staardnim  postupem
(popsanym vySe) poskytl Dr. Kenneth Walsh (Boston, MA).

pted virovou infekci byl virus na¥edé&n v médiu pro
tkatlovou kulturu na koncentraci 3x107/ml). 1 ml tohoto média
obsahujiciho virus byl p¥idédn na 6-jamkovou kultivalni
destidku a 8 ml tohoto média obsahujiciho bylo pridéno na
kadou 100-mm kultiva&ni misku. Po infekci p¥es noc byl
nadbyte&ny virus spléchnut promytim v 1xPBS a bunky byly

p¥eneseny na normidlni médium.

P¥iklad 3.4: Test ELISA

Humdnni VEGF ELISA test byl proveden pomoci komeréné
dostupné detek&ni soupravy VEGF-165 ELISA (od firmy R&D
Systems, Inc.; cat. DVEO0O). Kultiva&ni médium bylo odebréano a
kriatce centrifugovéno: vzorky pak byly naneseny do p¥islusné
jamky po p¥idé&ni ¥edidla RDIW. Destidéky pak byly inkubovany
dvé hodiny p¥i teplot& mistnosti. KaZda jamka pak byla
propléchnuta t¥ikrét oplachovacim pufrem. Pak byl do kaZdé
jamky nanesen konjugdt anti-VEGF na dvé& hodiny p¥i teploté
mistnosti. Pak byly opakovény stejné proplachovaci kroky jaké
byly zmin&ny d¥ive. Byl p¥idan substrat a desticky byly
inkubovédny 20 minut p¥i teploté mistnosti. Optick& denzita
byla m&¥ena &tefkou mikrotitra&nich destidek p¥i nastaveni na

450 nm, a korekce vlnové délky byla nastavena na 540 nm.



67

p¥iklad 3.5: Izolace RNA a Northern blot

Celkovd RNA byla izolovadna pomoci soupravy reagencii
Ultraspec pro izolaci RNA (Biotecx). Strudn& shrnuto, po 1 ml
roztoku Ultraspec bylo p¥idédno k butikkdm na 100mm miskéch pro
tkafiové kultury. Pak byly burky seS8krdbnuty 2z misek a
ptreneseny do Eppendorfovych zkumavek zbavenych Rnazy. Po
p¥idani 200 pl chloroformu byla sm&s vortexovana a
centrifugovédna ve 4° C. Vodny roztok (tj. horni vrstva) byl
odebrén a RNA byla precipitovéna stejnym objemem

isopropanolu. Po oplachnuti 70% ethanolem a osuSeni byla RNA

rozpudténa ve vodé oSet¥ené DEPC. 20 ug celkové RNA bylo
separovédno na 1% agardzovém gelu. Po elektroforéze a p¥enosu
na membridnu (“blotovéni”) byla RNA na membrané& zesiténa
ozaYenim UV svétlem. Hybridizace byla provedena se sondou
znadenou P32, kterd byla p¥ipravena znacenim pomoci soupravy
pro znafeni DNA s ndhodnymi primery Random Primer DNA
labeling kit (Boehringer Mannheim). Po hybridizaci v 65°C
byla membrana postupné promyta 2x8SC/0,1%SDS a
0,1xSSC/0,1%SDS, a nakonec pIfes noc exponovéna na rentgenovy
film Kodak.

pr¥iklad 3.6: Akt =zvy3uje expresi VEGF V transfekovanych
burikach

HelLa buitky byly transfekovany expresnim plazmidem pro
aktivovany mySi Aktl (CMVé-mAktlcak), aktivovany humédnni Akt3
(CMV6-hAkt3) nebo vektorem CMVé (jako kontrola). Po transfekci
byly butiky p¥eneseny na slabé& mitogenni médium (DMEM s 0,5%
fetidlnim hov&zim sérem). Po 16 hodindch bylo médium
z transfekovanych bun&k odebréno a testovdno v testu ELISA pro
humdnni VEGF-165. Jak je uk&z&no na obr. 2, hladina VEGF
v médiu bund&k transfekovanych Aktl nebo Akt3 byla vyznamné

vy$31 neZ hladina v médiu z kontrolnich bun&k transfekovanych
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vektorem CMV6. Tyto t1daje demonstruji, Ze konstitutivné
aktivni Aktl nebo Akt3 indukuje expresi VEGF-165 Vv burikéch
HELA.

p¥iklad 3.7: AV-mAktlcak a AV-hAkt3cak indukuji expresi VEGF v
humannich bunkdch kosterniho svalstva a hladkého svalstva
korondrni artérie

Hum&nni bufiky kosterniho svalstva (HSKMC) a humdnni buiky
hladkého srde&niho svalstva (HCASMC) byly infikovéany
rekombinantnimi adneoviry exprimujicimi budto my3i Aktl
(AV-mAktlcak) nebo konstitutivné aktivni huméanni Akt3
(AV-hAKT3cak) . Jako kontrola byly buiky infikovény AV-GFP,
ktery exprimuje zeleny fluorescendni protein. Jeden den po
infekci bylo odebrdno kultivaéni médium a hladina VEGF v médiu
byla stanovena testem ELISA. Jak je ukézdno na obr. 3A, jak
AV-mAKTlcak tak AV-hAKT3cak vyznamn& zvyS3ily expresi VEGF-165
HSKMC, =zatimco infekce AV-GFP m&la jen nearny nebo Zadny
G&inek. A dale, jak Jje ukézédno na obr. 3B, AVmaAktl a AV-
hAkt3cak indukoval VEGF-165 v humdnnich bunkéach hladkého
svalstva korondrni artérie (HCASMCs) .

Pro vyhodnoceni @&inku Akt na VEGF mRNA, byly bunky
HCASMC infikovany adenovirem exprimujicim mAktlcak, hakt3cak,
nebo GFP. Jako pozitivni kontrola byly buiky p¥eneseny na
hypoxické médium na 24 hodin. Celkovd RNA byla izolovéna a
byla analyzovana Northern hybidizaci na pritomnost VEGF. Jak
je ukédzé&no na obr. 3C, hypoxie vyznamné indukovala expresi
VEGF. Navic AV-mAktlcak a AV-hAkt3cak, avsak nikoliv AV-GFP,
vyznamn& zvy3ily hladinu VEGF mRNA. Tato data ukazuji, Ze Akt
zvy$uje expresi VEGF zvySenim hladiny mRNA.
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p¥iklad 3.8: AV-mAKTlcak a AV-hAKt3cak indukuji expresi VEGF
v kardiomyocytech

Kardiomyocyty 2z novorozenych potkant byly infikovéany
adenovirem kédujicim mAktlcak (AVmAktlcak), mySi Aktl divokého
typu (AV-mAktlwt), hAkt3cak (AV-hAkt3cak) nebo AV-GFP (jako
kontrola). Jako pozitivni kontrola byly neinfikované burky
inkubovany v hypoxickych podminkéch po 24 hodin. Jeden den po
infekci byla =z bun&€k izolovana RNA a exprese VEGF Dbyla
detekovana Northern blot analyzou. Jak je uké&zadno na obr. 3,
AV-mAKtlcak nebo AV-hAkt3cak vyznamné& zvySily expresi VEGF Vv
kardiomyocytech, =zatimco AV-GFP nebo AV-mAktlwt mély Jen
nepatrny nebo Z&dny G&inek na expresi VEGF-165.

PYedm&t vyndlezu neni nijak omezen zde uvedenymi
specifickymi vyhodnymi provedenimi vynalezu. Rizné modifikace
jsou odbornikovi z¥ejmé na zdklad® zde uvedeného popisu a
obrazkti. AvS3ak i tyto modifikace spadaji do rozsahu vynélezu
definovaného pripojenymi patentovymi néroky.

Je t¥eba p¥ipomenout, Ye vSechny uvedené hodnoty
velikosti nukleovych kyselin v badzich nebo polypeptidd ¢&i
proteinlt v aminokyselinéach, a také molekulové hmotnosti
nukleovych kyselin nebo polypeptidld jsou p¥ibliZné a Jjsou
uvedeny pro ilustraci popisu.

zde citované publikace jsou celé zahrnuty formou

odkazu.
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EZNAM SEXKVENCI

<160> 12
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 1570

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (126)..(1523)

<400> 1
gtcgacgttg caggctgagt.catcactaga gagtgggaag ggcagcagca gcagagaatc 60

caaaccctaa agctgatatc acaaagtacc atttctccaa gttggggget cagaggggag 120

tcatc atg agc gat gtt acc att gtg aaa gaa ggt tgg gtt cag aag agg 170
Met Ser Asp Val Thr Ile Val Lys Glu Gly Trp Val Gln Lys Arg
1 5 10 15

gga gaa tat ata aaa aac tgg agg cca aga tac ttc ctt ttg aag aca 218
Gly Glu Tyr Ile Lys Asn Trp Arg Pro Arg Tyr Phe Leu Leu Lys Thr
20 25 30

gat ggc tca ttc ata gga tat aaa gag aaa cct caa gat gtg gat tta 266
Asp Gly Ser Phe Ile Gly Tyr Lys Glu lLys Pro Gln Asp Val Asp Leu
35 40 45

cct tat ccc ctc aac aac ttt tca gtg gca aaa tgc cag tta atg aaa 314
Pro Tyr Pro Leu Asn Asn Phe Ser Val Ala Lys Cys Gln Leu Met Lys
50 55 60
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caa
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Thr

gg9
Gly
160

atg
Met

cac
His

tta
Leu

gtg
Val

gag
Glu
240

gaa
Glu
65

act
Thr

gaa
Glu

gaa
Glu

gga
Gly

atg
Met
145

aaa
Lys

aag
Lys

act
Thr

aca
Thr

atg
Met
225

cgg
Arg

cga
Arg

gtt
val

tgg
Trp

gag
Glu

gag
Glu
130

aat
Asn

gtt
Val

att
Ile

cta
Leu

tce
Ser
210

gaa

Glu

gtg
Val

cca
Pro

ata
Ile

aca
Thr

gag
Glu
115

gaa
Glu

gat
Asp

att
Ile

ctg
Leu

act
Thr
195

ttg

Leu

tat
Tyr

ttc
Phe

aag
Lys

gag
Glu

gaa
Glu
100

aga
Arg

gag
Glu

ttt
Phe

ttg
Leu

aag
Lys
180

gaa
Glu

aaa
Lys

gtt

Val

tct
Ser

cca
Pro

aga
Arg
85

gct
Ala

atg
Met

atg
Met

gac
Asp

gtt
Val
165

aaa
Lys

agc
Ser

tat
Tyr

aat
Asn

gag
Glu
245

aac
Asn
70

aca
Thr

atc
Ile

aat
Asn

gat
Asp

tat
Tyr
150

cga
Arg

gaa
Glu

aga
Arg

tecc
Ser

ggg
Gly
230

gac
Asp

aca
Thr

ttt
Phe

cag
Gln

tgt
Cys

gcc.

Ala
135

ttg
Leu

gag
Glu

gtc
vVal

gta
Val

tte
Phe
215

ggc
Gly

cgc
Arg

ttt
Phe

cat
His

gct
Ala

agt
Ser
120

tct
Ser

aaa
Lys

aag
Lys

att
Ile

tta
Leu
200

cag

Gln

gag
Glu

aca
Thr

ata
Ile

gta
Val

gta
Val
105

cca
Pro

aca
Thr

cta
Leu

gca
Ala

att
Ile
185

aag

Lys

aca
Thr

ctg
Leu

cgt
Arg

73

atc aga
Ile Arg
75

gat act
Asp Thr
920

gca gac
Ala Asp

act tca
Thr Ser

acc cat
Thr His

cta ggt
Leu Gly
155

agt gga
Ser Gly
170

gca aag
Ala Lys

aac act
Asn Thr

aaa gac
Lys Asp

ttt tte
Phe Phe
235

ttc tat
Phe Tyr
250

tgt
Cys

cca
Pro

aga
Arg

caa
Gln

cat
His
140

aaa
Lys

aaa
Lys

gat
Asp

aga
Arg

cgt
Arg
220

cat

His

ggt
Gly

.
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cte
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

att
Ile
125

aaa
Lys

ggce
Gly

tac
Tyr

gaa
Glu

cat
His
205
ttg

Leu

ttg
Leu

gca
Ala

cag
Gln
110

gat
Asp

aga
Arg

act
Thr

tat
Tyr

gtg
Val
190

ccc

Pro

tgt
Cys

tcg
Ser

gaa
Glu

agg

aat
Asn

aag
Lys

ttt
Phe

gct
Ala
175

gca
Ala

ttt
Phe

ttt
Phe

aga
Arg

att
Ile
255

410

458

506

554

602

650

698

746

794

842

890
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gtc
Val

ctc
Leu

aca
Thr

aag
Lys

gat
Asp
320

atg
Met

gag
Glu

aca
Thr

gat
Asp

atg
Met
400

aaa

Lys

act
Thr

tct
Ser

aag
Lys

gat
Asp

aca
Thr
305

aat
Asn

tat
Tyxr

aaa
Lys

ctc
Leu

cca
Pro
385

aga

Arg

aag
Lys

aga
Arg

gce
Ala

ttg
Leu

ttt
Phe
290

ttc
Phe

gac
Asp

gaa
Glu

ctt
Leu

tct
Ser
370

aat
Asn

cac
His

ctt
Leu

tat
Tyr

ttg
Leu

gag
Glu
275

gga
Gly

tgt
Cys

tat
Tyr

atg
Met

ttt
Phe
355

tca
Ser

aaa
Lys

agt
Ser

gta
Val

ttt
Phe
435

gac
Asp
260

aat
Asn

ctt
Leu

ggc
Gly

ggce
Gly

atg
Met
340

gaa
Glu

gat
Asp

cgce
Arg

tte
Phe

cct
Pro
420

gat
Asp

tat
Tyr

cta
Leu

tgc
Cys

act
Thr

cga
Arg
325

tgt
Cys

tta
Leu

gca
Ala

ctt
Leu

ttc
Phe
405

cct

Pro

gaa
Glu

cta
Leu

atg
Met

aaa
Lys

cca
Pro
310

gca
Ala

ggg
Gly

ata
Ile

aaa
Lys

ggt
Gly
390

tct

Ser

ttt
Phe

gaa
Glu

cat
His

ctg
Leu

gaa
Glu
295

gaa
Glu

gta
val

agg
Arg

tta
Leu

tca
Ser
375

gga
Gly

gga
Gly

aaa
Lys

ttt
Phe

tcc
Ser

gac
Asp
280

999
Gly

tat
Tyr

gac
Asp

tta
Leu

atg
Met
360

ttg
Leu

gga
Gly

gta
Val

cct
Pro

aca
Thr
440

gga
Gly
265

aaa

.Lys

atc
Ile

ctg
Leu

tag
Trp

cct
Pro
345

gaa
Glu

ctt
Leu

cca
Pro

aac
Asn

caa
Gln
425

gct
Ala

74

aag

gat
Asp

aca
Thr

gca
Ala

tag
Trp
330

tte
Phe

gac
Asp

tca
Ser

gat
Asp

tgg
Trp
410

gta

Val

cag
Gln

att
Ile

ggc
Gly

gat
Asp

cca
Pro
315

ggc
Gly

tac
Tyr

att
Ile

999
Gly

gat
Asp
385

caa
Gln

aca
Thr

act
Thr

gtg
vVal

cac
His

gca
Ala
300

gag
Glu

cta
Leu

aac
Asn

aaa
Lys

ctc
Leu
380

gca

Ala

gat
Asp

tct
Ser

att
Ile

tac
Tyr

ata
Ile
285

gce

Ala

gtg
Val

gg9g9
Gly

cag
Gln

ttt

Phe
365

ttg
Leu

aaa
Lys

gta
Val

gag
Glu

aca
Thr
445

cgt
Arg
270

aaa
Lys

acc
Thr

tta
Leu

gtt
vVal

gac
Asp
350

cct
Pro

ata
Ile

gaa
Glu

tat
Tyr

aca
Thr
430

ata
Ile

gat

att

Ile

atg
Met

gaa
Glu

gtc
Val
335

cat
His

cga
Arg

aag
Lys

att
Tle

gat
Asp
415

gat

Asp

aca
Thr

986

1034

1082

1130

1178

1226

1274

1322

1370

1418

1466
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cca cct gaa aaa tgt cag caa tca gat tgt ggc atg ctg ggt aac tgg 1514
Pro Pro Glu Lys Cys Gln Gln Ser Asp Cys Gly Met Leu Gly Asn Trp
450 455 460

aaa aaa taa taaaaagtaa gtttcaatag ctaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa 1570
Lys Lys
465

<210> 2

<211> 465

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
"Met Ser Asp Val Thr Ile Val Lys Glu Gly Trp Val Gln Lys Arg Gly
1 5 10 : 15
Glu Tyr Ile Lys Asn Trp Arg Pro Arg Tyr Phe Leu Leu Lys Thr Asp
20 25 30
Gly Ser Phe Ile Gly Tyr Lys Glu Lys Pro Gln Asp Val Asp Leu Pro
35 40 45
Tyr Pro Leu Asn Asn Phe Ser Val Ala Lys Cys Gln Leu Met Lys Thr
50 55 60
Glu Arg Pro Lys Pro Asn Thr Phe Ile Ile Arg Cys Leu Gln Trp Thr
65 70 75 80
Thr Val Ile Glu Arg Thr Phe His Val Asp Thr Pro Glu Glu Arg Glu
85 °0 95
Glu Trp Thr Glu Ala Ile Gln Ala Val Ala Asp Arg Leu Gln Arg Gln
100 105 110
Glu Glu Glu Arg Met Asn Cys Ser Pro Thr Ser Gln Ile Asp Asn Ile
115 120 125
Gly Glu Glu Glu Met Asp RAla Ser Thr Thr His His Lys Arg Lys Thr
130 135 140
Met Asn Asp Phe Asp Tyr Leu Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Phe Gly
145 150 155 160
Lys Val Ile Leu Val Arg Glu Lys Ala Ser Gly Lys Tyr Tyr Ala Met
165 170 175
Lys Ile Leu Lys Lys Glu Val Ile Ile Ala Lys Asp Glu Val Ala His
180 185 ' 130
Thr Leu Thr Glu Ser Arg Val Leu Lys Asn Thr Arg His Pro Phe Leu
195 200 205
Thr Ser Leu Lys Tyr Ser Phe Gln Thr Lys Asp Arg Leu Cys Phe Val
210 215 220
Met Glu Tyr Val Asn Gly Gly Glu Leu Phe Phe His Leu Ser Arg Glu
225 230 235 240
Arg Val Phe Ser Glu Asp Arg Thr Arg Phe Tyr Gly Ala Glu Ile Val
. 245 250 255
Ser Ala Leu Asp Tyr Leu His Ser Gly Lys Ile Val Tyr Arg Asp Leu



Lys Leu

Asp Phe
290

Thr Phe

305

Asn Asp

Tyr Glu
Lys Leu

Leu Ser
370

"Pro Asn

385

Arg His

Lys Leu
Arg Tyr
Pro Glu

450

Lys
465

<210> 3
<211> 24

Glu
275
Gly
Cys
Tyr
Met
Phe
355
Ser
Lys
Ser
vVal
Phe

435
Lys

<212> DNA

260
Asn

Leu
Gly
Gly
Met
340
Glu
Asp
Arg
Phe
Pro
420

Asp

Cys

Leu
Cys
Thr
Arg
325
Cys
Leu
Ala
Leu
Phe
405
Pro

Glu

Gln

Met
Lys
Pro
310
Ala
Gly
Ile
Lys
Gly
390
Ser
Phe

Glu

Gln

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umé€lé sekvence: syntetické oligonukleotidové primery

<400> 3

Leu
Glu
295
Glu
Val
Arg
Leu
Ser
375
Gly
Gly
Lys

Phe

Ser
455

tccaaaccct aaagctgata tcac

<210> 4
<211> 22

<212> DNA
<213> Um&la sekvence

Asp
280
Gly
Tyr
Asp
Leu
Met
360
Leu
Gly
val
Pro
Thr

440
Asp

265
Lys

Ile
Leu
Trp
Pro
345
Glu
Leu
éro
Asn
Gln
425

Ala

Cys

Asp
Thr
Ala
Trp
330
Phe
Asp
Ser
Asp
Trp
410
Val

Gln

Gly

76

Gly
Asp
Pro
315
Gly
Tyx
Ile
Gly
Asp
395
Gln
Thr

Thr

Met

His
Ala
300
Glu
Leu
Asn
Lys
Leu
380
Ala
Asp
Ser

Ile

Leu
460

Ile
285
Ala

‘Val

Gly
Gln
Phe
3653
Leu
Lys
val
Glu
Thr

445
Gly

270
Lys

Thr
Leu
Val
Asp
350
Pro
Ile
Glu
Tyx
Thr
430

Ile

Asn

Ile
Met
Glu
Val
335
His
Arg
Lys
Ile
Asp
415
Asp

Thr

Trp

Lys
Asp
320
Met
Glu
Thr
Asp
Met
400
Lys
Thr

Pro

Lys

24
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<220>
<223> Popis um&lé sekvence: syntetické oligonukleotidové primery

<400> 4
cctggatagec ttctgtccat tc 22

<210> 5
<211> 74
<212> DNA

<213> Umélaé sekvence

<220>
<223> Popis um&€lé sekvence: syntetické oligonukleotidové primery

<400> 5
atgagcgatg ttaccattgt gaaagaaggt tgggttcaga agaggggaga atatataaaa 60
aactggaggc caag 74

<210> €
<211> 27
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis um&€lé sekvence: syntetické oligonukleotidové primery

<400> 6 A
ttattttttc caggtaccca gcatgcc 27

<210> 7
<211> 90
<212> DNA

<213> Umé&li sekvence

<220>
<223> Popis um&€lé sekvence: syntetické oligonukleotidové primery

<400> 7
gcgcgcgaat tcccaccatg ggtagcaaca agagcaagec caaggatgcc agccagcgge 60
gccgcagcag cgatgttacc attgtgaaag 90



*
sevsoe
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<210> 8
<211> 66
.<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Popis um€lé sekvence: syntetické oligonukleotidové primery

<400> 8
gcgegegggce ccttaggegt agtcggggac gtcgtacggg tattttttec agttacccag 60
catgcc . 66

"<210> 9
<211> 51
<212> DNA

<213> Umé&li sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: syntetické oligonukleotidové primery

<400> 9
cggggtacca ccatgggtag caacaagagc aagcccaagg atgccageca g 51

<210> 10
<211> 30
<212> DNA

<213> Umélia sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: syntetické oligonukleotidové primery

<400> 10
ccggaattct taggcgtagt cggggacgte 30

<210> 11 -
<211> 480

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11 .
Met Asn Glu Val Ser Val Ile Lys Glu Gly Trp Leu His Lys Arg Gly



Glu

Gly

Leu

Thr

65

Thr

Glu

Asp

Ala

145

Gly

Tyr

Glu

His

Leu

225

Leu

Ala

Tyr

Ser

Pro

50

Glu

Thr

Glu

Ala

Ser

130

Lys

Thr

Tyr

Val

Pro

210

Cys

Ser

Glu

Ile

Phe

35

Pro

Arg

Val

Trp

Pro

115

Ser

Val

Phe

Ala

Ala

195

Phe

Phe

Arg

Ile

Lys

20

Ile

Leu

Pro

Ile

Met

100

Gly

Thr

Thr

Gly

Met

180

His

Leu

Val

Glu

Val

Thr

Gly

Asn

Glu

85

Arg

Glu

Thr

Met

Lys

165

Lys

Thr

Thr

Met

Arg

245

Ser

Trp

Tyr

Asn

Pro

70

Ala

Asp

Glu

Asn

150

Val

Ile

Val

Ala

Glu

230

Val

Ala

Arg

Lys

Phe

55

Asn

Thr

Ile

Pro

Glu

135

Asp

Ile

Leu

Thr

Leu

215

Tyx

Phe

Leu

Pro

Glu

40

Ser

Thr

Phe

Gln

Met

120

Met

Phe

Leu

Arg

Glu
200

Lys

Ala

Thr

Glu

Arg

25

Arg

Val

Phe

His

Met

105

Asp

Glu

Asp

Val

Lys

185

Ser

Tyr

Asn

Glu

Tyr

10

Tyr

Pro

Ala

Val

Val

90

Val

Tyr

Val

Tyr

Arg

170

Glu

Arg

Ala

Gly

Glu

250

Leu

79

Phe
Glu
Glu
Ile

75
Asp
Ala
Lys
Ala
Leu
155
Glu
Val
Val
Phe
Gly
235

Arg

His

Leu

Ala

Cys

60

Arg

Ser

Asn

Cys

Val

140

Lys

Lys

Ile

Leu

Gln

220

Glu

Ala

Ser

Leu

Pro

45

Gln

Cys

Pro

Ser

Gly

125

Ser

Leu

Ala

Ile

Gln

205

Thr

Leu

Arg

Arg

[
seeeve

Lys

30

Asp

Leu

Leu

Asp

Leu

110

Ser

Lys

Leu

Thr

Ala

190

Asn

His

Phe

Phe

Asp

Ser

Gln

Met

Gln

Glu

95

Lys

Pro

Ala

Gly

Gly

175

Lys

Thr

Asp

Phe

Tyr

255

Val

Thr
Lys
Trp

80
Arg
Gln
Ser
Arg
Lys
160
Arg
Asp
Arg
His
240

Gly

Val



Tyr
Ile
Ala
305
vVal
Gly
Gln
Phe
Leu
385
Lys
Val
Glu

Thr

Asp
465

<210> 12

Arg

Lys

290

Thr

Leu

Val

Asp

Pro

370

Lys

Glu

Val

Val

Ile

450

Gln

Asp
275
Ile
Met
Glu
Val
His
355
Arg
Lys
Val
Gln
Asp
435

Thr

Arg

<211> 465
<212> PRT

260

Ile

Thr

Lys

Asp

Met

340

Glu

Thr

Asp

Met

Lys

420

Thr

Pro

Thr

Lys

Asp

Thr

Asn

325

Tyr

Arg

Leu

Pro

Glu

405

Lys

Arg

Pro

His

Leu
Phe
Phe
310
Asp
Glu
Leu
Ser
Lys
390
His
Leu
Tyr
Asp

Phe
470

Glu

Gly

295

Cys

Tyr

Met

Phe

Pro

375

Gln

Arg

Leu

Phe

Arg

455

Pro

Asn
280
Leu
Gly
Gly
Met
Glu
360
Glu
Arg
Phe
Pro
Asp
440

Tyr

Gln

265

Leu

Cys

Thr

Arg

Cys

345

Leu

Ala

Leu

Phe

Pro

425

Asp

Asp

Phe

Met

Lys

Pro

Ala

330

Gly

Ile

Lys

Gly

Leu

410

Phe

Glu

Ser

Ser

80

Leu

Glu

Glu

315

Val

Arg

Leu

Ser

Gly

395

Ser

Lys

Phe

Leu

Tyr
475

Asp

Gly

300

Tyr

Asp

Leu

Met

Leu

380

Gly

Ile

Pro

Thr

Gly

460

Ser

Lys
285
Ile
Leu
Trp
Pro
Glu
365
Leu
Pro
Asn
Gln
Ala
445

Leu

Ala

270

Asp

Ser

Ala

Trp

Phe

350

Glu

Ala

Ser

Trp

Val

430

Gln

Leu

Ser

Asp

Pro

Gly

335

Tyr

Ile

Gly

Asp

Gln

415

Thr

Ser

Glu

Ile

His

Gly

Glu

320

Leu

Asn

Arg

Leu

Ala

400

Asp

Ser

Ile

Leu

Arg
480



<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Ser Asp
1

Glu Tyr Ile

Gly Ser Phe

35

Tyr Pro Leu
50

‘Glu Arg Pro
65

Thr Val Ile
Glu Trp Thr

Glu Glu Glu
115

Gly Glu Glu
130

Met Asn Asp
145

Lys Val Ile
Lys Ile Leu

Thr Leu Thr
195

Thr Ser Leu
210

Met Glu Tyr
225 )

Val

Lys

20

Ile

Asn

Lys

Glu

Glu

100

Arg

Glu

Phe

Leu

Lys

180

Glu

Lys

Val

Thr
Asn
Gly
Asn
Pro
Arg

85
Ala
Met
Met
Asp
Val
165
Lys
Ser

Tyr

Asn

Ile

Trp

Tyr

Phe

70

Thr

Ile

Asn

Asp

Tyr

150

Arg

Glu

Arg

Ser

Gly
230

Val

Arg

Lys

Ser

55

Thr

Phe

Gln

Cys

Ala

135

Leu

Glu

Val

Val

Phe
215

Gly

Lys
Pro
Glu

40
val
Phe
His
Ala
Ser
120
Ser
Lys
Lys
Ile
Leu
200

Gln

Glu

Glu

Arg

25

Lys

Ala

Ile

Val

Val

105

Pro

Thr

Leu

Ala

Ile

185

Lys

Thr

Leu

Gly

10

Tyr

Pro

Lys

Ile

Asp

S0

Ala

Thr

Thr

Leu

Ser

170

Ala

Asn

Lys

Phe

81

Trp

Phe

Gln

Cys

Arg

75

Thr

Asp

Ser

His

Gly‘

155

Gly

Lys

Thr

Asp

Phe
235

val

Leu

Asp

Glin

60

Cys

Pro

Arg

Gln

His

140

Lys

Lys

Asp

Arg

Arg

220

His

Gln

Leu

Val

45

Leu

Leu

Glu

Leu

Ile

125

Lys

Gly

Tyr

Glu

His

205

Leu

Leu

L4

Lys

Lys

30

Asp

Met

Gln

Glu

Gln

110

Asp

Arg

Thr

Tyr

Val

190

Pro

Cys

Ser

Arg

15

Thr

Leu

Lys

Trp

Arg

95

Arg

Asn

Lys

Phe

Ala

175

Ala

Phe

Phe

Arg

Gly
Asp
Pro
Thr
Thr

80
Glu
Gln
Ile
Thr
Gly
160
Met
His
Leu

val

Glu
240



Ser

Lys

Asp

Thr

305

“Asn

Tyr

Lys

Leu

Pro

385

Arg

Lys

Pro

Lys
465

Val

Ala

Phe

Leu

Ser Glu
245

Asp Tyr
260

Leu Glu Asn Leu

Phe

290

Phe

Asp

Glu

Leu

Ser

370

Asn

His

Leu

Tyr

Glu
450

275

Gly

Cys

Tyr

Met

Phe

355

Ser

Lys

Ser

Val

Phe

435

Lys

Leu Cys
Gly Thr
Gly Arg

325

Met Cys
340

Glu Leu
Asp Ala
Arg Leu
Phe Phe

405

Pro Pro
420

Asp Glu

Cys Gln

Asp
Leu
Met
Lys
Pro
310
Ala
Gly
Ile
Lys
Gly
390
Ser
Phe

Glu

Gln

His

Leu

Glu

295

Glu

Val

Leu

Ser

375

Gly

Gly

Lys

Phe

Ser
455

Thr

Ser

Asp

280

Gly

Tyr

Asp

Leu

Met

360

Leu

Gly

Val

Pro

Thr

440

Asp

Arg

Gly

265

Lys

Ile

Leu

Trp

Pro

345

Glu

Leu

Pro

Asn

Gln

425

Ala

Cys

Phe

250

Lys

Asp

Thr

Ala

Trp

330

Phe

Asp

Ser

Asp

Trp

410

Val

Gln

Gly

82

Tyr

Ile

Gly

Asp

Pro

315

Gly

Tyx

Ile

Gly

Asp

395

Gln

Thr

Thr

Met

Gly

Val

His

Ala

300

Glu

Leu

Asn

Lys

Leu

380

Ala

Asp

Ser

Ile

Leu
460

Ala

Tyr

Ile

285

Ala

Val

Gly

Gln

Phe'

365

Leu

Lys

val

Glu

Thr

445

Gly

.
XX N R Y]

Glu

Arg

270

Lys

Thr

Leu

Val

Asp

350

Pro

Ile

Glu

Tyr

Thr

430

Ile

Asn

Asp
Ile
Met
Glu
Val
335
His
Arg
Lys
Ile
Asp
415
Asp

Thr

Trp

Val
Leu
Thr
Lys
Asp
320
Met
Glu
Thr
Asp
Met
400
Lys
Thr

Pro

Lys
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PATENTOVE NAROKY

Protein Akt pro pou¥iti k indukci exprese VEGF v bufice.

Protein Akt podle naroku 1, ktery je vybran =ze skupiny
obsahujici Aktl, Akt2 a Akt3.

Protein Akt podle naroku 2, kde protein Akt je Akt3.

Protein Akt podle ndroku 1, kde VEGF je vybran ze skupiny
Obsahuj ici VEGFi51, VEGF165 ’ VEGFlgg ’ VEGF205 ' VEGF-2 ’ VEGF-B
a VEGF-D.

Nukleova kyselina kédujici protein Akt operativné& spojena
s kontrolni expresni sekvenci pro pouZziti k indukci exprese

VEGF v burlice.

Nukleovad kyselina podle naroku 5, kde nukleova kyselina je

soudédsti plazmidového nebo virového vektoru.

Nukleovéd kyselina podle naroku 6, kde nukleova kyselina je

goulasti plazmidu.

Nukleovd kyselina podle naroku 6, kde virovy vektor Jje
vybran ze skupiny obgahujici retroviry, adenoviry,

adeno-asociované viry, herpetické viry a virus vakcinie.

Nukleovad kyselina podle naroku 5, kde protein Akt Jje

v bufice konstitutivné& exprimovéan.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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Kombinace proteinu Akt a iontl p¥echodného kovu, kombinace
proteinu Akt a vazodilata®niho ¢inidla nebo kombinace
proteinu Akt, iontl pY¥echodného kovu a vazodilatalniho

¢inidla pro pouZiti k indukci exprese VEGF v buiice.

Kombinace prvni nukleové kyseliny kdédujici protein Akt
operativn& spojené s expresni kontrolni sekvenci a druhé
nukleové kyseliny kédujici angiogenni faktor operativné
spojené s expresni kontrolni sekvenci pro pouZiti k indukci

exprese VEGF v builce.

Kombinace podle ndroku 11, kde angiogenni faktor je vybran
ze  skupiny obsahujici  VEGF, kysely  ristovy  faktor
fibroblastu, bazicky rtstovy faktor fibroblastl, ristovy

faktor endotelovych bunék a angiopoetin.

Kombinace podle naroku 12, kde VEGF je vybran ze skupiny
obsahuj ici VEGF121, VEGFi45, VEGF139, VEGF 306, VEGF-2, VEGF-B a
VEGF-D.

Kombinace podle nadroku 12, kde angiogenni faktor je rustovy

faktor endotelovych bunék.

Kombinace alespoii dvou ruznych forem proteinu Akt pro

pouziti k indukci exprese VEGF v bulice.

Protein Akt podle nédroku 1, kde butikka je v pacientovi

trpicim ischemickym onemocnénim.

Protein Akt podle naroku 16, kde igchemické onemocnéni je

cerebrovaskuldrni ischémie, rendlni ischémie, pulmonarni



18.

19.

20.

21.

22

23.

24.

25

26.
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ischémie, igschémie kondetin, ischémie myokardu nebo

ischemicka, idiopatické nebo hypertrofické kardiomyopatie.

Protein Akt pro pouZiti k indukci exprese VEGF Vv burikach

pacienta trpiciho ischemickym onemocnénim.

Protein Akt podle naroku 18, kde protein Akt je vybran ze
skupiny obsahujici Aktl, Akt2 a Akt3.

Protein Akt podle naroku 19, kde protein Akt je Akt3.

Protein Akt podle néroku 18, kde VEGF je vybran ze skupiny

ObsahujiCi VEGFi31, VEGFi¢s, VEGF1g9, VEGF206 VEGF-2, VEGF-B a
VEGF-D.

. Nukleovd kyselina kédujici protein Akt operativné spojena

s kontrolni expresni sekvenci pro pouZiti k indukci exprese

VEGF v butikédch pacienta trpiciho ischemickym onemocnénim.

Nukleova kyselina podle naroku 22, kde nukleova kyselina je

soud&sti plazmidového nebo virového vektoru.

Nukleovd kyselina podle narcku 23, kde nukleova kyselina je

soudasti plazmidu.

. Nukleovid kyselina podle n&roku 23, kde virovy vektor je

vybran ze skupiny obsahujici retroviry, adenoviry,

adeno-asociované viry, herpetické viry a virus vakcinie.

Nukleovd kyselina podle naroku 22, kde protein Akt je

v butice konstitutivné exprimovan.
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Kombinace proteinu Akt a iont@ p¥echodného kovu, kombinace
proteinu Akt a vazodilataéniho <&inidla nebo kombinace
proteinu Akt, iontl prechodného kovu a wvazodilatadniho
&inidla pro pouZiti k indukci exprese VEGF v burkach

pacienta trpiciho ischemickym onemocnénim.

Kombinace podle naroku 27, kde ischemické onemocnéni je
cerebrovaskularni ischémie, rendlni ischémie, pulmonarni
ischémie, ischémie kondetin, ischémie myokardu nebo

ischemickd, idiopatickd nebo hypertrofické kardiomyopatie.

Kombinace prvni nukleové kyseliny koédujici protein Akt
operativn& spojené s expresni kontrolni sekvenci a druhé
nukleové kyseliny kédujici angiogenni faktor operativné
spojené s expresni kontrolni sekvenci pro pouZiti k indukci
exprese VEGF v bufikdch pacienta trpiciho ischemickym

onemocnénim.

Kombinace podle naroku 29, kde angiogenni faktor je vybran
ze  skupiny obsahujici  VEGF, kysely rastovy  faktor
fibroblast, bazicky rtstovy faktor fibroblastli, rlstovy

faktor endotelovych bunék a angiopoetin.

Kombinace podle naroku 30, kde VEGF je vybréan ze skupiny
obsahujici VEGFi,1, VEGFis5, VEGFige, VEGF2¢, VEGF-2, VEGF-B a
VEGF-D.

Kombinace podle néroku 30, kde angiogenni faktor je rastovy

faktor endotelovych bunék.
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Kombinace alespoii dvou ruznych forem proteinu Akt pro
pouziti k indukci exprese VEGF v buiice pacienta trpiciho

ischemickym onemocnénim.

Farmaceuticky p¥ipravek vy znadujici se tim,
Ye obsahuje nukleovou kyselinu kédujici protein Akt,
pfechodny kov a/nebo vazodilata®ni ¢&inidlo a farmaceuticky

prijatelné vehikulum.

Farmaceuticky ptipravek podle naroku 34
vyznad&dujici se tim Zze nukleova kyselina

je soudasti plazmidového nebo virového vektoru.

podle naroku 35
vyznadujici se tim Ze nukleovad kyselina je

soufasti plazmidu.

Farmaceuticky pripravek podle naroku 35
vyznadcuijici s e t i m, Ze virovy vektor Jje
vybran ze skupiny obsahujici retroviry, adenoviry,

adeno-asociované viry, herpetické viry a virus vakcinie.

Akt antisense nukleovd kyselina pro pouZiti k inhibici
aktivity Akt u pacienta trpiciho nadorovym onemocnénim

vedouci k inhibici tvorby VEGF a inhibici angiogene:ze.

Intraceluldrni vazebny protein, ktery se specificky véZe na
protein Akt v bufikdch pacienta v mnoZstvi dostatecném
k inaktivaci Akt, pro pouZiti k inhibici aktivity Akt
u pacienta trpiciho nadorovym onemocnénim vedouci

k inhibici tvorby VEGF a inhibici angiogeneze.
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Intracelularni vazebny protein podle naroku 39, kde
intracelulérni vazebny protein je jednoteté&zcova

Fv protilatka (scFv).

Nukleova kyselina kédujici dominantni negativni formu Akt
pro pouZiti k inhibici aktivity Akt u pacienta trpiciho
nadorovym onemocnénim vedouci k inhibici tvorby VEGF a

inhibici angiogeneze.
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Relativni aktvita kinazy
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Akt indukuje expresi VEGF v burikach HelLa
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Obr. 3A

Akt indukuje tvorbu VEGF v huméannich buiikach

kosterniho svalstva

Relativni hladina VEGF
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Obr. 3B

Akt indukuje tvorbu VEGF v humannich burikach

hladkého svalstva koronarnich artérii

Relativni hladina VEGF
1

“ljll

k. 6
6’0/'9 O‘b l}]"‘b Y
'34. 9{»




7/8

Obr. 4

Akt indukuje expresi VEGF v kardiomyocytech

hovorozenych laboratornich potkand
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Akt indukuje expresi VEGF v bufikich HCASMC

Obr. 3C
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