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Nézev vyndlezu:

Antiangiogenni peptidy, zpisob jejich pFipravy,
polynukleotidy je kédujici

Anotace:

Reseni popisuje slougeninu vzorce A-B-C-X-Y,

nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sil nebo ester, kde symbol
A neni pfitomen nebo predstavuje skupinu chrénici dusik;
symbo!l Y nen pfitomen nebo predstavuje skupinu chranici
karboxylovou kyselinu; symboly B-C-X jsou vybrany ze
skupiny sestavajici ze sekvenci definovanych nasledujicimi
polohami aminokyselin z SEQ 1D NO:1

(a) sekvence z pozice aminokyseliny 355 do pozice 543; (b)
sekvence z pozice aminokyseliny 355 do pozice 546; (c)
sekvence z pozice aminokyseliny 443 do pozice 543; (d)
sekvence z pozice aminokyseliny 449 do pozice 343; (e)
sekvence z pozice aminokyseliny 454 do pozice 543: (f)
sekvence z pozice aminokyseliny 443 do pozice 546; (g)
sekvence z pozice aminokyseliny 449 do pozice 546; (h)
sekvence z pozice aminokyseliny 454 do pozice 546; (i)
sekvence z pozice aminokyseliny 525 do pozice 535; (7)
sekvence z pozice aminokyseliny 529 do pozice 535; (k)
sekvence z pozice aminokyseliny 530 do pozice 535; (1)
sekvence z pozice aminokyseliny 529 do pozice 534;.(m)
sekvence z pozice aminokyseliny 531 do pozice 534; (n)

sekvence z pozice aminokyseliny 450 do pozice 543.

Také se popisuje kompozice obsahujici uvedenou slouteninu a
farmaceuticky ptijatelny excipient, Zpgsob pFipravy uvedené
slouceniny zahrnuje kroky: (a) vystaveni savéiho
plazminogenu Géinkim elastdzy v poméry piblizng 1:100 a3
piblizné 1:300 za vzniku smési uvedeného plazminogenu a
uvedené elastdzy; (b) inkubace uvedené smési; a (c) izolace
uvedené sloudeniny z uvedené smési,
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Antiangiogenni peptidy, zpiisob jejich pFipravy, polynukieotidy je kodujici

Oblast techniky

Vynalez spadd do oblasti chemie peptidii. Vyndlez zvIaste popisuje pfipravu a pouzZiti peptidi,
které obsahuji aminokyselinové sekvence v podstaté podobné sekvencim odpovidajicim oblasti
smycky 5 savéiho plazminogenu, dale se popisuji farmaceutické kompozice, které obsahuji pepti-
dy, protilatky specifické pro receptor angiostatinu, zpisoby detekee a méfeni angiostatinu, cyto-
toxicka ¢inidla spojend s proteiny angiostatinu a 1é&ba onemocnéni, které zplisobuje nebo zesiluje
angiogeneze.

Dosavadni stav techniky

Angiogeneze je proces tvofeni novych krevnich cév. Tento proces je nezbytny pro normalni t&lni
aktivity, jako je reprodukce, vyvoj a hojeni ran. Agkoli tento proces neni zcela objasnén, véfi se,
z¢ zahrnuje vzdjemné plsobeni molekul, které reguluji rist endotelidlnich bun&k (primarni bufiky
krevnich kapilar). Za normélnich podminek tyto molekuly udrzuji po dlouhou dobu mikrovasku-
larizaci ve stadiu klidu (to znamen4 netvoii se dal¥i kapilary), coz miZe trvat tydny nebo ve stej-
nych pfipadech dekidy. KdyZ je to nezbytné (napt. béhem hojeni ran), se tyto buiiky za¢nou
rychle mnoZit, pidemz tato zména prob&hne béhem § dni (Folkman, J. a Shing, Y., The Journal
of Biological Chemistry, 267 (16), 1093 1-10934, a Folkman, J. and Klagsbrun, M., Science, 235,
442-447 (1987). :

Ackoli angiogeneze je za normélnich podminek vysoce regulovany proces, fada onemocnéni
(které jsou charakterizovany jako angiogenni onemocnéni) se fidi trvalou neregulovanou angio-
genezi. Jinak feceno neregulovand angiogeneze mize bud zpisobit urdité onemocnéni pfimo
nebo zhorSit existujici patologické podminky. Napiiklad ofni neovaskularizace se uvadi jako
Jeden z nejbézn&jsich divodi slepoty a dominuje pfiblizné pfi 20 onemocnénich o&i. PFi urgitych
onemocnénich, jako je artritida, se v kloubech tvoii nové krevni kapilary, jez poskozuji chrupay--
ku. Pfi cukrovce se nové kapildry tvofi v sitnici, proristajf do sklivee, krviceji a zpisobuji slepo-
tu. Rist a metastazy pevnych nadori také zavisi na angiogenezi (Folkman, J., Cancer research,
46, 467-473 (1986), Folkman, 1., Journal of the National Cancer Institute, 82, 4-6 (1989).
Ukazalo se napiiklad, ze nidory, které dosahuji velikosti vét$i ne? 2 mm, musi mit svij vlastni
privod krve a proto indukuji riist novych krevnich kapilar. Jestlize uvedené nové krevni cévy jed-
nou v nadoru vzniknou, je to zpiisob jak nadorové buiiky vstupuji do krevniho systému a meta-
stazuji ve vzdilenych mistech, jako jsou jatra, plice nebo kosti (Weidner, N., et al., The New
England Journal of Medicine, 324 (1): 1-8 (1991)). ' '

Do dnesni doby se popsalo a charakterizovalo nékolik pfirozené se vyskytujicich angiogennich
faktordi (Fidler, J. L. and Ellis, L. M., Cell, 79; 185-189 (1994)). O'Reilly a kol. izoloval a purifi-
koval ze séra a mote mysi, které nesou nador, protein o molekulové hmotnosti 38 kDa, jenz
inhibuje proliferaci endotelialnich bungk (O'Reilly, M., et al., Cell, 79: 315-328 (1994) a mezi-
narodni pfihlaska WO 95/29242, zvefejnénd 2. listopadu 1995). Mikrosekvenéni analyza uvede-
n¢ho endotelidlniho inhibitoru vykazuje 98% sekvenéni homologii s internim fragmentem my3i-
ho plazminogenu. Angiostatin, jak se pojmenoval mysi inhibiéni fragment, je peptid, ktery
zahrnuje prvni Etyfi smyckové oblasti mysiho plazminogenu. Fragment peptidu ze stejné oblasti
lidského plazminogenu (to znamena, e obsahuje smycky | aZ 4) také silng inhibuje proliferac
endotelidlnich bun&k kapiléar in vitro a in vivo, Neporuseny piazminogen, ze kterého se uvedeny
peptidovy fragment ziskal, nevykazuje tak silny inhibiéni G&inek.

V soucasné dobé se vyviji nékolik inhibitort angiogeneze za Géelem pouZiti pfi lécbé angiogen-
nich onemocnéni (Gasparini, G. and Harris, A. L., J. Clin. Oncol., 13 (3): 765-782, (1995)), ale
Jsou zde nevyhody souvisejici s témito slougeninami. Suramin Je napfiklad silny inhibitor angio-
geneze, ale zpusobuje u lidi silnou systémovou toxicitu, kdyz se aplikuje v davkéch;, které jsou
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nutné pii protinddorové aktivit¢. Latky jako jsou retinoidy, interferony a antiestrogeny jsou pro
lidi bezpecné, ale maji slabé angiogenni a&inky. P¥iprava jinych latek je stale obtizna nebo draha.

Proto je nutné ziskat Htky pro 1é&bu angiogennich onemocnéni u saveii, Piesnéji je nutné ziskat
inhibitory angiogeneze, které jsou bezpetné pFi 1édebném pouZiti a které vykazuji selektivni
toxicitu s ohledem na patologické podminky, jako je selektivni inhibice proliferace endotelialnich
bungk, zatimeo nevykazuji zadny stuperi toxicity nebo nizkou toxicitu k normalnim buiikim (to
znamena k nekarcinogennim bufikim). Pfiprava takovych latek by mé&la byt Jjednoduché a lacina.

Podstata vyndlezu

Ve svém zakladnim provedeni vynalez popisuje latku obsahujici smyc¢ku 5 peptidu, ktera je
reprezentovana strukiurnim vzorcem A-B-C-X-Y (I) nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou soli,
esterem nebo prolé€ivem, kde A, B, C, X a Y maji vyznam definovany v ndroku 1.

Vynalez také zahmuje pouZitt slougeniny obsahujici fragment peptidu smycky 5 nebo flzni
protein smycky 5 pro pipravu légebného prostiedku pro oetieni pacienta p¥i potfebé takového
ofetieni.

Vynalez také zahrmuje kompozici pro 1é¢bu pacienta, ktery potfebuje antiangiogenni 1é&bu. Tato
kompozice zahmuje 1atku obsahujici peptidovy fragment smycky 5 nebo fozni protein smygky 5,
receptorové agonisty a antagonisty smycky 5 2 antagonisty smycky 5 spojené s cytotoxickymi
Cinidly, bud’ samotnymi nebo v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym excipientem a/nebo
s voliteln& uvoliiovanymi latkami za vzniku terapeutické kompozice.

Vynalez dale popisuje kompozici pro Ié&bu onemocnéni vybranych ze skupiny zahrnujici rakovi-
nu, artritidu, makuldrni degeneraci a diabetickou retinopatii, pfi¢emz tato kompozice obsahuje
peptidovy fragment smycky 5 nebo fuzni protein smy&ky 5.

Vynalez také zahrnuje kompozici obsahujici izolovanou jednofetdzcovou nebo dvoufetézcovou
polynukleotidovou sekvenci, kterd kéduje peptidovy fragment nebo fazni protein smycky 5.
Takovym polynukleotidem je vyhodné molekula DNA. Vynalez také zahrnuje vektor obsahujici
sekvenci DNA kédujici peptidovy fragment nebo fiizni protein smy&ky 5, kde vektor je schopny
exprimovat peptidovy fragment smycky nebo fizni protein smy&ky 5, je-li pfitomen v bufice,
pficemz buiika obsahuje kompozici, jez zalefuje vektor, ktery obsahuje sekvenci DNA kédujici
peptidovy fragment smy&ky nebo fiizni protein smy&ky 5. Vynalez dale zahrnuje buiiku podle

naroku 14.

. Vynalez také zahrnuje zpisob pfipravy peptidoveho fragmentu smyeky 5 zahrnujici kroky: (a)

vystaveni savéiho plazminogenu lidské nebo prasedi elastize v poméru piiblizné 1: 100 az
ptiblizné 1:300 za vzniku smési uvedeného plazminogenu a uvedené elastazy; (b) inkubace
uvedené smési a (c) izolace peptidového fragmentu smycky 5 z uvedené smési.

Vynalez také zahrnuje zpiisob ptipravy peptidového fragmentu smy&ky 5 obsahujici kroky: (a)
vystaveni sav¢iho plazminogenu lidské nebo prasedi elastize v poméru elastiza - plazminogen
piiblizné 1 : 100 aZ pFiblizn& 1 : 300 za vzniku smési uvedeného plazminogenu a uvedené elasta-
zy; (b) inkubace uvedené smési a (c) izolace proteinového konjugétu peptidového fragmentu
smy&ky 5 z uvedené smési; (d) vystaveni uvedeného protetnového konjugétu peptidového frag-
mentu smyCky 5 pepsinu v poméru piiblizng 1:0,2 za vzniku smési uvedensho pepsinu a
uveden¢ho plazminogenu a (d) izolace uvedeného peptidového fragmentu smytky 5 ze smési.
V jiném pfipad€ peptidovy fragment smycky 5 nebo fizni protein smy&ky 5 se miZe pfipravit
zplsobem, kiery obsahuje kroky: (a) izolace polynukleotidu, ktery koduje uvedeny peptidovy
fragment smycky 5 nebo flzni protein smy&ky 5; (b) klonovéani polynukleotidu do expresivniho
vektoru, (c) transformace vektoru do vhodné hostitelské bufiky; a kultivace hostitelské buiiky za
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podminek vhodnych pro expresi rozpustného peptidového fragmentu smycky 5 nebo fiizniho
proteinu smycky 5.

Piehled obrézkii na vykrese

Obr. ¢. 1 zobrazuje aminokyselinovou sekvenci lidského plazminogenu (SEQ [D NO: 1).

Obr. €. 2 zobrazuje komparativni homologii aminokyselinovych sekvenci lidské (SEQ ID NO:
34), my3i (SEQ ID NO: 35), makak rhesus (SEQ ID NO: 36), hovézi (SEQ ID NO: 37) a prasedi
(SEQ ID NO: 38) smy¢ky 5.

Obr. €. 3 zobrazuje sekvenci DNA (SEQ ID NO: 12) lidského plazminogenu.

Obr. €. 4 zobrazuje graf anti—proliferaéni aktivity jedné davky réznych fragmentti smycky na
bovinni kapildmi endotelidlni butiky (BCE), které se testovaly in vitro v testu proliferace bungk.

Obr, &. 5 zobrazuje mapu expresivniho vektoru pHil-D8, ktera obsahuje vedouci sekvenci pro
sekreci rekombinantniho proteinu,

Obr. €. 6 zobrazuje fotografii SDS-PAGE gel obarveny Coomassieovou modfi supernatantti (do
jedné drahy se naneslo 10 pl) kultury Pichia pastoris exprimujici peptidovy fragment nebo fazni
protein smycky 5— Drahy 1, 6 a 10 obsahuji negativni kontroly, drahy 2, 3 a 4 obsahuji tfi odligné
klony exprimujici K5A; draha 5 obsahuje klon exprimujici KSF,; drahy 7 a 8 obsahuji klony
exprimujici K4-5A; drdha 9 obsahuje klon exprimujici K4-5F. Sipky indikuji pruhy proteini
K5A (pfibliznd molekulova hmotnost je 11 000) a K4-5F (pfiblizna molekulova hmotnost: je
20 000). Markery molekulovych hmotnosti jsou naneseny v drahach, které pfedchazeji draham |
al0.

Obr. ¢. 7 zobrazuje naskenovany SDS-PAGE gel odbarveny Coomasie blue kmend E. coli
exprimujici peptidovy fragment a fizni protein smyCky 5. Neni-li jinak uvedeno kazda draha
obsahuje 10 pl kultury, kter4 je ekvivalentni hodnots 10 absorbance pii vinové délce 600 nm.
Draha 1 obsahuje markery nizkych molekulovych hmotnosti. Draha 2 obsahuje celkovou kulturu
K5A/pET32a; draha 3 obsahuje celkovou kulturu K5A/pET32a (nanesla se 1/10 mnozstvi, které
Je obsazeno v draze 2); draha 4 obsahuje rozpustnou frakei K5A/pET32a; drdha 5 obsahuje
nerozpustnou frakei KSA/pET32a; driha 6 obsahuje celkovou kulturu K4-5A/pET32a; driha 7
obsahuje celkovou kulturu K4-5A/pET32a (nanesla se 1/10 mnoZstvi, které je obsazeno v draze
6); drdha 8 obsahuje rozpustnou frakei K4-5A/pET32a; draha 9 obsahuje nerozpustnou frakci
K4-5A/pET32a; draha 10 obsahuje celou kulturu K4-5A/pGEX-4T-2; driha 11 obsahuje roz-
pustnou frakei K4-5A/pGEX—4T-2; draha 12 obsahuje nerozpustnou frakei K4-5A/pGEX—4T-
2; draha 13 standard smygky S; draha 14 obsahuje markery vysokych molekulovych hmotnosti.

Termin , smycka 5 (K5) znamena oblast savéiho plazminogenu, kterd m4 tfi disulfidové mistky,
které se podileji na specifické t¥idimenzialni konformaci definované oblasti smyCky 5 molekuly
savéiho plazminogenu. Jeden takovy disulfidovy mistek se vaZe na cysteinove zbytky, které se
nachazeji v pozicich aminokyselin 462 a 541, druhy mistek se viZe na cysteinové zbytky
umisténé v pozicich aminokyselin 483 a 524 a téeti se vaze na cysteinové zbytky umisténé v pozi-

cich aminokyselin 512 a 536. Na obr. & 1 (SEQ ID NO: 1) je zobrazena aminokyselinova
sekvence celé molekuly savéiho plazminogenu (molekula lidského plazminogenu).

Termin ,,fragment peptidu smy¢ky 5% znamena peptid mezi aminokyselinami 4 a 104 (v€etnd)
s podstatnou sekvenéni homologii s odpovidajicim peptidovym fragmentem savéiho plazmino-
genu, jehoz a-N-konec se nachdzi pfiblizng v aminokyselinové poloze 443 intaktniho savéiho
plazminogenu a o—C~konec je v poloze 546. Celkova délka peptidového fragmentu smygky 5
miZe byt riznd v zdvislosti na zpisobu, kterym se peptid smycky 5 ziskal nebo se mize ligit
sekvenci v zévislosti na species, ze kterych se ziskal. Jisté formy peptidovych fragmentd smy&ky
> se mohou produkovat proteolytickym §t&penim glu-plazminogenu, lys-plazminogenu nebo
miniplazminogenu za pouZiti enzymi lidské nebo prasei elastazy. KdyZ se pfipravuji uvedenym
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zplisobem, a—~C—konec peptidovych zbytkil se nachazi okolo aminokyseliny 543 SEQ ID NO: 1,
ale o-N-konec aminokyseliny miize za¢inat v pozici aminokyseliny 443, 449 nebo 454. Frag-
ment peptidu smy&ky 5, jestlize je vysledek tépeni glu-plazminogenu, lys—plazminogenu nebo
miniplazminogenu lidskou nebo prasedi elastazou, méze mit celkovou déiku 101, 95 nebo 90
aminokyselin. Souhrn téchto fragmentd peptidu smycky 5 je uveden v tabulce €. 1. Kdyz se
postupuje shora uvedenym zplsobem, ziskd se smés téchto tii fragmentd, kde pfiblizné 60 %
fragmentd ma délku 95 aminokyselin, pFiblizng 35 % fragment ma délku 101 aminokyselin a
priblizné 5 % fragmentd mé délku 90 aminokyselin. Je-li to nutné tyto riizné fragmenty se mohou
dale Cistit na HPLC s reverzni fazi, co je metoda dobfe zndma v oboru, Nehledé na tyto odlis-
nosti v déice, peptidovy fragment KS podle vynalezu zahmuje bud’ sekvenci Lys-Leu-Tyr-Asp
(to znamena z pozice aminokyseliny 531 az do pozice aminokyseliny 534 sekvence SEQ ID NO:
1) nebo Ast~Pro-Asp-Gly-Asp-Val-Gly-Gly-Pro-Trp (to znamena z pozice aminokyseliny
314 az do pozice aminokyseliny 523 sekvence SEQ ID NO: 1) nebo jeho analogy.

Termin fizni protein smyéky 5 znamend polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci
ziskanou ze dvou nebo vice jednotlivych proteint, pti¢emz jeden z nich je peptidovy fragment
K5. Fizni protein se tvoi{ expresi polynukleotidu, JehoZ kédujici sekvence fragmentu peptidu
smy¢ky 5 je spojena s kédujici sekvenci jednoho dalgiho polypeptidu tak, Ze v ramei jsou dva
(nebo vice) Etecich rdmed. Preferuji se ty fuzni proteiny smycky 3, kde fragment peptidu smy¢ky
5 se fizoval s odpovidajici sekvenci lidského plazminogenu, jako je smycka 4 (K4), smy¢ky 3 az
4 (K3-4), smy¢ky 2 az 4 (K2-4) a smycky 1 az 4 (K1-4). Preferovany fiizni protein K5 je tvofen
smyckami 4 az 5 (K4-5). Jiné piiklady foznich proteini smycky 5 podle vyndlezu zahrnuji
peptidovy fragment K5 nebo K4-5 pfipojeny k biologické znacce (,tag™). Takové fizni proteiny
mohou nebo nemusi byt ¥t&pitelné na jednotlivé proteiny, z kterych se ziskaly.

Termin ,konjugat peptidového fragmentu K5% znamena fragment peptidu smyeky K5, ktery je
chemicky spojen s jingm proteinem za vzniku konjugatu. Priklady konjugti peptidovych frag-
menti smy&ky 5 zahrnuji peptidovy fragment smycky 5 spojeny s albuminem nebo s peptidovym
fragmentemn z jiné oblasti smy¢ky saviho plazminogenu. Molekulové hmotnosti konjugéti
peptidovych fragmentt smycky 5 jsou v rozsahu priblizng od 1000 a 25 000.

Termin ,,podstatnd sekvenéni homologie* znamend priblizng 60% shodnost aminokyselin, prefe-
ruje se alesport pEiblizng 70% shodnost aminokyselin, vice se preferuje ptiblizng 80% shodnost
aminokyselin, nejvice se preferuje priblizng 95% shodnost aminokyselin odpovidajici peptidové
sekvence lidského plazminogenu. Sekvence, kters vykazuji podstatnou sekvenéni homologii
s lidskym plazminogenem, jsou oznatovany jako ,homologni“. Vedle podstatné sekvenéni
homologie vykazuji homology pedie vynélezu podebnou biologickou aktivitu (to znamen4 anti—
angiogenni aktivitu) jako zde popsané fragmenty peptidi K5. Protoze aminokyselinové sekvence
nebo pocet aminokyselin v peptidovém fragmentu smycky 5 se miize li%it v zavislosti na species

" nebo v zdvislosti na metodg, kterd se pouzila pit produkci, je obtizné stanovit presné celkové

mnoZstvi aminokyselin v peptidovém fragmentu smyCky 5. Je-li dano, Ze tyto sekvence jsou
svymi aminokyselinami identické ze 73 %, rozumi se, ze aminokyselinova sekvence peptidového
fragmentu smy&ky 5 je v podstatd mezi species podobna a Ze zpisoby produkce peptidovych
fragmentd smy¢ky 5 poskytuji peptidové fragmenty smy¢ky S s podstatnou sekvendni homologii
k odpovidajicim aminokyselinovym sekvencim lidského plazminogenu. Obr. &. 2 zobrazuje srov-
nani aminokyselinové sekvence peptidového fragmentu lidské smy&ky 5, kterd ma 95 amino-
kyselin (SEQ ID NO: 34) se sekvencemi fragmentl smycky 5 pochézejici z plazminogenu my3i
(SEQ ID NO: 35), makak rhesus (SEQ ID NO: 36), hovéziho dobytka (SEQ ID NO: 37) a prasete
(SEQ ID NO: 38).

Vynilez dale uvadi sekvence aminokyselinovych zbytki, které jsou analogy zde uvedenych
sekvenct tak, Ze tyto sekvence (analogy) demonstruji podobnou biologickou aktivitu peptidovych

~ fragmentl smycky 5 a jejich faznich proteind. Je dobfe znamo, ze k modifikacim a zménim

miZe dojit, aniZ se podstatné zméni biologické funkee takového peptidu. PFi takovych zménach
se mohou provést substituce podobnych aminokyselinovych zbytka na zdkladé relativni podob-
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nosti substituent vedlej§iho fetézce, napt. jejich velikost, naboj, hydrofobicita, hydrofilicita a
podobné. Popsané zmény se mohou provést zvysenim potence peptidu nebo jeho stability vzhle-
dem k plisobeni enzymii nebo farmakokinetiky. UvaZované sekvence podle vynalezu zahrnuji ty
analogové sekvence charakterizované zmé&nou sekvence aminokyselinovych zbytkii nebo typ, kde
zména neméni zikladni podstatu a biologickou aktivitu dfive zminénych peptidovych fragmentt
K5 a/nebo faznich proteini.

Peptidovy fragment K5 nebo fuzni protein K5 podle vynalezu se miize charakterizovat na zakla-
dé potence, kdy se testovala jeho schopnost inhibovat rijst bovinnich kapilarnich bunék (BCE) in
vitro. Data v tabuice ¢. | a na obr. ¢. 4 ukazuji, e peptidovy fragment K5 ma sekvenci od pozice
aminokyseliny 443 do pozice aminokyseliny 543 SEQID NO: 1, coz ukazuje na pfiblizng
300ndsobné zvyseni aktivity (to znamena aktivity pfi inhibici proliferace bungk BCE) ve srovna-
ni s peptidovym fragmentem, ktery mé sekvenci od pozice aminokyseliny 443 do pozice amino-
kyseliny 546 sekvence SEQ ID NO: 1 a pfiblizné 800nasobné zvyieni aktivity ve srovnani
s peptidovymi fragmenty 1 a% 4. ‘

Termin ,.izolovany“ znamena, Ze se material odstranil ze svého puvodniho prostiedi (napf. jestli-
ze jde o pfirozené se vyskytujici material odstrafiovany z pfirozeného prostredi). Nap¥iklad pfiro-
zen€ se vyskytujici polynukleotid nebo polypeptid pfitomny v Zivych organizmech neni izolovéan,
ale je izolovan stejny polynukleotid nebo DNA nebo polypeptid, ktery se separoval z nékterého
nebo ze viech koexistujicich materiali v ptirozeném systému. Takovy polynukleotid miize byt
soucasti vektoru a/nebo takovy polynukleotid nebo polypeptid miize byt soudasti kompozice a
stile se miiZe izolovat, i kdyZ vektor nebo kompozice neni &asti jeho pfirozeného prostiedi.

Termin .primer* znamena specifickou oligonukleotidovou sekvenci komplementarni s cilovou
nukleotidovou sekvenci, ktera primer pouziva pi hybridizaci s cilovou nukleotidovou sekvenci a
slouzi jako pocatetni bod polymerizace nukleotidi, kterd je katalyzovéna bud’ DNA polymers-
zou, RNA polymetazou nebo reverzni transkriptazou.

Termin ,,sonda“ zmamena definovanou &ast nukleové kyseliny (nebo &ast analogu nukleové
kyseliny, tj. PNA), kterd se miiZe pouzit k identifikaci specifické DNA piitomné ve vzorcich,
které nesou komplementarni sekvenci.

Termin ,rekombinantni polypeptid“ znamena alespoit ‘polypeptid, ktery svym piivodem nebo
manipulaci neni spojen s celym nebo s &asti polypeptidu, se kterym je v piirodé spojovan a/nebo
Je spojen s jinym polypeptidem, nez je ten, se kterym je spojovan v pFirodé. Neni nezbytné, aby
rekombinantni nebo odvozeny polypeptid byl translatovan z urdené sekvence nukleové kyseliny.
Toho lze také dosahnout libovolnym zpéisobem, ktery zahrnuje chemickou syntézu nebo expresi
rekombinantniho expresivniho systému.

Termin ,synteticky peptid se zde uZiva ve smyslu polymerni formy aminokyselin v libovolné
delce, kterd miize byt syntetizovana chemicky zplsoby, které jsou dobfe znamy v oboru. Tyto
syntetické peptidy se mohou pouzit pfi riznych aplikacich,

,,éiétén)’f polynukleotid® znamen4 polynukleotid nebo Jeho fragment, ktery je v podstaté volny, to
znamend, Ze obsahuje méné nez 50 %, s vyhodou méné nez asi 70 % a upfednostfiuje se méné
nez asi 90 % proteinu, se kterym je polynukleotid pfirozené spojovan. Zpisoby &iténi pozadova-
nych polynukleotid jsou dobfe zndmy v oboru a zahrnuji naptiklad distribuci bunék obsahu-
Jicich polynukleotid s chaotropnim &inidlem a separaci polynukleotidu(() a proteind ionexovou
chromatografii, afinitni chromatografii a sedimentaci podle hustoty. Termin ,&istény polypeptid
pak znamena polypeptid nebo jeho fragment, ktery je v podstaté volny, coz znamena, Ze obsahuje
meéné neZ asi 50 %, s vyhodou mén& nez asi 70 % a upfednostituje se méné nez asi 90 %
bunéénych slozek, se kterymi je pozadovany polynukleotid piirozené spojovan, Zpisoby &igténi
Jsou v oboru dobfe znamy.
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Termin ,,polypeptid“ znamena molekulovy fetézec aminokyselin, pfi¢emz nefika nic o specifické
délce produktu. TudiZ do definice peptidu spadaji peptidy, oligopeptidy a proteiny. Tento termin
se také vztahuje na post—expresivni modifikace polypeptidu, napfiklad glykosylace, acetylace,
fosforylace a podobné.

Termin ,rekombinantni hostitelské butiky®, hostitelské buriky*, »buiiky”, . bunééné linie*,
»bunétné kultury“ a jiné takové terminy oznadujici mikroorganizmy nebo bunééné linie vyssich
cukaryontd kultivované jako unicelularni entyty, které znamenaji buriky, jeZ mohou byt nebo
mohou mit nebo se mohou pouzivat jako recipienty rekombinantniho vektoru nebo jiné
transferované DNA a zahrnuji péivodni progen piivodni bufiky, ktera se transferovala.

Termin ,replikon” znamena libovolny geneticky element, jako je plazmid, chromozom nebo
virus, ktery se v buiice chové jako autonomni jednotka replikace polynukleotidi.

Termin ,,vektor” je replikon, ve kterém se pfipoji jiny polynukleotidovy segment tak, aby doslo
k replikaci a/nebo expresi pfipojeného segmentu.

Termin ,fidici sekvence® pak zahrnuje polynukleatidové sekvence, které jsou nezbytné k ovliv-
néni exprese kédujicich sekvenci, do kterych jsou ligovany. Podstata takovych fidicich sekvenci
se li8i v zdvislosti na hostitelském organizmu, U prokaryonti takové fidici sekvence obecng zahr-
nuji promotor, ribozomalni vazebné misto a termindtory; u eukaryont( takové kontrolni sekvence
obecné zahrnuji promotory, termindtory a v nékterych pfipadech zesilovate. Termin | fidici
sckvence” tedy zahrnuje minimalng viechny komponenty, jejichZ pfitomnost je nezbytna pfi
expresi a mize také zahrnovat dali komponenty, jejichz ptitomnost je vyhodna napiiklad
vedouci sekvence.

Termin ,,operabilné spojena* popisuje situaci, kde popsané komponenty jsou ve vztahu, ktery jim
umoZiiuje fungovat zamyslenym zpisobem. Tak napfiklad kontrolni sekvence ,,operabilné spoje-
na“ s kodujici sekvenct se ligovala tak, Ze exprese kodujici sekvence je dosazena za podminek
kompatibilnich s tidicimi sekvencemi.

Termin ,otevieny &teci ramec™ nebo ,,ORF“ znamen4 oblast polynukleotidové sekvence, kterd
kéduje polypeptid; tato oblast mize reprezentovat ¢ast kodujici sekvence nebo celou kédujici
sekvenci. '

Termin ,kodujici sekvence® je polynukleotidova sckvence, kterd se, je-li fizena vhodnou
regulaéni sekvenci, pfepisuje na mRNA a preklada se do polypeptidu. Hranice kédujici sekvence
Jsou uréeny kodonem poéatku translace na 5'—konci a translaénim stop kodonem na 3'—konei.

* Kédujici sekvence miize zahmovat mRNA, cDNA a rekombinantni polynukleotidové sekvence.

Termin ,transformace* znamen4 zalenéni exogenniho polynukleotidu do hostitelské buriky bez
ohledu na zpiisob zaglenéni inzertu. Transformace miide byt provedena pfimym pohlcenim,
transdukci nebo f-spojenim. Exogenni polynukleotid se mize udrzet Jako neintegrovany vektor,
naptiklad plazmid, nebo v jiném pripadé se mize integrovat do hostitelského genomu.

Termin ,,8i8tény produkt™ znamend piipravu produktu, ktery se separoval od bunéénych konsti-
tuentd, s¢ kterymi je produkt normalng spojen a od jinych typa bungk, jez se mohou vyskytovat
ve vzorku.

Vsechny peptidové sekvence jsou popsény podle obecné pfijaté dmluvy, pFidemz na levé strané
je aminokyselinovy zbytek a—~N-konce a na pravé strané je aminokyselinovy zbytek a—C~konce.
Termin ,,a-N-konec“ znamen4 volnou alfa-aminoskupinu aminokyseliny v peptidu a termin
~0~C—konec* znamen4 konec volné alfa-karboxylové kyseliny aminokyseliny peptidu.
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Termin ,,N—chranici skupina“ znamena ty skupiny, které chrani a—N—terminalni aminokyselinu
nebo peptid nebo jiny zpisob ochrany aminoskupiny aminokyseliny peptidu pfed neZidoucimi
reakcemi b&¢hem syntetickych postupi. B&zng pouzivané N—chrdnici skupiny jsou uvedeny
v publikaci Greene, ,,Protective Groups In Organic Synthesis™ (John Wiley and Sons, New York
(1981).

Chranici skupiny se mohou navic pouzit jako prolégiva, ktera se snadno St€pi in vivo naptiklad
enzymatickou hydrolyzou, pfi¢emz se uvoliiuje biologicky aktivni matefska sloutenina. N—chré-
nici skupiny obsahuji niZi alkanoylové skupiny, jako je formyl, acetyl (,,Ac*), propionyl, piva-
loyl, t-butylacetyl a podobné; jiné acylové skupiny zahrnuji 2—chioracetyl, 2-bromacetyl, tri-
fluoracetyl, trichloracetyl, ftalyl, o-nitrofenoxyacetyl, a~chlorbutyryl, benzoyl, 4-chlorbenzoyl,
4-brombenzoyl, 4-nitrobenzoyl a podobné; sulfonylové skupiny, jako je benzensulfonyl, p-
toluensulfonyl a podobng; skupiny tvorici karbamat, jako Je benzyloxykarbonyl, p—chlorbenzyl-
oxykarbonyl, p-methoxybenzylkarbonyl, p-nitrobenzyloxykarbonyl, 2-nitrobenzyloxykarbonyl,
p-brombenzyloxykarbonyl, 3,4—dimethoxybenzyloxykarbonyl, 3,5—dimethoxybenzyloxykarbo-
nyl, 2,4-dimethoxybenzyloxykarbonyl, 4—dimethoxybenzyloxykarbonyl, 2-nitro—4,5~dimetho-
xybenzyloxykarbonyl, 3.4,5-trimethoxybenzyloxykarbonyl, 1-(p-bifenylyl}-1-methylethoxy-
karbonyl, o,0—dimethyl-3,5-dimethoxybenzyloxykarbonyl, benzhydryloxykarbonyl, t-butyloxy-
karbonyl, diizopropylmethoxykarbonyl, izopropyloxykarbony|, ethoxykarboriyl, methoxykarbo-
nyl, allyloxykarbonyl, 2,2,2richlorethoxykarbonyl, fenoxykarbonyl, 4—nitrofenoxykarbonyl,
fluorenyl-9~methoxykarbony!, cyklopentyloxykarbonyl, adamantyloxykarbonyl, cyklohexyloxy-
karbonyl, fenylthiokarbonyl a podobns; arylalkylové skupiny jako je benzyl, trifenylmethyl,
benzyloxymethyl, 9—fluorenylmethyloxykarbonyl (Fmoc) a podobné a silylové skupiny, jako. je
trimethylsilyl a podobng. Preferovanymi N—chranicimi skupinami jsou formyl, acetyl, benzoyl,
pivaloyl, t-butylacetyl, fenylsulfonyl, benzyl, t-butyloxykarbonyl (Boc) a benzoyloxykarbonyl
(Cbz). Lysin mize byt nap¥iklad chranén na a—N-konci skupinou, ktera je labilni v kyselém
prostfedi (mapf. Boc) a na e-N—konci skupinou, kterd je labilni v zdsaditém prostiedi (napf.
Fmoc), pak se mohou tyto chranici skupiny odstranit selektivné bshem syntézy.

Termin , karboxy—chranici skupina“ znamend esterovou nebo amidovou skupinu chranici karbo-

xylovou kyselinu. Tyto uvedené skupiny blokuji nebo chrani funkénost karboxylové kyseliny,
zatimco se do reakce zapojuji jinad funkéni mista sloueniny. Karboxy—chranici skupiny jsou
uvedeny v publikaci Greene, ,Protective Groups In Organic Synthesis“ s. 152-186 (1981).
Skupiny chranici karboxylovou skupinu se mohou navic pouzit jako prolédiva, ktera se snadno
Stépi in vivo napfiklad enzymatickou hydrolyzou za uvolnéni biologicky aktivni matei'ské slouge-
niny. Takové karboxy—chrénici skupiny jsou dobre znamy v oboru, pouZivaji se ve velkém
rozsahu pii ochrang karboxylovych skupin u penicilinu a cefalosporinu, jak se popisuje v publi-
kacich US 3 840 556 a US 3 719 667. Reprezentativni karboxy-chranici skupiny jsou C,—Cy nizsi
alkyl (napf. methyl, ethyl nebo t-butyl); arylalkyl, jako je fenethyl nebo benzyl a jejich substi-
tuované derivaty, jako je alkoxybenzylové nebo nitrobenzylové skupiny; arylalkenyl, jako je
fenylethenyl; aryl a substituované derivaty, jako je S-indanyl; dialkylaminoalkyl, jako je di-
methylaminoethyl a podobng; alkanoyloxyalkylové skupiny, jako je acetoxymethyl, butyryl-
oxymethyl; valeryloxymethyl, izobutyryloxymethyl, izovaleryloxymethyl, 1—(ptopionyloxy)~1-
cthyl, t{pivaloyloxyl)}-l-ethyl, |-methyl-1—-{(propionyloxy)-1—ethyl, pivaloyloxymethyl, pro-
pionyloxymethyl; cykloalkanoyloxyalkylové skupiny, jako je cyklopropylkarbonyloxymethyl,

- cyklobutylkarbonyloxymethyl, cyklopentylkarbonyloxymethy|, cyklohexylkarbonyloxymethyl;

aroyloxyalkyl, jako je benzoyloxymethyl, benzoyloxyethyl; arylalkylkarbonyloxyalkyl jako je
benzylkarbonyloxymethyl, 2-benzylkarbonyloxyethyl; alkoxykarbonylalkyl nebo cykloalkyloxy-
karbonytalkyl, jako je methoxykarbonylmethyl, cyklohexyloxykarbonylmethyl, 1-methoxykar-
bonyl-1—ethyl; alkoxykarbonyl oxyalkyl nebo cykloalkyloxykarbonyloxyalkyl, jako je methoxy-
karbonyloxymethyl, t-butyloxykarbonyloxymethyl, 1-ethoxykarbonyloxy-1-ethyl, 1-cyklo-
hexyloxykarbonyloxy—1—ethyl; aryloxykarbonyloxyalkyl, jako je 2—(fenoxykarbonyloxy)ethyl,
2—(5~indanyloxykarbonyloxy)ethyl; alkoxyalkylkarbonyloxyalkyl, jako je 2—(1-methoxy-2—
methylpropan—2-oyloxy)ethyl; arylalkyloxykarbonyloxyalkyl, jako je 2—(benzyloxykarbonyl-
oxyethyl; arylalkenyloxykarbonyloxyalkyl, jako je 2+(3—fenylpropen—2—yloxykarbonyloxy)-
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ethyl; alkoxykarbonylaminoalkyl, jako je t-butyloxykarbonylaminomethyl a podobng; alkyl-
aminokarbonylaminoalkyl, jako je methylaminokarbonylaminomethyl; alkanoylaminoalkyl, jako
Je acetyl aminomethyl; heterocyklicky karbonyloxyalkyl, jako je 4-methylpiperazinylkarbonyl-
oxymethyl; dialkylaminokarbonylalkyl, jako je dimethylaminokarbonylmethyl, diethylamino-
karbonylmethyl; (5—(nizsi alkyl}-2~oxo0—1,3—dioxolen—4-ylyalkyl, jako je 5-t-butyl-2—oxo~1,3~
dioxolen~4-yl)methyl; a (5—fenyl-2—oxo—1 J3-dioxolen—4—yl)alkyl, jako je (5—fenyl~2—ox0—1,3—

_ dioxolen—4—yl)methyl.

Reprezentativni amidové.skupiny chranici karboxylovou skupinu jsou aminokarbonylové a nizsi
alkylaminokarbonylové skupiny.

Preferované slougeniny s chranénou karboxylovou skupinou podle vynilezu jsou slougeniny, kde
chranéna karboxylova skupina je nizsi alkyl, cykloalkyl nebo arylalkylester, napt. methylester,
ethylester, propylester, izopropylester, butylester, sekunddrni butylester, izobutylester, amylester,
izoamylester, oktylester, cyklohexylester, fenylethylester a podobng nebo alkanoyloxyalkyl,
cykloalkanoyloxyalkyl, aroyloxyalkyl nebo arylalkylkarbonyloxyalkylester, Preferované amido-
vé skupiny chranici karboxylovou skupinu jsou niz3i alkylaminokarbonylové skupiny. Napiiklad
o—C—konec kyseliny aspartové se miize chranit skupinou, ktera je labilni v kyselém prostfedi
(t-butylova skupina), a B-C—konec je chrénén skupinou, kterd je selektivnd odstranitelna
hydrogenaci (napF. benzylov4 skupina) béhem syntézy.

Termin ,,niZsi alkylaminokarbonyl* znamena skupinu —C(O)NHR", kterd chrani a~C—konec
syntetického peptidového fragmentu smyéky 5, kde R je Gy a2 Cy alkyl.

Termin ,,aminokarbonyl“ znamena skupinu —C(O)NH,, kterd chrani a~C-konec syntetického
peptidového fragmentu smyeky 5.

Termin ,,proléivo® znamena sloueninu, ktera se rychle transformuje in vivo za vaniku matetské
slou€eniny, nap¥. enzymatickou hydrolyzou v krvi (T. Higuchi and V. Stella, Prodrugs as Novel
Delivery Systems, Vol. 14 A.C.S. Symposium Series a Edward B. Roche, ed., Bioreversible
Carriers in Drug Design, American Pharmaceutical Association and Pergamon Press, 1987),

Termin ,farmaceuticky pfijatelné prolé&ivo® znamena (1) ta proléciva slougenin podle vynalezu,
ktera z hlediska mediciny mohou pfijit do kontaktu s lidskou tkani a s tkéni nizsich zvikat, aniz
maji, toxicky, drazdivy, alergicky G&inek a podobns, vykazujici vhodny pomér vyhoda ku riziku
a jejich pouiti je Ginné a (2) tam, kde je to mozné, zwiteriontové formy matefské slouceniny.

Termin ,,aktivovany esterovy derivat znamena kyselé halogenidy, jako jsou chloridy kyselin a
aktivované estery zahrnujici anhydridy odvozené od kyseliny mraven&i a octové, anhydridy
odvozené od alkoxykarbonilhalogenidd, jako Je izobutyloxykarbonylchlorid, estery odvozené od
N-hydroxysukcinimidu, estery odvozené od hydroxyftalimidu, estery odvozené od N-hydroxy-
benzotriazolu, estery odvozené od N-hydroxy-5-norbornen—2,3—dikarboxamidu, estery odvoze-
né od 2,4,5~trichlorfenolu,

Termin ,,antiangiogenni aktivita“ znamena schopnost molekuly inhibovat rist krevnich cév.

Termin ,inhibi¢ni aktivita vi¢i endotelidlnim buitkdm® znamena obecné schopnost molekuly
inhibovat angiogenezi, co? znamena napt. inhibici ristu nebo migrace bovinnich kapilarnich
endotelialnich bungk v kultufe v ptitomnosti fibroblastového faktoru ristu nebo jinych znamych
tistovych faktord.

Termin ,,EDs" je zkratka pro déavku peptidového fragmentu smycky 5 nebo fiizniho proteinu,
kterd je (¢innd pi inhibici ristu krevnich cév nebo pfi inhibici ristu bovinnich kapilarich endo-
telialnich bunék v kultufe v pfitomnosti fibroblastového riistového faktoru nebo Jjinych znamych
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ristovych faktorl nebo inhibice migraci endotelidlnich bunak polovi¢ni davkou nez jaky by byl
riist nebo migrace v nepfitomnosti inhibitoru.

Ve vet3in€ pfipadii se ve vynalezu pouivaji jména pFirozens se vyskytujicich aminokyselin nebo
aminoacylovych zbytkd ve shodé s pravidly IUPAC Commission on the Nomenclature of
Organic Chemistry a the [UPAC-TUB Commission on Biochemical Nomenclature, jak se uvadi
v publikaci Nomenclature of a—Amino Acids (Recommendetions, 1974), Biochemistry, 14 (2),
(1975). Terminy ,Ala“, , Arg¥, ,Asn®, ,,Asp®, ,Cys*, ,GIn“, ,Glu¥, Haly”, ,His®, JIle“, ,Leu®,
wLys®, ,Met“, ,Phe®, ,Pro“, ,Ser", -Thr, , Trp*, »1yr* a . Val* znamend aminokyseliny alanin,
arginin, asparagin, kyselina aspartov, cystein, glutamin, kyselina glutamova, glycin, histidin,
izoleucin, leucin, lysin, metionin, fenylalanin, prolin, serin, threonin, tryptofan, tyrosin a valin, a
Jejich edpovidajici aminoacylové zbytky v peptidech v jejich L-, D- nebo D, L- forméch,
V pfipadé uvedeni nespecifické konfigurace bude odbornikovi jasné, o—uhlik aminokyselin a
aminoacylovych zbytkii v peptidech popsanych v popisné &ésti a v patentovych narocich se
vyskytuje v ptirozené formé nebo v ,,L* konfiguraci. Vyjimku tvoii achiralni molekula glycinu a
libovoiné aminokyseliny, které jsou achiralni nebo oznaéené jako ,,D—.,.

Termin ,,3-I-Tyr* znamena L~, D~ nebo D,L-tyrosylovy zbytek, kde vodikovy radikal, ktery je
v orto poloze viiéi hydroxylu fenolu je nahrazen Jjodidovym radikélem. Jodidovy radikal mize
byt radioaktivni nebo neradioaktivni.

Vynlez také popisuje aminokyselinové zbytky s vedlejiimi fetdzei, které se nevyskytuji ptiroze-
n€, jako je homofenylalanin, fenylglycin, norvalin, norleucin, ornitin, thiazoylalanin (substituova-
ny v poloze 2—, 4-, a 5-).

Rozumi se, Ze vynilez zdiiraziiuje libovolné derivaty peptidovych fragmentd a fiznich proteini
smycky 5, které maji antiangiogenni aktivitu a zahmuji celou tiidu zde popsanych peptidovych
fragment smy&ky 5 a fiznich proteiné a homology nebo analogy téchto fragmentil a proteind,
Navic vynélez nezavisi na zpiisobu produkee peptidového fragmentu nebo fizniho proteinu
smyCky 5, to znamena (1) proteolytickym $tépenim izolovaného saviiho plazminogenu, (2)
expresi rekombinantni molekuly, kterd ma polynukleotid kédujici aminokyselinovou sekvenci
peptidového fragmentu nebo fizniho proteinu smysky 5 a (3) syntézou na pevné fazi. Tyto
zpisoby produkee jsou dobfe znamy v oboru.

V jednom provedeni vynalezu se popisuji peptidy, které maji obecnou struktury B-C—X, kde B je
88—merovy peptid zadinajici aminokyselinou Val*® a konéici aminokyselinou Arg™ sekvence
SEQ ID NO: 1; C je 4-merovy peptid, kde R' a R* odpovida pfedchozi definici, R” je leucylova
skupina a R’ je tyrosylova skupina; a X je 9~merovy peptid za&inajici aminokyselinou Tyr™> a
kongici aminokyselinou Ala>* sekvence SEQ ID NO:1.

V jiném provedeni vynalezu se popisuji peptidy sobecnou strukturou BC-X, kde B je
82-merovy peptid zadinajici aminokyselinou Val™ a kongici aminokyselinou Arg™ sekvence
SEQ ID NO: 1, C je 4-merovy peptid, kde R' a R* maji shora definovany vyznam, R’ je
leucylova skupina a R’ je tyrosylova skupina; a X je 9-merovy peptid zadinajici aminokyselinou
Tyr™ a kongici aminokyselinovou Ala™ sekvence SEQ ID NO: 1.

V jiném provedeni vynalezu se popisuji peptidy sobecnou strukturou B-C-X, kde B je
77-merovy peptid, ktery zadina aminokyselinou Val** a kon&i aminokyselinou Arg™ sekvence
SEQ IDNO: 13 C je 4-merovy peptid, kde R' a R* maji shora definovany vyznam, R? je
leucylova skupina a R’ je tyrosylova skupina; a X je 9-merovy peptid za&inajici aminokyselinou
Tyr’ a kongici aminokyselinou Ala™ sekvence SEQ ID NO: 1.

V daldim provedeni vyndlezu se popisuji peptidy sobecnou strukturou B-C-X, kde B je
88-merovy peptid zaginajici aminokyselinou Val**® a konéici aminokyselinou Arg™ sekvence
SEQ ID NO: 1; C je 4-merovy peptid, kde R' a R* maji shora definovany vyznam, R? je
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leucylova skupina a R3je tyrosylova skupina; a X je 12~-merovy peptid zalinajici aminokyselinou
Tyr*™ a kongici aminokyselinou Phe**® sekvence SEQIDNOQO: 1.

Vjiném provedeni vyndlezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou B-C-X, kde B je
82-merovy peptid zatinajici aminokyselinou Val*’ a konic{ aminokyselinou Arg™ sekvence
SEQID NO: I; C je 4-merovy peptid, kde R' a R* maji shora definovany vyznam, R’ je
leucylové skupina a R® je tyrosylova skupina; a X je 12-merovy peptid zaCinajici aminokyselinou
Tyr™> a kongici aminokyselinou Phe** sekvence SEQID NO: 1.

Vjiném provedeni vynalezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou B-C-X, kde B je
77-merovy peptid zadinajici aminokyselinou Val™ a kongici aminokyselinou Arg™ sekvence
SEQ IDNO: 1; C je 4-merovy peptid, kde R' a R maji shora definovany vyznam, R? je
leucylova skupina a R® je tyrosylova skupina; a X je 12-merni peptid zalinajici aminokyselinou
Tyr™ a kongici aminokyselinou Phe™* sekvence SEQID NO: 1.

Vjiném provedeni vynilezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou B-C-X, kde B je
176-merovy peptid zaginajici aminokyselinou Val’*® a kongici aminokyselinou Arg™® sekvence
SEQID NO: I; C je 4-merovy peptid, kde R' a R* maji shora definovany vyznam, R? je
leucylova skupina a R? je tyrosylové skupina; a X je 12-merovy peptid zacinajici aminokyselinou
Tyr**® a kongici aminokyselinou Ala™ sekvence SEQ ID NO: 1.

Vjiném provedeni vynilezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou B~C-X, kde B je
176—-merovy peptid zaginajici aminokyselinou Val’> a kongici aminokyselinou Arg™® sekvence
SEQID NO: 1; C je 4-merovy peptid, kde R' a R' maji shora definovany vyznam, R? je
leucylova skupina a R’ je tyrosylova skupina; a X je 12~merovy peptid zatinajici aminokyselinou
Tyr” a kongici aminokyselinou Phe* sekvence SEQ IDNO: 1.

V jiném provedeni vynalezu se popisuji ?eptidy s obecnou strukturou A-C-~Y, kde A je acetylova
skupina; C 3je 4~merovy peptid, kde R' a R* maji shora definovany vyznam, R je leucylova
skupina a R’ je tyrosylova skupina; a Y je aminokarbonylov4 skupina.

V jiném provedeni vynlezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou A-C-X-Y, kde A je
acetylova skupina; C je 4-merovy peptid, kde R' a R* maji shora definovany vyznam, R je
leucylova skupina a R’ je tyrosylova skupina; X je tyrosylova skupina; a Y je aminokarbonylova
skupina.

Vjiném provedeni vynilezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou A-B-C-Y, kde A je
acetylovd skupina; B g’e dipeptid zainajici aminokyselinou v pozici Pro*® a kondici amino-
kyselinou v pozici Arg’™; C je 4-merovy peptid, kde R' a R? maji shora definovany vyznam, R?

Je leucylova skupina a R? je tyrosylova skupina; a Y je aminokarbonylova skupina.

V jiném_provedeni vynalezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou A-B-C-Y, kde A je
acetylova skupina; B je dipeptid zaSinajici aminokyselinou v pozici Pro*” a kongici aminokyse-
linou v pozici Arg™ sekvence SEQ ID NO: I; C je 4-merovy peptid, kde R' a R? maji shora
definovany vyznam, R? je leucylova skupina a R’ je tyrosylova skupina; a Y je aminokarbo-
nylova skupina,

V jiném provedeni vynélezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou A-B-C-X-Y, kde A je
acetylova skupina; B je hexypeptid zaginajici aminokyselinou v pozici Tyr™ a kondici
aminokyselinou v pozici Arg™ SEQ ID NO: 1; C je 4-merovy peptid, kde R' a R* maji shora
definovany vyznam, R® je leucylova skupina a R’ je tyrosylova skupina; X a Y je amino-
karbonylova skupina.

V jiném provedeni vynilezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou A-B-C-X-Y, kde A je
acetylova skupina; B je arginylova skupina; C je 4-merovy peptid, kde R' a R® maji shora
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definovany vyznam, R? je leucylova skupina a R? je tyrosylova skupina; X je tyrosylova skupina
a’Y je aminokarbonylové skupina.

V jiném provedeni vynalezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou A~B—C—X-Y, kde A je
acetylové skupina; B je dipeptid zaginajici aminokyselinou v pozici Pro™ a konéici aminokyse-
linou v pozici Arg™ SEQ ID NO: 1; C je 4-merovy peptid, kde R' a R* maji shora definovany
vyznam, R’ je leucylova skupina a R’ je tyrosylova skupina; X je 3—I-tyrosylova skupina; a Y je
aminokarbonylova skupina.

V jiném provedeni vynilezu se popisuji peptidy s obecnou strukturou A-B-C-X-Y, kde A je
acetylova skupina; B je dipeptid zadinajici aminokyselinou v pozici Pro*® a kongici aminokyse-
linou v pozici Arg™™ SEQ ID NO: 1; C je 4-merovy peptid, kde R' a R* maji shora definovany
vyznam, R? je leucylova skupina a R’ je tyrosylovéa skupina; X je tyrosylové skupina; a Y je
aminokarbonylova skupina.

Reprezentativni slou¢eniny podle vynalezu zahmuji slouCeniny, kde A je acetyl a Y je amino-
karbonyl a B-C—X je

(a) sekvence pochazejici ze sekvence SEQ ID NO:1 od pozice aminokyseliny 355 do
pozice 543;

(b) sekvence pochazejici ze sekvence SEQ ID NO:1 od pozice aminokyseliny 355 do
pozice 546;

(c) sekvence pochazejici ze sekvence SEQ ID NO: 1 od pozice aminokyseliny 443" do
pozice 543;

(d) sekvence pochdzejici ze sekvence SEQ ID NO:1 od pozice aminokyseliny 449 do
pozice 543; '

(¢) sekvence pochazejici ze sekvence SEQ ID NO: 1 od pozice aminokyseliny 454 do
pozice 543; '

(f) sekvence pochazejici ze sekvence SEQ ID NO:1 od pozice aminokyseliny 443 do
pozice 546;

(g) sekvence pochazejici ze sekvence SEQ ID NO: 1 od pozice aminokyseliny 449 do
pozice 546;

(h) sekvence pochézejici ze sekvence SEQ ID NO: 1 od pozice aminokyseliny 454 do
pozice 546;

(i) sekvence pochazejici ze sekvence SEQ D NO: | od pozice aminokyseliny 525 do
pozice 535;

(j) sekvence pochazejici ze sekvence SEQ ID NO:1 od pozice aminokyseliny 529 do
pozice 535;

(k) sekvence pochazejici ze sekvence SEQ ID NO:1 od pozice aminokyseliny 530 do
pozice 535;

Fragmenty K5 nebo fzni proteiny K5 se mohou ziskdny expresi rekombinantni molekuly
obsahujici polynukleotid, jehoz sekvence kéduje protein nesouci peptidovy fragment smy&ky 5 a
¢idténim exprimovaného peptidového produktu (viz Menhart, N, et al., Biochemistry, 32: 8799
806 (1993). Sekvence DNA lidského plazminogenu se publikovala (Browne, M. J. et al.,
Fibrinolysis, 5 (4): 257-260 (1991) a Je zobrazena na obr. &. 3 (a az b) (sekvence SEQ ID NO:1
12). Polynukleotidova sekvence kodujici smytku 5 zaind ptiblizné v pozici nukleotidu 1421
sekvence SEQ ID NO: 12 a kon&i piiblizng v pozici nukleotidu 1723,

Gen kodujici peptidovy fragment K5 nebo fiiznf protein K5 se miZe izolovat z bun&k nebo tkani,
které exprimuji vysoké mnoZstvi lidského plazminogenu nebo fiiznich proteing K5 (1) 1zolaci
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mediatorové RNA z tking nebo bungk, (2) pouzitim reverzni transkriptazy za vzniku odpovida-
Jici sekvence DNA a (3) polymerazovou fetézovou reakci (PCR) s vhodnymi primery pro
amplifikaci sekvence DNA, kterd kéduje aktivni aminokyselinovou sekvenci K5 nebo jeji fizni
protein. Polynukleotid kodujici peptidovy fragment K5 nebo fizni protein K5 se miiZe klonovat
do libovolného béiné dostupného expresivaiho vektoru (jako jsou pBR322, pUC vektory a
podobng) nebo expresivnich/gisticich vektorn (jako je fizni vektor GST (Pharmacia®,
Piscataway, NJ)) a pak exprimovan ve vhodném prokaryontnim, virovém nebo eukaryontnim
hostiteli. Cisténi pak mize byt provedeno konvenénim zplisobem nebo v pfipadé bézného
expresivniho/€isticiho systému se postupuje podle instrukei vyrobce.

Peptidovy fragment K5 nebo fizni protein K5 se mize syntetizovat standardnimi chemickymi
metodamt na pevné fazi, které jsou v oboru dobke zndmy. Peptidové fragmenty smycky 5 se
napriklad mohou syntetizovat postupem, ktery se popisuje v publikaci Stewarda and Younga
(Steward, J. M. and Young, J. D. Solid Phase Peptide Synthesis, 2" Ed., Pierce Chemical Com-
pany, Rockford, IL, (1984) za pouziti syntetizitoru (Applied Biosystem synthetizer). Podobné se
miiZe syntetizovat vice fragmentd, které jsou spojeny dohromady a tvoii vétsi fragmenty. Tyto
syntetické peptidové fragmenty se mohou také pfipravit substitucemi aminokyselin ve
specifickych lokacich za ucelem testovani anti-angiogenni aktivity in vitro a in vivo. Pro syntézu
peptidl na pevné fzi se hodi fada metod, které se popisuji v publikacich J. M. Stewart and J. D.
Young, Solid Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman Co. (San Francisco), 1963 a J.
Meienhofer, Hormonal Proteins and Peptides, vol. 2, p. 46, Academic Press (New York), 1973.
Klasicka syntéza v roztoku se popisuje v publikaci G. Schroder and K. Lupke, The Peptides, Vol.
I, Academic Press (New York). Tyto metody obecng zahrnuji sekvenéni adici jedné nebo vice
aminokyselin nebo vhodné chran&nych aminokyselin za Géelem tvorby peptidového Fetdzce.
V normélnim piipadg je chranéna amino nebo karboxylovéd skupina prvni aminokyseliny vhod-
nou chranici skupinou. Chranéna nebo derivatizovana aminokyselina je pak bud’ ptipojena k
inertni pevné podlozce nebo je v roztoku a za podminek vhodnych pro vytvofeni amidové vazby
se k sekvenci aduje dal§i aminokyselina, kterd m4 vhodné chrdngnou komplementarni (amino—
nebo karboxylovou skupinu) skupinu. Chrénici skupina se pak z nové pripojeného aminokyseli-
nového zbytku odstrani a prida se dali (vhodné chranéna) aminokyselina atd, Poté, co se
zaminokyselin slozi spravna sckvence, odstrani se sekvenéné nebo konkurenéné libovolné zby-
vajici chranici skupiny (a také pevné podpory) za vzniku koneéného polypeptidu. Jednoduchou
modifikaci tohoto obecného postupu je v jednom okamZiku-moiné pridat vice jak jednu ami-
nokyselinu. Napfiklad parovanim (za podminek, které neracemizuji chirdlni centra) chranéného
tripeptidu se spravné chranénym dipeptidem za vzniku (po odstranéni chranicich skupin) penta-
peptidu. :

£v1asté preferovanym zpiisobem pipravy sloudenin podle vynélezu je syntéza peptidi na pevné
fazi, kde aminokyselina o~N—konce je chranéna skupinou citlivou na Kyselé nebo bazické
prostiedi. Takové chranici skupina by méla byt stabilni za podminek, kdy se tvoii peptidova vaz-
ba, pfiCemz by se méla dat snadno odstranit, ani se porusi rostouci peptidovy fetézec nebo aniz

. dojde k acemizaci jakéhokoliv vzniklého chiralniho centra. Vhodné chranici skupiny jsou

9-fluorenylmethyloxykarbonylova (Fmoc), t-butyloxykarbonylova (Boc), benzyloxykarbonylova
(Cbz), bifenylizopropyloxykarbonylova, t-amyloxykarbonylova, izobornyloxykarbonylova, a0
dimethyl—~3,S—dimethoxybenzyloxykarbonylové, o-nitrofenylsulfenylova, 2—kyano-butylkar-
bonylova skupina. PFi syntéze peptidovych fragmentii smy&ky 5 se zv1a3té preferuje 9~fluorenyl-
methyloxykarbonylova (Fmoc) chrénici skupina. Jinymi preferovanymi skupinami, které chrani
aminoskupiny vedlej$iho fetszce jako je lysin a arginin, jsou 2,2,5,7,8-pentamethylchroman—6—
sulfonylova skupina (pme), nitroskupina, p-toluensulfonylova skupina, 4~methoxybenzensulfo-
nylov4 skupina, Cbz, Boc a adamantyloxykarbonylova skupina; v p¥ipads tyrosinu to je benzylo-
va skupina, o~bromobenzyloxykarbonylova skupina, 2,6—dichlorobenzylova, izopropylova, tbu-
tylova (t-Bu), cyklohexylové skupina, cyklopentylova a acetylové skupina (Ac); v pfipadé serinu
to je t-butylova, benzylova a tetrahydropyranylova skupina, v p¥ipadé histidinu to je tritylova,
benzylova skupina, Cbz, p-toluensulfonylova a 2, 4—dinitrofenylové skupina; v pfipadé trypto-
fanu to je formylova skupina; v p¥ipads kyseliny aspartové a glutamové to je benzylova a
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t-butylova skupina a v pfipadé cysteinu to Je trifenylmethylova (tritylova) skupina. Pfi syntéze
peptidu na pevné fazi je aminokyselina s a~C—koncem vézana k vhodnému pevnému nosiéi nebo
pryskyfict. Vhodné pevné nosi¢e pouzitelné pfi shora uvedené syntéze jsou ty materialy, kters
jsou inertni viidi ¢inidlim a reakénim podminkam reakci zahmujicim kondenzaci a odstranénj
chranicich skupin, a které jsou nerozpustné v pouzivaném médiu. Preferovany pevny nosig pro
syntézu peptidii s o~C~koncovymi karboxy—skupinami je 4-hydroxymethy!lfenoxymethyl-kopo-
ly(styren—1%divinylbenzen). Preferovany pevny nosi¢ pro peptidy s a—~C—koncovymi amidovymi
skupinami, je 4—(2',4'—dimethoxyfenyl—Fmoc—aminomethyl)fenoxyacetam.idoethylové pryskyfi-
ce dostupnd u firmy Applied Biosystems (Foster City, CA). Aminokyselina s a~C—koncem je
pfipojena k pryskyfici pomoct N,N'dicyklohexylkarbodiimidu (DCC), N,N'—diizopropylkar-
bodiimidu (DIC) nebo O-benzotriazol-|-yl-N,N,N’ N'~tetramethyluronium—hexafluorofosfty
(HBTU) spomoci nebo bez 4—dimethylaminopyridinu (DMAP), |-hydroxybenzotriazolu
(HOBT), benzotriazol—l—yloxy-rris(dimethylamino)fosfonium-—hexaﬂuorofosfétu (BOP) nebo
bis(2~ox0-3-oxazolidinyl)fosfinchloridu (BOPCI). S témito &inidly se kondenzace provadi po
dobu 1 aZ 24 hodin pfi teplotd v rozmezi od 10°C do 50 °C v prostiedi rozpouitédla, napt,
dichlormethanu nebo DMF. V ptipadé, Ze pevnym nositem je 4~2' 4'—dimethoxyfenyl-Fmoc—
aminomethyl)fenoxy-acetamidethylova pryskyfice, skupina Fmoc je pted kondenzaci s q—C—
koncovou aminokyselinou, jak se popisuje shora v textu, $tépena sekundarnim aminem, vyhodng
piperidinem. Preferovanym zplsobem kondenzovani k nechrininé 42, 4'—dimethoxyfenyl—
Fmoc—aminomethyl)fenoxy—acetamidetylové pryskyfici je kondenzace s O-benzotriazol~1—yl-
N,N,N',N'—tetramethyluroniumhexafluorofosfatem (HBTU, | ekviv.) a |-hydroxybenzotriazo-
lem (HOBT, 1 ekviv.) v DMF. Kondenzace uspésné chranénych aminokyselin se provadi na
automatizovaném syntetizitoru polypeptidil, ktery je dobfe zndm v oboru. V preferovaném pro-
vedeni jsou a~N-konce aminokyselin rostouciho peptidoveho fetézce chrangny skupinou Fmo,
Odstranéni chranici skupiny Fmoc z a~N—konce rostouciho peptidu je provedeno reakci se
sekundarnim aminem, vyhodné piperidinem. Kazda chranéna aminokyselina s¢ pak pouZiva v asi
tiindsobném molarnim prebytku a kondenzace se provadi vyhodné v DMF. Kondenzaéni &inidlo
je béing O—benzotriazol—l—yl—N’,N,N',N’—tetramethyluroniumhexaﬂuorofosfét (HBTU, 1 ekviv.).

. Na konci syntézy na pevné fazi je polypeptid odstransn z pevneho nosice a zbaven chranicich

skupin reakcemi, které po sobé ndsleduji, nebo jedinou operaci, §t&picim &inidlem obsahujicim
thianizol, vodu, ethandithiol a kyselinu trifluoroctovou. V pfipadech, kde a~C—konec polypepti-
du je alkylamid, se pryskyfice $tépi aminolyzou alkylaminem. V jiném pfipadé se peptid maze
odstranit transesterifikaci, napf. methanolem, po ¢emz nasleduje aminolyza, nebo pfima trans-
amidace. Chrangny peptid se miiZe v tento okamzik &istit a nebo se miize pouzit pfimo v dal3im
stupni. Odstranéni skupin, které chrani vedlejsi Fetézce, se provede za pouiti shora popsaného
koktejlu uréeného pro $tépeni. Peptid s kompletng odstran&nymi chranicimi skupinami se Gisti
fadou chromatografickych stupiig, kde se pouzivaji libovolné nebo viechny néasledujici typy
chromatografii: vyména iontd na slabé bazické pryskyfici (acetatova forma); hydrofobni
adsorp&ni chromatografie na nederivatizovaném polystyrendivinylbenzenu (napt, Amberlite XAD),
adsorpéni chromatografie silikagelu, jonexu, chromatografie na karboxymethylceluloze; rozdélo-
vaci chromatografie, napf. na Sephadexu G-25, LH-20 nebo chromatografie v protiproudovém
uspofadani; vysokovykonna kapalinova chromatografie (HPLC), zv1asté HPLC na reverzni fazi,
pfi¢emz néplni kolony je fize v4zana na oktyl~ nebo oktadecylsilyl. Molekulové hmotnosti téch-
to peptidovych fragmentd smycky 5 se uréuji za pouziti hmotnostni spektroskopie FAB (Fast
Atom Bombardment Mass Spektroscopy). Syntéza peptidového fragmentu smycky 5 na pevné
fazi se popisuje v pfikladu 1 a7 12. |

V zdvislosti na zpiisobu produkce se peptidovy fragment nebo fizni protein smycky 5 miize
vyskytovat s nebo bez dEive uvedenych disulfidovych miistkil oblasti smy&ky 5 savéiho plazmi-
nogenu nebo v pripadé fizniho proteinu s jinymi oblastmi savéich smyéek s nebo bez disulfido-
vych vazeb téchto odpovidajicich oblasti nebo mohou existovat s disulfidovymi vazbami za
vzniku tercidrni struktury, kterd se 1i$i od tercigrni struktury nativniho saviiho plazminogenu,
Peptidové fragmenty smycky $ vznikajici enzymatickym $tépenim Glu~, Lys~ nebo miniplazmi-
nogenu elastizou a/nebo pepsinem (enzymy, které $tépi mista spojeni cysteinu) obsahuji nativni
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terciarni strukturu proteinu smyéky 5; peptidové fragmenty smycky 5 pripravené syntézou na
pevné fazi mohou nebo nemusi obsahovat cystylaminoacylové zbytky a peptidové fragmenty
smycky 5 pripravené expresi mohou obsahovat disulfidové mistky v odlisnych polohdch, nej
v peptidovych fragmentech, které vznikly enzymatickym §tépenim.

Slouceniny podle vynalezu zahmuji slou¢eniny popsané v ptikladech vykazujici anti-angiogenni
aktivitu, Jako inhibitory angiogeneze se tyto latky pouzivaji pro Ié€bu priméarnich a metastizo-
vanych pevnych nadorii a karcinomi prsu, tlustého stfeva, koneéniku, orhofarynxu, esofagu,
Zaludku, pankreatu, jater, zluéniku, ZluGovodu, tenkého stieva, modového systému véetné ledvin,
moCového méchyfe a urotelia, Zenskych genitalii véetné délozniho &ipku, délohy, vajecnika,
choriokarcinomu a gestacionalniho trofoblastového onemocnéni, muZskych genitalii véetné
prostaty, chamovodd, varlat a nadord zarode¢nych bunék; ?laz s vnitini sekreci, které zahrnuji
Stitnou Zldzu, adrendlni Zlazu a podvések mozkovy; kize vdetné hemangiomd, melanoma,
sarkomi vznikajicich v kostech nebo v mekkych tkanich a Kaposiho sarkomu; nadory mozku,
nervili, ofi a mozkovych blan, které zahrnujf astrocytomy, gliomy, glioblastomy, retinoblastomy,
neuromy, neuroblastomy, Schwannomy a meningiomy; pevné nadory vznikajici z hemato-
poietickych malignich nadort, jako jsou leukemie, zahrnujici chloromy, plazmacytomy, plaky a
nadory mukézy fungoides a kozni mykéza T-bundného lymfomu/leukemie; lymfomy zahrujici
Hodkinsilv nebo non-Hodkinsiiv nebo non—Hodkinsiy lymfom; pfi profylaxi autoimunitniho
onemocnéni, jako je revmatitida, imunitni a degenerativni artritida; ofni onemocnéni, jako je
diabeticka retinopatie, retinopatie pfi predcasne dospélosti, odmitnuti implantaty rohovky, retro-
lentalni fibroplazie, neovaskularni glaukom, rubeosis, retinalni neovaskularizace zplisobena
maskularni degeneraci a hypoxie; abnormalni neovaskularizace u o&i; kozni onemocnéni, jako je
psoriaza; onemocnéni krevnich %il, jako Jsou hamagiomy a proliferace kapilar s arteosklero-
tickymi plaky; Osler-Webberiv syndrom; myokardialni angiogeneze; plakova neovaskularizace;
telangiectasia; hemofilidlni klouby; angiofibrom; granulace poranéni; onemocnéni charakterizo-
vané nadmérnou nebo abnormalni stimulaci endotelidlnich bunék, jako je intestindlni adheze,
Crohnova nemoc, aterosklerdza; skleroderma a hypertrofie jizev (tj. keloidy) a onemocnéni, které
ma angiogenezi jako patologicky rys, mezi né patii onemocnéni koti¢iho $krabnuti (Rochele
minalia quaniosa) a viedy (Helicobacter pylori). Déle se mohou pouzit jako antikoncepce, kterd
inhibuje ovulaci a vznik placenty.

Slouéeniny podle vynalezu se mohou pouZit pfi prevenci tvorby metastiz shora popsanych nado-
rd, bud’ kdyz se pouzivaji samostatné nebo v kombinaci s radioterapii a/nebo s jinymi chemo-
terapeutickymi o$etfenimi, které se béns aplikuji u pacientl p¥i 16¢b& angiogennich onemocnéni.
KdyZ se uvedené latky podle vynélezu pouZivaji pfi 1€¢b& pevnych nadord, mohou se aplikovat
s chemoterapeutickymi &inidly, Jako je alfa interferon, COMP (cyklofosfamid, vinkristin, meto-
trexata a prednison), etoposid, mBACOD (metotrexdt, bleomycin, doxorubicin, cyklofosfamid,
vinkristin a dexametason), PRO-MACE/MOPP (prednison, metotraxat ,,w/leucin rescue’, toxo-
rubicin, cyklofosfamid, taxol, etoposid/mechloretamin, vinkristin, prednison a prokarbazin)
vinkristin, vinblastin, angioinhibiny, TNP-470, pentosanpolysulfit, faktor 4 krevnich desticek,
angiostatin, LM—609, SU-101, CM-101, Techgalan, talidomid, SP-PG a podobné. Mezi jina
chemoterapeutické ¢inidla patfi alkylacni ¢inidla, jako jsou dusikaté yperity, které zahruji
mechloetamin, melfan, chlorambucil, cyklofosfamid a ifosfamid; nitromocoviny, které zahrnuji
karmustin, fomustin, semustin a streptozocin; alkylsulfondty zahrnujici busulfan; triaziny zahrnu-
jicl dekarbazin; ethyleniminy, jako Je tiotepa a hexamethylmelamin; analogy kyseliny listové,
jako je metotrexat; analogy pyrimidinu, Jako je S~fluoruracil, cytosinarabinéza; analogy purinu,
Jako je 6-merkaptopurin a 6~thioguanin; protinadorova antibiotika, jako je aktinomycin D; antra-
cykliny, jako je doxorubicin, bleomyein, mitomycin C a metramycin; hormony a antagonisty
hormont, jako je tamoxifen a kortikosteroidy a rozmanita &inidla, ktera zahrnuji cisplatinu a
brequinar. Nador se mize Ié&it b&Znym zplsobem chirurgicky, zifenim nebo chemoterapii a
aplikaci smy¢ky 5 s naslednou dalsi aplikaci smycky 5, aby doglo k prodlouzeni stadia latence
mikrometastdz a stabilizaci a inhibici ristu libovolného rezidusiniho primérniho nadoru.
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Cytotoxickd ¢inidla, jako je ricin se mohou vazat na peptidové fragmenty, pfidemz poskytuji
nastroj pro destrukci bunék, které vazi smy¢ku 5. Peptidy, které se vaZi na cytotoxicka Cinidla, se
mohou zavadét infuzi zpisobem, ktery maximalizuje zavedeni do pozadované oblasti, Fragmenty
smy€ky 5 s vysokou afinitou, na které je navazan ricin, se mohou zavéadét prostfednictvim kanyl
pfimo do cilové oblasti nebo do cév, které zasobuji cilové misto. Takova &inidla se mohou také -
zavadeét fizenym zplsobem prostiednictvim osmotickych pump, které jsou pripojeny na infuzni
kanyly. Kombinace antagonisti smyCky 5 se mii%e aplikovat se stimulatory angiogeneze, pricems
dochdzi ke zvySeni vaskularizace tking. Tato létha miize byt aspéiny zpiisob odstrafiovani
metastdzované rakoviny.

Slouceniny podle vynilezu se mohou pouzit ve formé farmaceuticky pfijatelnych soli odvoze-
nych od anorganickych nebo organickych kyselin. Termin ~farmaceuticky piijatelna sil“ zname-
na ty soli, které jsou podle lékatského pohledu vhodné pro kontakt s lidskou tkani a tkani nizsich
zvifat, aniZ vyvolaji toxickou, iritadni, alergickou odezvu a podobng, a vykazuji ptijatelny pomér
ptinos/riziko. Farmaceuticky pfijatelné soli Jsou v oboru dobfe znmy, viz publikace S. M. Berge,
et al., J. Pharmaceutical Sciences, 1977, 66: 1 et seq. :

Soli se mohou pripravit in situ béhem kone&né izolace a &idténi slouenin podle vynalezu nebo
oddélené reakci volné baze s vhodnou organickou kyselinou. Reprezentativni adi¢n{ soli kyselin
Jjsou napfiklad acetét, adipat, alginat, citrat, aspartat, benzoat, benzensulfonét, bisulfat, butyrat,
kamforat, kamforsulfonst, diglukonat, glycerolfosfat, hemisulfat, heptanoét, hexanoat, fumarat,
hydrochlorid, hydrobromid, hydrojodid, 2-hydroxyethansulfonat (isetiondt), laktat, maleat,
methansulfonat, nikotinat, 2-naftalensulfonat, oxalat, pamoat, pektinat, persulfat, 3—fenyl-
propiont, pikrét, pivaldt, propionat, sukcindt, tartrat, thiokyanat, fosfat, glutamat, hydrogenuhli-
gitan, p—toluensulfonit a undekanoat. Skupiny obsahujici bazicky dusik se mohou kvarternizovat
Cinidly, kterymi jsou halogenidy nizsich alkyld, jako je methyl, ethyl, propyl a butylchioridy,
bromidy a jodidy, dialkylsulfaty, jako Jsou dimethyl, diethyl, dibutyl a diamylsulfaty; halogenidy
s dlouhym fet&zcem, jako jsou decyl, lauryl, myristy! a stearylchloridy, bromidy a jodidy; aryl-
alkylhalogenidy, jako jsou benzyl a fenethylbromidy a jiné soli. Timto zpsobem se ptipravi
vodné nebo v oleji rozpustné nebo dispergovatelné produkty. P¥iklady kyselin, které se mohou
pouZit pfi tvorbé farmaceuticky prijatelnych adi¢nich soli kyselin, jsou anorganické kyseliny,
Jako jsou kyselina chlorovodikova, bromovodikova, sirova a fosforedn a organické Kyseliny,
Jako jsou kyselina oxalova, maleinova, sukcinova a kyselina citronova.

Bazické adi¢ni soli se mohou pipravit in situ bhem konedné izolace a &idténi peptidovych
fragmenti smy&ky 5 reakei latek, kters obsahuji karboxylovou kyselinu s vhodnou bazi, jako je
hydroxid, karbonat nebo bikarbonat farmaceuticky ptijatelného kationtu kovu nebo amoniak
nebo organicky priméarni, sekundarni nebo tercidrni amin. Farmaceuticky ptijatelné soli zahrnuji
kationty alkalickych kovi nebo kovi alkalickych zemin, jako jsou soli lithia, sodiku, drasliku,
vapniku, hof¢iku a hliniku a podobné a netoxickych kvartérnich amoniovych soli a aminovych
kationtd, které zahrnuj{i amonium, tetramethylamonium, tetraethylamonium, methylamin,
dimethylamin, trimethylamin, triethylamin, diethylamin, ethylamin a podobng. Jiné reprezenta-

. tivaf organické aminy, které jsou pouZitelné pfi tvofeni bazickych adignich soli, zahrnuji ethylen-

diamin, ethanolamin, diethanolamin, piperidin, piperazin a podobné. Preferované soli sloudenin
podle vynilezu zahrnuji fosforetnan, tris a acetat.

Peptidové fragmenty smy&ky 5, antiséra smycky 5, receptorové agonisty smycCky 5, receptorové
antagonisty smy&ky 5 nebo jejich kombinace se mohou pouit spole&né s farmaceuticky p¥ijatel-
nou postupné se uvolitujici matrici, jako jsou biodegradovatelné polymery, za vzniku terapeutic-
kych kompozic. Postupné se uvolfiujici matrice je pfipravend z materidld obvykie z polymerd,
které jsou rozloZitelné enzymy nebo bazickou nebo kyselou hydrolyzou nebo rozpuiténim. Kdyz
se matrice zavede do t8la, piisobi na ni enzymy a télni tekutiny. Pozaduje se, aby postupné se
uvoliiujici matrice byla vybrana z biokompatibilnich materiald, jako Jsou lipozomy, polylaktidy
(polymery kyseliny mlégné), polyglykolid (potymer kyseliny glykolové), polyanhydridy poly-
laktid—ko—glykelidu (kopolymer kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové), poly(orto)estery, poly-

-15-




20

25

30

35

40

45

30

55

CZ 298260 BRé

peptidy, kyselina hyaluronova, kolagen, chbndroitinsulfét, karboxylové kyseliny, mastné kyseli-
ny, fosfolipidy, polysacharidy, nukleové kyseliny, polyaminokyseliny, aminokyseliny, jako je
fenylalanin, tyrosin, izoleucin, polynukleotidy, polyvinylpropylen, polyvinyipyrrolidon a silikon.

Preferovand biodegradovatelna matrice Je matrice zhotovena bud’ z polylaktidu, polyglykolidu

nebo z polylaktid—ko—glykolidu (kopolymery kyseliny mlégné a kyseliny glykolové).

Peptidové fragmenty smygky 5, fizni proteiny smycky 5, receptorové agonisty smycky 5,

receptorové antagonisty smycky 5 nebo Jejich kombinace se mohou aplikovat spoleéné s farma-
ceuticky pijateinymi excipienty nebo nosiéi za vzniku terapeutickych kompozic. Farmaceuticky
pfijatelny nosié nebo excipient znamend netoxické, pevné, semi—pevné nebo kapalné plnidlo,
rozpoustédlo, material pro tvorbu kapsuli nebo pro tvorbu ¢ipkd libovolného typu. Kompozice se
aplikuji parenteralng, pod jazyk, intracisterndlng, intravaginalng, intraperitonealng, rektilng,
bukalng nebo povrchové (ve forms praSku, masti, kapek, transdermalnich naplasti nebo pomoci
iontoforéznich pfistroji).

Termin ,,parenteralni** znamena model aplikace, ktery zahrnuje intravendzni, intramuskularni,
intraperitonedlni, intrasternalni, podkoZni a intraartikuldri injekce a infuze, Farmaceutické
kompozice vhodné pro parenteralni injekei obsahuji farmaceuticky pFijatelné sterilni vodné nebo
nevodné roztoky, disperze, suspenze nebo emulze, stejné jako sterilni prasky, které se rekonsti-
tuuji do injektovatelnych roztokii nebo disperzi bezprostfedné pied pouzitim. Piklady vhodnych
vodnych a nevodnych nosidi, rozpoustédel, fedidel zahrnuji vodu, ethanol, polyoly (jako je
glycerol, propylenglykol, polyethylenglykol a podobné), karboxymethylceluldzu a jejich vhodné
smési, rostlinné oleje (jako je olivovy olej) a injektovatelné organickeé estery, jako je ethyloledt.
Vhodné tekutost se udrzuje napiiklad pouZitim vhodnych potahovych materigli, jako je lecitin,
udrZovanim poZadované velikosti &astic v pfipadé disperzi a pouZitim povrchové aktivnich litek.
Tyto kompozice mohou také obsahovat adjuvans, jako jsou konzervaéni &inidla, smageci Sinidla,
emulgtory a disperzni Sinidla. Prevence proti pasobeni mikroorganizmii se miZe zaruéit inkluzi
riznych antibakterialnich a anti-fungdlnich &inidel, jako je paraben, chlorobutanol, kyselina
fenolsorbovd. Miize byt také nutné zahrnout izotonickd Cinidla, jako je cukr, chlorid sodny a
podobné. Prodlouzené absorpee injektovatelné farmaceutické formy se mize dosdhnout inkluz
Cinidel, jako je monostearit hlinity a Zelatina, co jsou latky, které zpozd'uji absorpci. Injekto-
vateln¢ depotni formy se pfipravuji tvofenim mikrokapsulovych matric Ié3iv v biodegradova-

telnych polymerech, jako je polylaktidpolyglykolid, poly(ortoestery) a poly(anhydridy). Rychlost

uvoliiovani Iégiva se mize Fidit v zdvislosti na pomru 1é€iva a polymeru a podstatd pouZitého
polymeru. Depotni injektovatelné formulace se plipravuji zachycenim 1é¢iva do lipozomii nebo
mikroemulzi, které jsou kompatibilni s t&lnimi tkanémi. Injektovatelné formulace se sterilizuji,
napfiklad filtraci pres filtr zachycujici bakterie nebo pfidanim sterilizatniho ¢inidla ve forms
sterilnich pevnych kompozic, které se rozpustily nebo dispergovaly ve sierilni vodé nebo v jiném
sterilnim injektovatelném médiu tésné pred pouzitim.

Povrchova aplikace zahrnuje aplikaci na kiizi, sliznici a povrch plic a do o&i. Kompozice, které
jsou vhodné k povrchové aplikaci, zahrnuji formy pouzitelné pro inhalaci, které se pfipravi jako
suchy stlateny nebo nestladeny prasek. V kompozicich, kde prasek neni stlagen, se aktivni Jdtka
miiZe pouZit ve formé smési s farmaceuticky ptijatelnym inertnim nosicem o véti velikosti, jenZ
zahruje partikule, jejichz velikost Je napfiklad a% 100 mikrometr( v priméru. Vhodné inertni
nosice jsou cukry, jako je laktoza. Je nutn€, aby nejméné 95 % hmotnosti ¢astic aktivni latky
mélo Geinnou velikost partikuli v rozmezi 0,01 aZ 10 mikrometrd. Pi povrchové aplikaci do o&i
se latka podle vynalezu zavede na farmaceuticky ptijatelném oftalmickém nosidi tak, ze litka se
udrzuje v kontaktu s povrchem oka dostateéné dlouhou dobu, aby se umoznilo latce proniknout
do vnitfnich oblasti oka a rohovky, jako naptiklad pfedni komora ofni, zadni komora, t&lo
sklivee, komorova voda, voda ve sklivei, rohovka, duhovka/fasy, &oéka, choroidea/sitnice a oini
bélmo. Farmaceuticky piijatelny oftalmicky nosi¢ je napiiklad mast, rostlinny olej nebo enkapsu-
la¢ni materidl. V jiném pFipads se latky podle vynalezu mohou pkimo zavést injekei do komorové
nebo sklivcové vody.
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Kompozice se mitze uchovavat pod tlakem. Mlze tedy obsahovat stlateny plyn, jako je dusik
nebo kapalny nebo plynovy propelent. Preferuje se zkapalnéné rozprasovaci médium a samo-
ziejmé takova celkova kompozice, kde aktivni latka neni rozpusténa v podstatném mnozstvi,
Kompozice uchovavani pod tlakem mize také obsahovat povrchové aktivni &inidlo, jako je
kapalné nebo pevné neiontové povrehové aktivni &inidlo nebo to mise byt aniontové povrchové
aktivni ¢inidlo. Preferuje se poutiti pevného aniontového povrchové aktivniho €inidla ve formé
sodné soli.

Z kompozic vhodnych pro rektalni a vagindlni aplikaci se preferuji &ipky, které se mohou
pfipravovat smichanim litek podle vynilezu s vhodnymi neiritujicimi excipienty nebo nosici,
Jako je kakaové méslo, polyethylenglykol nebo vosk, coZ jsou materialy, které jsou pevné pfi
teploté mistnosti, ale kapalné pfi teplotg t&la a proto taji v rektu nebo ve vaginalni duting a tim se
uvoliiuje aktivni latka.

Latky podle vynilezu se mohou také aplikovat ve formé lipozomii. Jak je znamo v oboru,
lipozomy se obecné odvozuiji z fosfolipidii nebo jinych lipidovych latek. Lipozomy se ‘tvoi
mono— nebo multi-lamelérnimi hydratovanymi kapalnymi krystaly, které se dispergovaly ve
vodném roztoku. MiZe se pouzit libovolny netoxicky fyziologicky ptijatelny a metabolizovatelny
lipid schopny tvofit lipozomy. Kompozice v lipozomové formé mohou obsahovat vedle ldtek
podle vyndlezu stabilizdtory, konzervadni &inidla, excipienty a podobng. Preferovanymi lipidy
Jsou fosfolipidy a fosfatidylcholiny (lecitiny), jak pfirozené tak syntetické. Metody pro tvorbu
lipozomi jsou dobfe znamy v oboru {Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volume XIV,
Acadentic Press, New York, N.Y. (1976), p. 33 et seq.).

Pii shora uvedené 168b& nebo pfi Jiném druhu lécby se pouzije terapeuticky tt€¢inné mnozstvi
Jedné z kompozic podle vynlezu v &isté formé nebo v pfipade, Ze takové formy existuji, ve
formé& farmaceuticky ptijatelné soli a s nebo bez farmaceuticky ptijatelného nosige. . Lerapeutic-
ky ptijatelné mnozstvi® latky podle vynalezu znamena dostateéné mnoZstvi latky pro 1é¢bu
angiogenniho onemocnéni (napf. omezeni ristu nadoru, zablokovani nebo zpomaleni vzniku
metastdz nadoru) pfi pfijatelném poméru prinos/riziko, ktery se d4 aplikovat na libovolny zpisob
lécby. Rozumi se viak, ze mod aplikace by mél urtit lékaf. Specificka terapeuticky (inna davka
pro libovolného pacienta zdvisi na riznych faktorech, které zahrnuji druh lé¢ené poruchy a
stadium poruchy; aktivitu pouZité specifické latky; pouzitou specifickou latku; vek; télesnou
hmotnost, obecny zdravotni stav, pohlavi a dietetické navyky pacienta; éas aplikace; zpisob
aplikace; rychlost exkrece specifické pouzité latky; trvani 1é8by; kombinace pouzitych medika-
mentd a specifickych litek podle vynalezu a podobnych faktori, které jsou dobie znamy v oboru.
Odbornikovi je znamo, e, aby se dosshlo poZadovaného terapeutického utinku, je vhodné zatit
s NiZSi dévkou, kterd se postupn zvySuje, aZ se dosdhne pozadovaného Gdinku. Celkova denni
davka peptidovych fragmentii nebo fitznich proteinii smy&ky S5, které se lidem nebo jinému
sav€imu hostiteli aplikuji lokalng nebo systematicky v jedné nebo v rozdélenych davkach, se
napf. pohybuje v rozmezi od 0,0001 do 200 mg/kg télesné hmotnosti a nebo vice obvykle v roz-
mezi od 1 do 300 mg/kg t&lesné hmotnosti. Je-li to nutné G&inna denni dévka se miZe rozdélit pro
ucely aplikace do vice davek. Kompozice podavana v jedné dédvce miZe obsahovat takové
mnoZstvi nebo jeho nasobek mensi nez jedna, aby se dala aplikovat denni davka.

Rozumi se, Ze €inidla, kterd se mohou kombinovat s litkou podle vynélezu vhodnou pro inhibici,
lé¢bu nebo profylaxi angiogennich onemocnéni nejsou omezena na latky uvedené shora v textu,
ale v principu zahruji libovoln4 &inidla pro 16&bu nebo profylaxi angiogennich onemocnéni.

Vynilez také popisuje izolované polynukleotidy, které kdduji savii peptidovy fragment nebo
fizni protein smycky 5, ktery vykazuje aktivity inhibujici angiogenezi. Takové polynukleotidy se
mohou pouZit pfi expresi rekombinantnich peptidovych fragmentd smycky 5 nebo pri genové
terapii (jak se popisuje dale v textu),

Polynukleotid podle vyndlezu se mize vyskytovat ve formé mRNA nebo DNA. V tomto vyna-
lezu se také popisuji polynukleotidy ve forme DNA, cDNA, genomové DNA a syntetické DNA.

-17-




15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 298260 B6

DNA miZe byt dvoufetézcova nebo jednofetézcova a jestlize je jednofetézcova miiZe se jednat o
kodujici (sense) fetézec nebo nekddujici (anti-sense) fetdzec. Polynukleotid podle vynalezu maze
byt v nemodifikované formé nebo zahmuje modifikace jako je methylace nebo uprava éepickou.

Kddujici sekvence, kterd kdduje polypeptid milze byt stejna jako zde popisovana kodujici
sekvence nebo se miiZe lisit, jako vysledek redundance a degenerace genetického kddu, pfitemz
kdduje stejny polypeptid jako zde popsana DNA. Tento polynukleotid miZe zahrnovat pouze
kédujici sekvenci pro polypeptid nebo kédujici sekvenci pro polypeptid a dal3i kédujici sekvenci,
jako je vedouci nebo sekretni sekvence nebo pro-proteinova sekvence nebo kodujici sekvence
polypeptidu (a dalsi kodujici sekvenci) a nekddujici sekvenci, jako Je nekédujici sekvence 5
a/nebo 3'kédujici sekvence polypeptidu.

Navic vyndlez zahrnuje rizné polynukleotidy obsahujici modifikace, Jako je jsou delece poly-
nukleotidi, substituce nebo adice; a libovolné modifikace polypeptidu, které vznikaji z riznych
polynukleotidovych sekvenci. Polynukleotid podle vyndlezu miZe mit kodujici sekvenci, ktera je
prirozené se vyskytujici alelova varianta zde popsané kodujici sekvence.

Navic kodujici sckvence polypeptidu se miZe fiizovat ve stejném &tecim ramci s poly-
nukleotidovou sekvenci, kterd napomaha p¥i exprimaci a sekreci polypeptidu z hostiteiské buriky.
Je to napfiklad vedouci sekvence, ktera funguje jako sekredni sekvence Fidici transport poly-
peptidu z buiiky. Polypeptid majici vedouci sekvenci Je pre—protein a miZe mit vedouci sekvenci
Stépenou hostitelskou burikou za vzniku polypeptidu. Polynukleotidy mohou také kédovat pro—
protein, ktery je tvofen proteinem plus dalsimi 5’ aminokyselinovymi zbytky. Protein, ktery ma
pro-sekvenci je pro—protein a miife v nékterych pripadech byt neaktivni formou proteinu.
Jestlize je pro—sekvence Stépena, ziistava aktivni protein. Polynukleotid podle vynalezu mize
kédovat protein nebo protein, ktery ma pro—sekvenci, nebo protein, ktery mé& pre—sekvenci
(vedouci sekvenci) a pro—sekvenci.

Polynukleotidy podle vynilezu mohou také mit kodujici sekvenci fizovanou v rdmci s markero-
vou sekvenci, kierd umoziuje idténi polypeptidu podle vyndlezu. Markerové sekvence miie byt
sekvenci GST znacky (,GST tag®) doplnéna vektorem pGEX, pricemz v pfipadé bakteridiniho
hostitele vznikd za icelem &isténi polypeptidu fitzovaného s markerem. Markerova sekvence
miZe byt napfiklad hemaglutinin (,HA tag®), v piipads, Ze se pouziva sav¢i hostitel, napt. buriky
COS-7. Sekvence HA tag koresponduje s epitopem odvozenym od hemaglutininového proteinu
viru influenzy (I. Wilson, et al., Cell 37: 767 (1984)).

Polynukleotid se mize generovat libovolnym zpiisobem zahrnujicim chemickou syntézu, replika-
¢i, reverzni transkripci nebo transkripei, ktera je zaloZena na informaci poskytované sekvenci
bazi v oblasti (oblastech), ze kterych je odvozen polynukleotid; co¥ mize byt reprezentant bud’
sense nebo antisense orientace pttvodniho polynukleotidu. Preferovanou metodou vzniku poly-
nukleotidu je polymerdzova fetézcova reakce, ktera se popisuje v patentu US 4 683 195 a US
4 683 202, :

Predpoklada se, ze polynukleotidy hybridizuji se zde popsanymi sekvencemi, jestlize vykazuji
nejméné 50%, s vyhodou 70% shodnost mezi polynukleotidem a sekvenci.

Vynilez také zahruje vektory, kieré obsahuji polynukicotidy podle vynalezu, hostitelské buriky,
do kterych se vnasi vektory podle vynélezu a zplisoby rekombinantni produkee polypeptidi podle
vynalezu. Takové metody zahrnuji kultivaci hostitelskych bungk za podminek vhodnych pro
expresi polynukleotidu odvozeného od smytky 5 a izolaci polypeptidu z kultury, ktery je
odvozen od smycky 5.

Polynukleotidy podle vynalezu se mohou pouzit p¥i produkei polypeptidu postupy genového

inZenyrstvi. Polynukleotidova sekvence pak miize zahrnovat jeden z expresivnich nosidi, zvIasts
vektord nebo plazmidi pro expresi polypeptidu. Takové vektory zahrnuji chromozomalni,
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nechromozomélni a syntetické sekvence DNA, naptiklad derivaty SV40; bakteridlni plazmidy,
fagovou DNA; kvasinkové plazmidy, vektory ziskané z kombinace plazmidii a fagové DNA,
virové DNA, jako je vakeinie, adenoviry, virus spalni¢ek a virus planych nestovic. Mitze se viak
pouZit libovolny jiny vektor nebo plazmid, ktery se replikuje v hostiteli a je pro n&j vhodny.

Vhodnd sekvence DNA se miize zaglenit do vektoru riiznymi zpisoby. Sekvence DNA se zagleni
do vhodného restrikéniho mista postupem, ktery je dobfe znim v oboru. Takové a Jjiné postupy
Jsou dobfe zndmy v oboru. Sekvence DNA je v expresivnim vektoru operabilné spojena s vhod-
nou expresivni fidici sekvenci (sekvencemi) (jako je promotor), aby Fidila syntézu mRNA,
Reprezentativni piiklady takovych promotord zahrnuji promotor LTR nebo SV40, promotor lac
nebo trp bakterie E. coli, promotor faga lambda P sub L a jiné promotory, které kontroluji expresi
gend v prokaryontnich a eukaryontnich buiikich nebo jejich virech. Expresivni vektor také
obsahuje ribozomové vazebné misto pro iniciaci translace a terminator transkripce. Vektor mize
tak¢ zahrnovat vhodné sekvence pro amplifikaci exprese. Expresivni vektory navic obsahuji gen,
ktery poskytuje fenotyp vhodny pro selekci transformovanych hostitelskych bunék, jako je
dihydrofolat reduktaza nebo v ptipad kultury eukaryontnich bunék jde o rezistenci na neomycin
nebo u bakterii E. coli je to rezistence na tetracyklin nebo ampicilin.

Vektor obsahujici vhodnou-sekvenci DNA, kterd je stejné dobfe popsand jako shora uvedeny
vektor a fidici sckvence, se mize pouzit pro transformact vhodného hostitele, pficemz umozni
hostiteli exprimovat protein. Jako reprezentativni vzorky vhodnych hostiteli se uvadgji bakterial-
ni buitky, jako je E. coli, Salmonella typhimurium; Streptomyces spp.; bunky hub, jako jsou
kvasinky; hmyzi buiiky, jako je Drosophila a Sf9; a zviteci buriky, jake je CHO, COOS nebo
Bowes atd, Pfedmétem vynélezu je také selekce vhodného hostitele,

Vynalez také zv1a$té zahrnuje rekombinantni konstrukty obsahujici jednu nebo vice zde popsa-
nych sekvenci. Konstrukty obsahuji vektor, jako je virovy vektor, do kterého se sekvence zacleni,
bud’ v ptimé nebo obricené orientaci. V preferovaném provedeni vynalezu konstrukt dale obsa-
huje regulaéni sekvence napfiklad promotor operabilng spojeny se sekvenci. V oboru je znimo
velké mnozstvi vhodnych vektor a promotoriy a jsou béznd dostupné. Nasledujici vektory se
popisuji zpisobem ptiklad(. Bakterialni vektory Jsou: pSPORT! (GIBCO BRL, Gaithesburg,
MD), pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen) pBS, phagescript, psiX174, pBluescript SK, pBsKS,
pNH8a, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagene®, La Jolla, CA); pTre994, pKK223-3,
pKK233-3, pDR450, pRITS (Pharmacia®). Eukaryontni vektory: gWLneo, pSV2cat, pOG44,
pXT1, pSG (Stratagene®) pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia®). MiZe se pouzit libovolny
jiny vektor nebo plazmid, pokud je replikovatelny v hostiteli a pokud je pro ngj také vhodny.

Promotorové oblasti se mohou vybrat z libovolného poZadovaného genu za pouziti véktord CAT
(chloramfenikol transferaza) a jinych vektord se selektovatelnymi markery. Dva vhodné vektory
jsou pKK232-8 a pCM7. Zvlasté jmenované bakterialni promotory zahrnuji lacl, lacZ, T3, SP6,
T7, gpt, lambda P sub R, P sub L, P sub L a trp. Eukaryontni promotory zahrnuji Easny promotor
cytomegaloviru (CMV), thymidin kindzu viru herpes simplex (HSV), Casny a pozdni promotor
SV 40, promotor LTR z retroviru a mysi metallothionein—I. Zplisob selekce vhodného vektoru a
promototu je pro odbornika ziejmy.

V dal$im provedeni vynalezu se popisuji hostitelské buiiky obsahujici shora popsany konstrukt.
Hostitelskou buttkou miZe byt burika vy$§iho eukaryonta, jako je savéi burika, nebo burika
niz8iho eukaryonta, jako je kvasinkova buiika, nebo hostitelskou bufikou miize byt prokaryontni
buiika, jako je bakteridlni burika. Zavedeni konstruktu do hostitelské buiiky se mize ovlivnit
transfekei s fosforenanem vapenatym, transfekci zprostiedkovanou DEAE-Dextran nebo
elektroporaci (L. Davies et al., ,,Basic Methods in Molecular Biology,“ 2“d edition, Appleton and
Lang, Pramount Publishing, East Norwalk, CT ( 1994)).

Konstrukty v hostitelskych buiikdch se mohou pouzit b&znym zplisobem za udelem produkce
genového produktu rekombinantni sekvenci. V jiném piipadd polypeptidy podle vynalezu se
mohou produkovat syntetickou cestou na b&mych peptidovych syntetizatorech.
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Proteiny se mohou exprimovat v savéich buiikach, kvasinkach, bakteriich nebo jinych buiikach za
kentroly vhodnymi promotory. Bezbun&&né translaéni systémy se mohou také pouZit pii produkci
takovych proteinii za pouziti RNA odvozenych od DNA konstrukti podle vynalezu. Vhodné jsou
klonovaci a expresivni vektory, které se mohou pouzit u prokaryontnich a eukaryontnich hosti-
teld, jak se popisuje v publikaci Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Second Edition, (Cold Spring, Harbor, N.Y. 1989).

Transkripce DNA, ktera koduje polypeptidy podle vyndlezu, ve vysSich eukaryontech se zesiluje
inzerci sekvence zesilovade do vektoru, Zesilovade Jsou cis—plisobici elementy DNA, jejichz
obvykla velikost je od 10 do 300 bp, a které pusobi na promotor, a tim zesiluji transkripci.
Priklady zahmuji zesilova¢ SV40 na pozdni strané pocatku replikace (bp 70 az 270), zesilovad
¢asného promotoru cytomegaloviru, zesilovad na pozdni strané pofatku replikace viru polyoma a
adenovirové zesilovade.

Rekombinantni expresivni vektory budou obecns zahrnovat podatky replikace a volitelné
markery, které umoziiuji transformaci hostitelské buriky, napiiklad gen rezistence na ampicilin
bakterie E. coli a gen TRPI1 S. cerevisiae a promotor ze silné exprimovaného genu, aby Fdili
transkripci downstream strukturni sekvence. Takové promotory se mohou odvodit z operont,
které koduji glykolytické enzymy, jako je mezi Jinymi 3—fosfoglyceratkiniza (PGK), faktor alfa,
kysela fosfataza nebo proteiny teplotniho $oku. Heterologni strukturni sekvence je uspofadana ve
vhodné fézi s iniciaénimi a terminaénimi sekvencemi translace a Jje vyhodné, aby vedouci
sekvence byla schopna fidit sekreci translatovaného proteinu do periplazmatického prostoru.nebo
do extracelulirniho média. Heterologni sekvence mize kédovat fuzni protein, ktery zahtnuje
N-terminaini identifikadni peptid, jenz propijéuje fiiznimu proteinu pozadované charakteristiky,
napf. stabilizaci nebo zjednodusené &isténi exprimovaného rekombinantniho produktu.

Expresni vektory pouzitelné u bakterii se konstruji inzerci strukturni sekvence DNA, kterd
koduje pozadovany protein dohromady s vhodnymi inicia¢nimi a termina¢nimi signaly translace
v operabiiné Cteci fézi s funkénim promotorem. Vektor bude obsahovat Jeden nebo vice feno-
typickych volitelnych markerd a pivod replikace, aby se zarugilo udrzeni vektoru a, jestlize je to
nutné, vektor umoZzni amplifikaci v hostiteli. Mezi vhodné prokaryontni hostitele pro transfor-
maci pati E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurin a rizné species rodu Pseudomonas,
Streptomyces a Staphylococcus. V praxi se vak mohou také pouZit jiné druhy.

. PouZitelné expresivni vektory v ptipadé bakterii obsahuji volitelny marker a bakterialni pocatek

replikace, ktery je odvozen z plazmidi obsahujicich genetické elementy dobie znamého klonova-
ciho vektoru pBR322 (ATCC37017). Jiné vektory - zahrnuji PKK223-3 (Pharmacia® Fine
Chemicals, Uppsala, Sweden) a GEMI (Promega Biotec, Madison, WI). Tyto zakladni sckce
plazmidu pBR322 se kombinuji s vhodnym promotorem a strukturni sekvenci, kteri se ma
exprimovat.

PouZitelné expresivni vektory mohou také obsahovat fizniho partnera, ktery umoZiiuje jedno-
duché &isténi Zadanych polypeptidii vynalezu nebo pro produkei rozpustnych polypeptidil. Piikla-
dy dostupnych faznich vektorii zahrnuji vektor pET32a (Novagen, Madison, WI), pGEX—4T-2
(Pharmacia®) a pCYB3 (New England Biolabs, Beverly, MA). Dalgi pouZitelny fizni vektor je
pHil-D8, jehoZ struktura a pfiprava jsou plné publikovatelné v pfikladu 19, &ast B. Za tidelem
dosahnout vysokého stupné exprese peptidovych fragmentit nebo fiiznich proteind smycky 5
v bakteridlnich buiikdch se mohou konstruovat expresivni vektory, které brani pouziti fiznich
partnerii. Vektory se napfiklad mohou pFipravit tak, aby se optimalizovalo translaéni parovani,
Jak popisuje Pilot-Matias, T. J., et al., in Gene, 128: 219-225 (1993). V jiném piipadé poly-
nukleotid podle vynalezu se mize exprimovat dohromady se separovanym pfipojenym plazmi-
dem, ktery koduje protein nebo peptid napomahajici rozpustnosti prvniho peptidu (Makrides, S.
C., Microbiological Reviews, 60: 512 (1996)). Jisté peptidové fragmenty smycky S (které
vykazuji produkei rozpustnych fiznich proteini s thioredoxinem (pfiklad 20)) se napriklad
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mohou exprimovat z nefiizniho vektoru sou¢asng (to znamend ve stejné hostitelské buiice) jako
druhy vektor, jenZ exprimuje thioredoxin.

Nasleduje transformace vhodného hostitelského kmene a jeho kultivace a2 do dosaZeni vhodné
optické hustoty bunék, pfi¢emz vybrany promotor se potlatuje vhodnym zpfisobem (napf.
posunem teploty nebo chemickou indukei) a kultivace bungk pokratuje. Buiiky se v typickém
pfipad€ shroméazdi centrifugaci, bun&¢na sténa se porusi fyzikalnim nebo chemickym zpisobem.
Vznika surovy extrakt, ktery se podrobi daldimu &isténi. Mikrobialni buiiky, které se pouzivaji pfi
expresi proteindt s¢ mohou poruiit libovolnou z béZnych metod. Mezi tyto metody patfi cyklus
rozmrazeni a zmrazeni, sonikace, mechanické rozrugeni nebo pouziti lyzujiciho Einidla; takové
metody jsou dobfe znamy v oboru. :

Pfi expresi rekombinantniho proteinu se také mohou pouit rizné kultivagni systémy sav&ich
bunék. Priklady savéich expresivnich systémd zahrnuji bunééné linie COS-7, co Jjsou fibro-
blasty opitich ledvin popsané v publikaci Gluzman, Cell 23: 175 (1981) a jiné bunétné linie
schopné exprimovat kompatibilni vektor, jako je C127, 3T3, CHO, HeLa a BHK. Sav&i
expresivni vektory obsahuji podatek replikace, vhodny promotor a zesilovad a také, je-li to
nezbytné, ribozomalni vazebna mista, polyadenylaéni misto, donorova a akceptorovd mista
sestfihu, terminani sekvence transkripce a nepfepisované sekvence lemujici 5'—konec. Za
uCelem ziskini pozadovanych neprepisovanych genetickych elementd se mohou pouzit sekvence
DNA odvozené zvirového genomu SV40, napf. potatek replikace SV40, ¢asny promotor,
zesilovag, polyadenyladni mista a mista sestéihu. Mezi reprezentanty pouZzitelnych vektorli patfi
PRc/CMV a pcDNAS3 (které jsou dostupné u firmy Invitrogen, San Diego, CA).

Slougeniny, kompozice, vektory a buitky podle vyndlezu mohou byt pouZivany v souvislosti
s genovou terapii, prostfednictvim &ehoz je regulovan gen kédujici fragment peptidu nebo
konjugat fragmentu peptidu smycky 5 u pacienta. Riizné metody, které umoziiuji transfer nebo
zavadéni DNA do bungk za Odelem exprese proteinového produktu genu, coZ se oznaluje jako
genova terapie, se popisuji v publikaci Gene Transfer into Mammalian Samatic Cells in vivo,
N. Yang, Crit. Rev. Biotechn. 12(4): 335356 (1992). Genova terapie zdGraziluje inkorporaci
polynukleotidovych sekvenci do somatickych bun&k nebo do linie zarode€nych bunék, co se
dale vyuziva bud’ pfi terapii ex vivo nebo in vivo. P¥i genové terapii dochdzi k vyméng gend, aby
se dosahlo normalni nebo abnormélni genové funkee a dalo se vzdorovat infekénimu onemocnéni
a jinym infek¢énim agents.

Strategie Ié¢by zdravotnich problémil pomoci genové terapie zahmuje terapeutické strategie, jako
je identifikace defektivniho genu a pak piidani funk&niho genu, ktery bud’ nahradi funkci
defektniho genu nebo posili slab& fungujici gen. Nebo jsou to profylaktické strategie, jako je
adice genu, ktery kdduje proteinovy produkt. Tento proteinovy produkt se pouZije pfi 168b&
patologickych stavi nebo umozni, aby tkané a organy byly citlivéjii na rezim 1é¢by. Ptikladem
profylaktické strategie je, Ze se gen kédujici peptidovy fragment smycky 5 nebo konjugat
peptidového fragmentu smycky 5 zavede do pacienta, ¢imz se predchazi vyskytu angiogeneze,
nebo se do pacienta miiZe zavést gen, ¢imz se nédorové buriky mohou stat citlivejsi k zafeni, coz
znamend, Ze pfi ozafeni nadoru odumie vice nadorovych bungk.

Vtomto vynlezu se popisuje fada protokolé, je? se pouZivaji pii transferu DNA kddujici
peptidovy fragment smycky 5 nebo fizni protein smy&ky 5 nebo pii transferu regulaénich
sekvenci DNA peptidového fragmentu smycky 5 (nebo regulaénich sekvenci fiiznich partner(i),
Genové terapie podle vyndlezu také zahrnuje transfekei promotorovych sekvenci jinych neZ jsou
ty spojené s peptidovym fragmentem smy&ky 5 nebo jinych sekvenci, které zvysi produkci
peptidovych fragmentd smycky 5. Pfiklad této technologie Ize nalézt v publikaci Transkaryotic
Therapies, Inc., of Cambridge, Massachusetts. Pro inzerci »genového piepinace™ se pouziva
metoda homologni rekombinace, ktera umozfiuje prepinani genu erytropoitinu v buiikdch, jak se
popisuje v publikaci- Genetic Engineering News, April 15, 1994. Takové genové piepinace se
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mohou pouzit pfi aktivaci peptidového fragmentu smyfky 5 (nebo receptoru smycky 5)
v buiikach, které normalné uvedené proteiny neexprimuji.

Metody transferu genll pfi genové terapii se d&li do ti kategorii: (1) fyzikalni (napf. elektro-
porace, pfimy pfenos genii a bombardovani 4sticemi) (2) chemické (napi. nosi¢e zaloZené na
lipidech a jiné nevirové vektory) a (3) biologické (napf. vektory odvozené od virf). Naptiklad
nevirové vektory, jako jsou lipozomy potazené DNA, se mohou do pacienta zavést pfimo
intravendzni injekei. VEfi se, ze komplexy lipozom/DNA se koncentruji v jatrech, kde DNA
vstupuje do makrofagit a Kupfferovych bunék. Vektory nebo jind ,naha* genova DNA se miize
také pfimo zavést injekci do pozadovaného organu, tkané nebo nadoru za t€elem cileného
zavadéni terapeutické DNA.

Metodologie genové terapie se také popisuje mistem zavedeni. Zakladni zplsob zavedeni genii
zahrnuje transfer genu ex vivo, transfer genu in vivo a transfer genu in vitro. PFi transferu genu
exvivo se buriky odeberou zpacienta a kultivuji se v kultufe. Buitky se transfekuji DNA
a transfekované butiky se pomnozi a implantuji se zpét do pacienta. Pfi genovém transferu in vivo
transformované buiiky jsou buiiky rostouci v kultufe, jako jsou buiky tkafiovych kultur, a ne
urdité buiiky z uréitého pacienta. Tyto ,laboratorni buiiky* se transfekuji, izoluji se transfekované
buiiky, pomnoZi.se a implantuji se zpét do pacienta nebo se pouZiji pro jiné acely. Transfer genu
in vivo zahmuje zavedeni DNA do bunék pacienta, kdy buiiky neopoustéji télo pacienta. Viechny
tfi shora popsané kategorie se mohou pouZit pfi transferu genu in vivo, ex vivo a in vitro.

Mechanické (to je fyziklni) metody zavedeni DNA jsou mikroinjekce DNA do zdrodeénych
nebo somatickych bunék, pneumatické zavedeni partikuli potazenych DNA, jako jsou astice
zlata, které se pouzivaji v tzv. ,.,genovych zbranich® pfistupy z anorganické chemie, jako je napfi-
klad transfekce fosforecnanem vapenatym. Zjistilo se, e pomoci fyzikdlni injekce plazmidové
DNA do svalovych bun¢k dochazi k transfekei velkého procenta bunék a uvedené buitky vykazu-
Ji stdlou expresi markerovych genii. Plazmidovd DNA se mi¥e nebo nemusi integrovat do
genomu bunek. Jestlize nedojde k zallenéni transfekované DNA, umoziiuje to transfekci a
expresi genovych proteinovych produktd v terminalng diferenciovanych, neproliferovanych. tké-
nich po prodlouZenou dobu bez nebezpeti mutovanych inzerci, deleci nebo zmén v bunééném
nebo mitochondridlnim genomu. Dlouhodoby, ale ne nezbytné trvaly transfer terapeutickych
genit do specifickych bungk umozituje 1é&bu genového onemocnéni nebo pouziti pii profylaxi
DNA se miize zavadét injekel periodicky, aby se udrzelo mnozstvi genoveho produktu, aniz se
v genomech recipientnich bun&k objevi mutace. Jestlize se exogenni DNA nezacleni, je mozna
pfitomnost nékolika konstrukci exogenni DNA v jedné buiice stim, Ze viechny konstrukty
exprimuji rizné genové produkty.

Transfer genu zprostfedkovany Sasticemi se miiZe pouit pro injektovani DNA do bungk, tkéané a
organil. Jestlize se pouZivaji pFistroje pro bombardovéani &dsticemi nebo tzv. ~genove zbrané®,
generuje se rychlost, aby se partikulim s vysokou hustotou, potazenym DNA (vhodnym
materidlem pro partikule jsou zlato a wolfram) udélila vysokd rychlost, kterd jim umoni vstoupit
do cilovych organi, tkéni a bunék. Elektroporace, kterd Je vhodnd pfi transferu genu, pouziva
elektricky proud, aby se bufiky nebo tking staly pristupné transferu genu. Pouziva se kratky
elektricky impulz s danym silovym polem, aby se zvysila permeabilita membrdny takovym
zpisobem, e molekuly DNA mohou vniknout do bunék. Zplsoby transferu genu prostied-
nictvim partikuli a elektroporace jsou dobfe znamy v oboru, ‘

Chemické metody genové terapie zahrnuji transfer genu zprostredkovany nosi¢em za pouziti
fuzogennich lipidovych partikuli, jako jsou lipozomy nebo jiné nosiée pro membranovou fuzi.
Nosi€ nesouci pozadovanou DNA miize byt vhodng za&lenén do télnich tekutin rebo do krevniho
fecisté a pak je mistné specificky fizen do cilového organu nebo tkiné v téle. Mize se napiiklad
vyvinout bunétné nebo organové specifickda DNA, kterou nesou lipozomy a ktera je absorbovana
témito specifickymi buiikami. Injekce imunolipozoma, které Jsou cilené na specificky receptor na
urcitych buiikich se miZe pouzit jako vhodna metoda inzerce DNA do bunék nesoucich receptor.
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Jingm pouZitelnym nosiCovym systémem je asialoglykoprotein/polylysin konjugaéni systém,
ktery je vhodny pro zavedeni DNA do hepocytii pfi transferu genu in vivo.

Transfekovani DNA miZe byt také v komplexu s jinymi druhy nosii tak, ze DNA se zavede do
recipientni buriky, a pak se uloZi do cytoplazmy nebo nukleoplazmy. DNA se miiZe pérovat
s nosiCovymi jadernymi proteiny ve specificky pfipravenych komplexech a vnai se tak pfimo do
jadra.

Transfer gen zprostfedkovany nosiéem miZe také zahrnovat pouziti sloufenin na béazi lipidd,
které nejsou lipozomy. Lipofektiny a cytofektiny jsou pozitivni ionty na bazi lipidi, které se vazi
na negativné nabitou DNA, a tvofi komplex umoZiiujici prenést DNA skrz bunéénou membranu,
Jinym zpiisobem transferu genu zprostiedkovanym nosi¢em je endocytéza zaloZend na receptoru.
Pfi této metodé se vytvoii komplex ligand (ktery je specificky pro bun&ny povrchovy receptor)
§ genem a ten se pak injekei zavede do krevniho fegists. Cilové buiiky, které pak maji bunéény
povrchovy receptor, se budou specificky vézat na ligand a dochazi ke transportu komplexu
DNA-ligand do buriky.

Biologické metody genové terapie pouZivaji pro zavedeni genii do bungk virové nebo nevirové
vektory (jako konjugdty ligand-DNA, lipozomy a shora uvedené komplexy ligand-DNA).
Transfekované buiiky mohou byt butiky ziskané z normalni tkand pacientii, pacientovy nemocné
tkan€ nebo z bun¢k, které nepochazeji z pacienta.

MiiZe byt zidouci, aby rekombinantni molekula DNA obsahujici sekvenci DNA peptidového
fragmentu smycky 5 nebo sekvenci DNA fizniho proteinu smycky 5 byla operabilng spojena
s expresivni kontrolni sekvenci za vzniku expresivniho vektoru schopného exprimovat peptidovy
fragment nebo fizni protein smyéky 5. V jiném pipads genova regulace peptidového fragmentu
smycky 5 nebo fiizniho proteinu smycky 5 se miize uskutednit aplikaci slouenin, které se vazi na
gen smyCky 5, fizni partnersky gen nebo kontrolni oblasti spojené s genem smycky 5 nebo
genem jeho filzniho partnera nebo se vazi na odpovidajici transkript RNA za (&elem modifikace
rychlosti transkripce nebo translace.

Virové vektory, které se pouzivaly podle protokolt metod genové terapie, zahmuji retroviry, jiné
RNA viry, jako jsou poliovirus nebo virus Sindbis, adenovirus, adeno-asociované viry, herpes
virus, SV 40, virus vakcinie a jiné DNA viry. Jako transferové vektory genl se mohou také
vyuzivat replikan€ defektni my3i retrovirové vektory. Retroviry mysi leukemie tvofi jedno-
fetézcovd RNA, kterd je v komplexu s proteinem jaderného core a polymerazovymi (pol)
enzymy. Komplex je opouzdfen proteinovym core (gag) a obklopen glykoproteinovym obalem
(env), ktery uréuje rozmezi hostiteli. Genomova struktura retrovirii zahrnuje geny gag, pol a env,
které sousedi s 5 a 3' dlouhymi terminalnimi repeticemi (LTR). Retrovirové vektorové systémy
vyuZivaji skutenost, Ze minimalni{ vektor obsahujici 5" a 3'LTR a balici signél je dostatedny, aby
umoznil baleni vektoru a infekei a integraci do cilovych bundk, pii¢em? virové strukturalni
proteiny se dostévaji in trans do balici se bunééné linie. Zakladnimi vyhodami retrovirovych
vektori pfi transferu geni je U&inna infekce a exprese genu ve vétsing bunéénych typd, integrace
vektoru do chromozomalni DNA cilové buiiky s presnou jedinou kopii a jednoducha manipulace
retrovirového genomu. Zménéné retrovirové vektory se napiiklad pouzivaji pii metodach ex vivo
pfi zavedeni genii do perifernich a nador infiltrujicich lymfocytd, hepatocytl, epidermalnich
bunék, myocytd nebo jinych somatickych bunék (které se pak mohou zavést do pacienta, aby
vznikl genovy produkt z inzerované DNA).

Adenovirus tvofi linedrni dvoufetézcova DNA, kterd je v komplexu s proteiny core a je obklo-
pena kapsidovymi proteiny. Vyhody molekularni virologie spoivaji ve schopnosti vyuzit
biologii téchto organizmii pro vznik vektord schopnych transdukovat nové genetické sekvence do
cilovych bun&k in vivo. Vektory zaloZené na adenovirech vykazuji silnou expresi genovych
peptidovych produkti. Adenovirové vektory maji vysoce O&innou infek&nost, dokonce pfi
nizkém titry viru. Navic virus je plné infekéni ve formé bezbunéénych viriond, proto neni
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nezbytné injektovat producenta bunééné linie. Jinou potencionalni vyhodou adenovirovych
vektori je schopnost dosihnout dlouhodobé exprese heterolognich gen i vivo.

Virové vektory se také pouzivaji pro inzerci genil do bunk za pouziti protekoli in vive. Pfi
fizeni tkafové specifické exprese cizich gend se mohou pouzivat cis~phsobici regulaéni elementy
nebo promotory, o kterych se vi, Ze jsou tkafové specifické, V jiném piipadé toho Ize dosahnout
pouZitim in situ zavedenim DNA nebo virovych vektord do specifickych anatomickych mist
in vivo. Pfenosu genu do krevnich cév in vivo se napiiklad dosahuje implantaci in vitro
transdukovanych endotelialnich bungk do vybranych mist na arterialnich sténach. Okolni buriky
infikované virem také exprimuji produkt genu. Virovy vektor se miize zavést pfimo do mista
i vivo (napfiklad pouZitim Kkatétru), coz umoziiuje virem infikovat pouze uréité oblasti a
dlouhotrvajici mistné specifickou genovou expresi. Také se demonstroval transfer genu in vivo za
pouZiti retrovirovych vektori do savéi tkang a hepatické tkang tak, e se do krevnich cév, které
prokrvuji orgdny, zavede pozm&n&ny virus injekei.

Peptidové fragmenty smyky 5 se mohou také produkovat a pouZzit pfi riznych aplikacich,
Napfiklad rizné peptidové fragmenty smytky 5 se mohou pouzit (1) Jako agonisty a antagonisty,
které jsou aktivni ve vazebnych mistech smy&ky 5, (2) jako antigeny pro vyvoj specifického
antiséra, (3) jako peptidy pfi pouZiti jako diagnostické kity a (4) jako peptidy spojené s cyto-
toxickymi &inidly nebo pouZivané spoleéné s cytotoxickymi &inidly za icelem cileného
usmrcovani bunék, které vazou peptidové fragmenty smycky 5. Aminokyselinové sekvence,
které obsahuji uvedené peptidové fragmenty, mohou byt vybrany na zékladé pozic bazi v exter-
nich oblastech molekuly, které jsou nichylné pro navazani antiséra nebo maji inhibi¢ni G&innost
peptidovych fragmenti vidi procesiim vznikajicim nebo exacerbovanym angiogenezi. Dale se
tyto peptidové sekvence mohou srovnat se znamymi sekvencemi za pouziti databaze proteino-
vych sekvenci, jako je GenBank, Brookhaven Protein, SWISS—PROT a PIR za Geelem stanoveni
potencionalni sekvenéni homologie. Tyto informace umoZiuji eliminovat sekvence, které vyka-
zuji vysoky stupefi homologie s jinymi molekulami, &im3 se zvyduje potencial pro vysokou
specifitu pit vyvoji antiséra, agonist(l a antagonistd se smy&kou S,

Peptidové fragmenty a fizni proteiny smycky 5 se také mohou pouZit za ¢elem izolace recepto-
ru smycky 5 imobilizaci peptidového fragmentu nebo filzniho proteinu smy¢ky 5 na pevném
povrchu napiiklad v afinitnich kolonach, kterymi kultivované endotelialni buiiky nebo membré-
nové extrakty prochézeji. Jak je znamo v oboru, izolace a &igténi receptoru smycky 5 mize byt
nasledovano sekvenovanim aminokyselin za acelem identifikace a izolace polynukleotidi, které
koduji receptor smyky 5. Takové polynukieotidy se pak mohou klonovat do vhodného expresiv-
niho vektoru a transfekovat do nadorovych bunék. Exprese receptoru transfekovanymi nadoro-
vymi bufikami miZe zvySit odezvu tdchto bunék na endogenni nebo ‘exogenni peptidové
fragmenty smycky 5, pficemz se sniZuje rychlost riistu metastaz. Rekombinantni exprese tohoto
receptoru dale umoiziiuje, aby se produkovalo v&t§i mnozstvi receptoru, naptiklad, aby se
produkovalo dostatedné mnoZstvi pro test s vysokou propustnosti za Géelem identifikace mengich
antagonistil, které mimikuji G¢inky smygky 5.

Systematicka substituce aminokyselin témito syntetizovanymi peptidy vede ke vzniku agonisti
peptidu a antagonistd receptoru smytky 5 se silnou afinitou, které podporuji nebo zeslabuji
navazani peptidového fragmentu smycky 5 na jeho receptor. Takovych agonist se miize pouzit
pii potlateni ristu mikrometastiz a tim omezit rozdffeni rakoviny. V pfipadech neadekvatni
vaskularizace antagonisté peptidovych fragmentd smydky 5 se mohou aplikovat za (Zelem
zablokovéni inhibi¢nich G&inkii peptidovych fragmenti smyéky 5 a podpofeni angiogeneze.
Tento typ lé¢by miiZe mit naptiklad terapeutické a&inky pfi podpofe hojeni ran u diabetikg.

Peptidové fragmenty nebo fazni proteiny smycky 5 nebo konjugaty podle vynalezu se mohou
také pouZit jako antigeny za G&elem vzniku polyklonalnich nebo monoklonlnich protilatek, které
Jsou specifické pro inhibitor smygky 5. Takové protilatky se mohou pouzit pfi diagnostickych
metodach a v kitech pro detekei nebo kvantifikaci peptidovych fragment smycky 5 v téInich
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tekutinach nebo tkéni. Vysledky téchto testi se mohou pouzit pro diagnostiku nebo stanoven|
prognosticke relevance peptidovych fragmentt smy&ky 5.

Peptidové fragmenty smycky 5 nebo fiizni proteiny smy&ky 5 se mohou znadit radioaktivnimi
izotopy (pfiklad 13) nebo se mohou chemicky ptipojit k proteiniim za vzniku konjugati. Konju-
gaty zahrnuji enzymy, nosiCové proteiny, cytotoxickd &inidla, fluorescenéni, chemoluminiscenéni
a bioluminiscen¢ni molekuly, které se pouzivaji pfi provedeni testu schopnosti latek, jez obsahuji
peptidové fragmenty smycky 5, vdzat antiséra smycky 5, detekovat bunééné typy vykazujici

receptor peptidového fragmentu smycky 5 nebo napomahat &isténi peptidovych fragmenti

smy¢ky 5. Metoda kondenzace se vybrala na zakladé funk&nich skupin dostupnych na amino-
skupinach sekvence peptidového fragmentu smygky 3, které zahrnuji alkylovou skupinu, amino-
skupinu, sulfhydrylovou, karboxylovou, amidovou, fenolovou, indolylovou a imidazolylovou
skupinu. Riizna ¢inidla, kterd se pouzivaji, aby ovlivnila parovani, zahrnuji mezi jinymi glutar-
aldehyd, diazotizovany benzidin, karbodiimidy a p-benzochinon. Uinnost parovaci reakce se
stanovila pouZitim riznych metod vhodnych pro specifickou reakci. Radioaktivni znadeni pepti-
du smytky 5 nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu napfiklad pomoci I'® se miize provést
pouZitim chloraminu T a Nal'” s vysokou specifickou aktivitou. Reakce se ukondi metabi-
sifiCitanem a ze smési se odstrani soli na kolonach a jedno pouziti. Znaeny peptid je eluovan
zkolony a shromazdi se frakce. Z kazdé frakce se odeberou al ikvoty a radioaktivita se mé¥i na
gama pocitaci, Tento postup poskytuje radioaktivné znadeny peptidovy fragment smy¢ky 5 bez
nezreagovaného Nal', V jiném provedeni vynilezu se krevni nebo tkafiovy extrakt obsahujici
peptidovy fragment smycky 5 spojeny se smyckou 4 mige &istit na afinitni kolong s poly-
lysinovou pryskytici, ptiem? peptidovy fragment smycky 4 — smy&ky 5 se vaze na pryskyfici
prostfednictvim afinity peptidového fragmentu smyky 4 pro lysin. Eluce vazaného proteinu
poskytne Eistény fragment smycky 4 — smyéky 5.

Jind aplikace peptidového konjugétu je produkce polyklonalniho antiséra. Produkce antiséra proti
peptidovym fragmentim smycky 5, analogim peptidovych fragmentd smycky 5 a receptoru
smyCky 5 se mlZe provést za pouiti zavedené metody dobfe znimé v oboru.Peptidové frag-
menty smycky 5 obsahujici lysinové zbytky se mohou pFipojit k &isténému bovinnimu sérovému
albuminu (BSA) za pouZiti glutaraldehydu. Uginnost této reakce se miize urcit méfenim inkor-
porace radioaktivné znaceného peptidu. Nezreagovany glutaraldehyd a peptid se miize separovat
dialyzou a konjugét se miiZe pouit pro pfipravu polyklonalniho antiséra v krélicich, v oveich,
v kozdch nebo v jinych zvitatech. Peptidové fragmenty smy&ky 5 konjugované s molekulou nosi-
Ce, jako je BSA, se miiZze kombinovat se smési adjuvans, emulgovat a zavést podkozni injekei do
nékolika mist na zidech, krku, boku a n&kdy do tlapek vhodného hostitele. Opakované injekce se
aplikuji v pravidelnych intervalech, kazdé 2 az 4 tydny. PFiblizn€ 7 az 10 dni po kazdé injekei.
Vzorky se ziskavaji z cév naptiklad po dilataci margindlnich cév. Vzorky krve se nechavaji srazet
pfes noc pfi teploté 4 °C a centrifuguji se ptiblizng pri 2 400 X g pfi teploté 4 °C po dobu 30
minut. Sérum se izoluje, rozdéli se do alikvott a skladuje se pfi teploté 4 °C, jestlize se ma pouZit
bezprostfedné pro naslednou analyzu nebo pfi teploté —20 °C az -90 °C.

Vzorky séra, které vanikly pfi pfipravé poloklonalniho antiséra, nebo vzorky média odebrané pfi
produkei monoklondlniho antiséra se mohou analyzovat za Gdelem stanoveni titru protilatek,
zvlaste pfi stanoveni vysokého titru protilatek. Pak se testuje nejvy3si titr antiséra peptidového
fragmentu smycky 3, aby se zjistily nasledujici hodnoty: a) optimalni fedéni antiséra, pii kterém
dochazi k nejvétsimu specifickému navazani antigenu a také k Jjeho nejmensimu nespecifickému
navazani, b) schopnost vazat zvySena mnostvi peptidovych fragmentd smy&ky 5 na standardni
substituéni kfivce, c¢) potencialni zk¥ifend reaktivita s pfibuznymi peptidy a proteiny, které
zahmuji plazminogen a peptidové fragmenty piibuznych species a d) schopnost detekovat
peptidové fragmenty smycky 5 v bunééném kultivagnim médiu a v extraktech plazmy, mode a
tkané. Titr se miZe stanovit nékolik zpisoby, které jsou dobte znamy v oboru, je to napfiklad
»dot blot” a analyza hustoty a také precipitaci radioaktivné znadeneho komplexu peptid—
protilatka za pouZiti proteinu A, sekundarmiho protiséra, chlazeného etanolu nebo aktivni uhli-
dextran. Pak nédsleduje méfeni aktivity na gama pogitaéi. Je-li to nutné antisérum s nejvyssim
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titrem se milZe dale &istit na afinitnich kolonach. Peptidové fragmenty smycky § se napfiklad
mohou spojovat s bézné dostupnymi pryskyficemi a mohou se pouZzit pfi tvorb€ afinitnich kolon.
Vzorky antiséra pak mohou prochazet pfes kolonu tak, ze protilaitky smycky 5 se vazou
(prostednictvim peptidovych fragmenti smytky 5) na kolonu. Tyto navazané protilatky se

nasledné eluuji, izoluji a stanovuje se hodnota titru a specifita.

Vynalez dale popisuje kitu pro m&feni peptidovych fragmentl smy&ky S a receptor smycky 5.
Antiséra, kterd maji nejvySsi titr a specifitu a mohou detekovat peptidové fragmenty smycky 3
v extraktech plazmy, mode, tkani a bunééného kultivadniho média, s¢ mohou pouzit jako
testovaci kity pro rychlé, vhodné citlivé a specifické méeni a lokalizaci peptidovych fragmentii
smycky 5. Uvedené testovaci kity se mohou pouzit, ale nejsou omezeny na nasledujici metody:
kompetitivni a nekompetitivni testy, radioimunologické testy, bioluminiscenéni a chemolumi-
niscendni testy, fluorometrické testy, sendvidové testy, dob bloty, testy navazanych enzymi, mezi
n¢Z patii ELISA, testy na mikrotitraénich destickach, imunocytochemické testy a stripy potaZené
protikatkami nebo papirky pro rychlé vysetfeni moe nebo krve. V pripad¢ kazdého kitu je nutné
stanovit rozmezi citlivost, pfesnost, vhodnost, specifitu a reprodukovatelnost stanoveni zpasobu,
které jsou dobfe znamy v oboru,

Pfikladem testovaciho kitu, ktery se b&zné u¥ivi ve vyzkumu a pfi klinické praxi je kit pro radio-
munologicky test (RIA). RIA s peptidovym fragmentem smycky 5 se mize stanovit nasledujicim
zpisobem: Po sp&ni radiojodinaci a &isténi peptidového fragmentu smycky 5 se pridaji do
zkumavek obsahujicich relativné konstantni mnozstvi radioaktivity, jako je 10000 cpm, ve
vhedném systému pufré v nékolika fedénich protilatky proti peptidovému fragmentu smygky 5.
(Pufr nebo preimunitni sérum se piida do jinych zkumavek za delem stanoveni nespecifického
navazani). Po inkubaci pFi teplot& 4 °C po dobu 24 hodin se do viech zkumavek pfida protein A a
zkumavky se michaji na vortexu, inkubuji se pri teplot¢ mistnosti po dobu 90 minut a centrifuguji
se pfiblizné pfi 2000 az 2500 X g pfi teplots 4 °C k precipitaci komplexd protitatky navézané na
znaeném antigenu. Supernatant se odsdl a radioaktivita pelet se stanovila na gama poéitadi. Za
ucelem dalsi charakterizace se vybralo fedéni antiséra, které vaZe piiblizné 10 az 40 % znafeného
peptidu po odeteni nespecifického navazani.

Dale rozmezi fedéni (pfiblizné 0,1 pg az 10 ng) peptidového fragmentu smycky 5, které se
pouZiva pii pfipravé antiséra, se hodnoti pidanim zndmého mno¥stvi peptidu do zkumavek, které
obsahuji radioaktivné znageny peptid a antisérum. Po inkuba¢nj dobé (napf. 24 nebo 48 hodin) se
pfida protein A a zkumavky se centrifuguji, Dale se odstrani supernatant a uré¢i se radioaktivita
peletu. Substituce navazani radioaktivng znageného peptidového fragmentu smydky 5 za nezna-
Ceny peptidovy fragment smycky 5 vykazuje standardni kiivku. Navic se do testovacich
zkumavek miZe piidat nékolik koncentraci daléich peptidovych fragmentit smy&ky 5, plezmino-
genil, peptidovych fragmentt smycky 5 z raznych species a homologni peptidy za G&elem
charakterizace specifity antiséra proti peptidovému fragmentu smy¢ky 5.

Extrakty riznych tkani zahruji, ale nejsou omezeny na priméarni a sekundami nadory, Lewisty
karcinom plic, kultury bungk produkujicich peptidovy fragment smycky 3, placentu, délohu a
Jing tkang, jako je mozek, jatra a stieva, které se pfipravi zplisobem, jenz se Gsp&$ng pouzil pfi
extrakei peptidovych fragmentd smycky 5. Po pripravé extraktl tkang se prida testovaci pufr a
rizné alikvéty se daji do zkumavek urdenych pro test RIA. Extrakty bunék produkujicich pepti-
dovy fragment smycky 5 vykazuji substituéni kfivky, které jsou paralelni ke standardni kfivce,
zatimco extrakty tkani, které neprodukuji peptidové fragmenty smyCky 5, nesubstituuji radio-
aktivné znacené peptidové fragmenty smyCky 5 zantiséra proti peptidovému fragmentu smycky
3. Takové substitu¢ni kfivky indikuji vyuziti testu peptidového fragmentu smy&ky 5 pro méfeni
mnozstvi peptidovych fragmentd smycky 5 v tkanich a télnich tekutinach.

Tkanové extrakty, které obsahuji peptidové fragmenty smy&ky 5, se mohou také charakterizovat

na HPCL s reverzni fazi. Shromazdily se eluované frakee, susily se na zatizeni Speed Vac,
rekonstituovaly se v pufru RIA a analyzovaly se v testu RIA pro smycku 5. V tomto pfipadé se
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maximalni mnoZstvi imunoreaktivity peptidového fragmentu smy¢ky 5 nachazi ve frakcich, které
odpovidaji pozici eluce peptidového fragmentu smydky 5.

Shora popsany testovaci kit obsahuje instrukce, antisérum, peptidovy fragment smygky 5 a je
mozne, aby obsahoval radioaktivné znadeny peptidovy fragment smy&ky 5 a/nebo &inidla pro
precipitact komplexii peptidovy fragment smycky S/protildtka smy&ky 5. Takovy kit se miize
pouZit pro méfeni peptidovych fragmenti smygky 5 v biologickych tekutindch a tkaftovych
extraktech zvifat a lidi s nebo bez nadori.

Jiny kit se miiZze pouZit pro vizualizaci nebo lokalizaci peptidovych fragmenti smyéky 5 v tka-
nich a bufikach. Imunohistochemické metody a kity, ve kterych se pouZivaji takové metody, jsou
dobfe zndmy v oboru. V oboru je také znamo, e imunohistochemické kity obsahuji antisérum
proti peptidovému fragmentu smycky 5 a pravdépodobné blokovaci sérum a sekundami anti-
sérum spojené s fluorescendni molekulou, jako je fluorescinizothiokyanat nebo s jinym &inidlem,
které se pouziva pi vizualizaci primarniho antiséra. Za poutZiti této metody se mohou u biopsii
nadori testovat mista, ktera produkuji peptidovy fragment smy&ky 5 nebo mista receptoru
peptidového fragmentu smyéky 5. V jiném pripadé kit obsahuje radioaktivng znadené nukleové
kyseliny, které se pouzivaji pfi in situ hybridizaci jako sondy pro mediatorovou RNA peptido-
vého fragmentu smyéky 5.

Latky podle vynalezu se mohou pFipravovat za pouziti postupu dobfe znamého v oboru (napf.
Sottrup-Jensen et al., Progress in Chemical Fibrinolysis and Thrombolysis, Vol 3, Davidson, J.F.,
Rowan, R., M. Samama, M.M. and Desnoyers, P.C. editors, Raven Press, New York, 1978).
Jednim zplsobem, jak pripravit peptidové fragmenty smycky 5, je enzymatické §t&peni nativniho
proteinu (glu-plazminogen) nebo jeho variant (coZ znamend zkracena forma proteinu v plné
délce, ktery je schopny byt $tépen enzymy a ktery obsahuje nejméng sekvenci smyéky 3, jak se
definuje shora v textu, jako je lys—plazminogen nebo miniplazminogen). Tato metoda nejdfive
vyZaduje izolaci proteinu z lidské plazmy, aniz Jsou pfitomny inhibitory plazminu, pfi¢emy se
podporuje konverze glu—plazminogenu na lys—plazminogen (Novakhatny, V. and Kudinov, S.A.,
J. Mol. Biol. 179: 215-232 (1984). Nasledng Je zkrécena molekula oSetfena proteolytickym
enzymem v koncentraci, kterd je dostatena pro $tépeni peptidovych fragmentit smy&ky 5 z poly-
peptidu, a pak se Cisti od zbyvajicich fragmentii zpisobem, jenZ je dobfe znam v oboru.
Preferovanym proteolytickym enzymem je lidskd nebo praseci clastiza, ktera §tépi plazminogen
a jeho zkracené varianty mezi oblastmi smy&ky 3 aZ 4 a4 az 5 (a tim je schopna tvofit peptidové
fragmenty, které obsahuji smygky | a? 3 a | a% 4 nebo samotné smyCky 4 nebo 5). Lys—
plazminogen nebo glu—plazminogen se mize napfiklad oSetfi prasedi nebo lidskou neurofyl-
elastazou v poméru okolo 1 : 100 az 1 : 300 lys—plazminogenu : elastaze (uptednostituje se pomér
1:150 aZ 1 : 250 a vice se upfednostiiuje pomér 1 : 150 v roztoku pufru, jako je Tris—=HCI, NaCl,
fosforegnan sodny a podobné. V jiném pripadé se miiZe nejdfive imobilizovat (napiiklad sodny a
podobné). V jiném pfipadé se mize nejdiive imobilizovat (napfiklad na pryskyfici), aby prob&hla
purifikace Stépeného produktu. Glu-plazminogen nebo lys—plazminogen se obecné osetiuje
lidskou nebo prasesi elastazou pii teplotach, které le#i v rozmezi od pFiblizné 10 °C do ptiblizné
40°C a po dobu od pfiblizné 4 do piiblizné 24 hodin v zévislosti na poZzadovaném rozsahu
Stépeni. Za OSelem dosaZeni celkového Stépeni glu-plazminogenu, lys—plazminogenu - nebo
miniplazminogenu lidskou nebo prasedi elastazou Je nutné, aby enzym na polypeptidy piisobil
nejméné okolo 12 hodin pii teploté mistnosti. Kolisavé pH a doba expozice vede k minimélnimu -
nebo Castetnému $tépeni jednohe nebo vice ptistupnych Stépicich mist. Produkty $tpeni se pak
Cisti libovolnym zpisobem, jenZ je dobfe zndm v oboru (jako je napfiklad kolonova chromato-
grafie). Preferované schéma &idténi zahrnuje aplikaci produktii $tépeni na lysinsepharosovou
kolonu, jak se popisuje v pikladu 14.

Priklady provedeni vynalezu

Syntéza peptidovych fragmentd smy¢ky 5 na pevné fizi.
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Nasledujici priklady maji slouZit k dal§i ilustraci ptipravy novych sloucenin vynalezu. Ptiklady
1-2 nejsou zahruty do vynilez, ale jsou uZiteéné k dplnému pochopeni ptipravy slougenin
vynalezu,

Priklad 1
N-Ac¢—Val-Leu—-Leu-Pro— Asp—Val - Glu - Thr - Pro — Ser— Glu — Glu - Asp—NH,

Kolona pro syntézu amidu peptidu (Applied Biosystems se umistila do Perkin Elmer/Applied
Biosynthesis ,,Synergy* syntetizitoru peptidu a pouzily se nasledujici syntetické stupné.

I. Solvatace pryskytice s DMF po dobu 5 minut;

2. Odstranéni skupiny Fmoc z o—N-konce aminokyseliny vdzané na pryskytici za pouziti 20 %
piperidinu v DMF po dobu okolo 15 minut;

3. Promyvéni pryskyfice s DMF po dobu okblo 15 minut;

4. Aktivace a—C—konce aminokyseliny &. | (Fmoc-Asp(B-0'Bu), 25 umol) za pouZiti 0,2 M
roztoku HBTU (25 pmol) a HOBT (25 pmol) v DMSO-NMP (N—methylpyrrolidin) a 0,4 M
roztoku  diizopropylethylaminu (25 pmol) v DNS-NMP a navazéni aktivované amino-
kyseliny na pryskyfici;

5. Spojeni aktivované aminokyseliny chrinéné skupiny Fmoc (pFipravené v kroku 5) s amino-
kyselinou vézanou na pryskytici (ptipravenou v kroku 2) v roztoku DMF po dobu pfiblizng
30 minut;

6. Promyvani s DMF po dobu 5 minut;
7. Opakovani kroku 3 a7 6 s nasledujicimi aminokyselinami:

aminokyselina
Fmoc—Glu(y-O'Bu)
Fmoc-Glu(y—0'Gu)
Fmoc—Ser('Bu)
Fmoc—Pro
Fmoc-Thr('Bu)
Fmoc-Glu(y-0'Gu)
Fmoc-Val

9. Fmoc-Asp(B-O'Gu)
10.  Fmoc—Pro

11. Fmoc—Leu

12. Fmoc-Leu

13. Fmoc—Val

e il S e

8. Spojeni kyseliny octové s a—N—koncem peptidu vazaného na pryskyfici za podminek
uvedenych v kroku 4 a 5.

9. Promyvani pryskyfice s THF po dobu okolo 5 minut, aby se odstranilo DMF, sra¥eni
pryskyfice, suleni pryskyfice v atmosféfe argonu po dobu 10 minut a v atmosféie dusiku po
dobu dalSich 10 minut za vzniku &istého peptidu vazaného na pryskyfici.

10. Odstepeni peptidu z pryskyfice, pFitemz dochazi k odstranéni chranicich skupin z vedlejsiho -
fetézce aminokyselin smichinim se Stépicim Cinidlem (Cerstvé pripraveny thioanisol
(100 pl), voda (50 pl), ethandithiol (50 kD) a kyselina trifluoroctova (1,8 ml) pti teploté
=5 °C az -10 °C) pfi teplot& 0 °C po dobu 10 az 15 minut a pak pfi teploté okoli po dalsich
1,75 hodiny (plus dal3i piil hodiny pro kazdy Arg(Pmc), je-li ptitomen). Mnozstvi pouziteho
Stépiciho &inidla se stanovi podle nasledujiciho vzorce:
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11. Filtrace a promyti produktu s nefedénou kyselinou trifluoroctovou, pfidani filtratu v 0,5 ml
podilech do centrifugaéni zkumavky, ktera obsahuje pfiblizné 8 ml chladného dietyleteru,
centrifugace a dekantace. Proces se opakuje a% se vysrazi viechny peptidy (jestlize se
vSechny peptidy po pfidani éteru nevysraZi, smés se extrahuje 30% vodnou kyselinou
octovou (3 x 1 ml) a spojené vodné extrakty se lyofilizovaly za vzniku produktu).

12. Pouziti surového peptidu nebo &igténého peptidu na HPLC (za pouziti 7 pm Symmetry prep
CI8 kolony (7.8x 300mm) se smési rozpoustédel s gradientem od 5% do 100 %
acetonitril(voda, 0,1 % TFA) po dobu 50 minut), pak nasleduje lyofilizace za vzniku 35 mg
N —Ac - Val - Leu - Leu - Pro — Asp ~ Val — Glu — Thr - Pro — Set - Glu — Glu — Asp —

CZ 298260 B6

hmotnost pryskyfice ’mno_i'st‘;fi':§tépi_ciho éi'nidl'aj
s vazanym peptidem (mg) [{n)!
T 010 100
102225 200
25 az 50 400
50 az 100 700
100 aZ 200 1. 200

NH,.

Pfiklad 2
N—Ac—Met—Phe—GIy—Asn—Gly—Lys—GIy—Tyr-Art—Gly=Lys—Arg-Ala—Thr—
Thr — Val — Thr — Gly — Thr - Pro — NH,

Pozadovani slouéenina se pfipravila za pouZiti syntetického postupu popsaného v prikladu 1 a
jako aminokyselina &. 1 se pouzila Fmoc—Pro.

Nasledujici aminokyseliny se pfidaly za uréenych podminek:

el e Al S e

[ I T e S S
SO NS R W —O

aminokyselina
Fmoc-Thi('~Bu)
Fmoc-Gly
Fmoc-Thr('Bu)
Fmoc—Val
Fmoc—Thr{'Bu)
Fmoc-Thr(‘Bu)
Fmoc-Ala
Fmoc~Arg(Pmc)

. Fmoc-Lys(Boc)
. Fmoc-Gly
. Fmoc~Arg(Pmc)

Fmoc-Tyt({'Bu)

. Fmoc-Gly
. Fmoc-Lys(Boc)

Fmoc-Gly
Fmoc—Asn(Trt)

. Fmoc~Gly
. Fmoc—Phe
. Fmoc-Met

-29.
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za vzniku 35 mg N — Ac — Met — Phe — Gly — Asn — Gly — Lys — Gly — Tyr—Arg-Gly—Lys -
Arg — Ala - Thr — Thr — Val - Thr - Gly — Thr — Pro — NH,.

Priklad 3

Ac—Gln — Asp - Trp — Ala — Ala — Gln — Glu - Pro — His — Arg - His — Ser — Ile — Phe — Thr —
Pro — Glu — Thr ~ Asn — Pro — Arg — Ala — Gly — Leu — Glu — Lys — Asn — Tyr —
NH,(SEQ ID NO: 40)

Sloucenina uvedena v ndzvu ptikladu se pfipravila za pouZiti syntetického postupu popsaného
v piikladu 1 a za pouziti Fmoc~Tyr('Bu) jako aminokyseliny &. 1. Nasledujici aminokyseliny se
pridaly za urenych podminek: ,

aminokyselina
Fmoc—Asn(Trt)
Fmoc-Lys(Boc)
Fmoc~Glu(y—O'Bu)
Fmoc-Val
Fmoc-Gly
Fmoc-Ala
Fmoc—Arg(Pmc)
Fmoc—Pro

10. Fmoc—Asn(Trt)
11. Fmoc-Thr('Bu)
12. Fmoc-Glu(y—O'Bu)
13. Fmoc—Pro

14, Fmoc—Thr('Bu)
15. Fmoc—Phe

16. Fmoc-Ile

17. Fmoc—Ser(‘Bu)
18. Fmoc—His(Trt)
19. Fmoc—-Arg(Pmc)
20. Fmoc—His(Trt)
21. Fmoc-Pro

22. Fmoc—Glu(y-O'Bu)
23. Fmoc—GlIn(Trt)
24, Fmoc-Ala

25. Fmoc-Ala

26. Fmoc-Trp

27. Fmoc-Asp(B—0'Bu)’
28. Fmoc—GIn(Trt)

za vzniku 40 mg Ac - Gln — Asp — Trp — Ala - Ala - Gln — Glu — Pro — His - Arg — His — Ser -

Ile — Phe — Thr — Pro — Glu — Thr — Asn — Pro — Arg — Ala— Gly — Leu — Glu — Lys — Asn~ Tyr
—NH,.

090N B s W

Pfiklad 4
N —Ac - Arg - Arsn — Pro — Asp — Val - Gly - Gly — Pro - Trp ~NH,

PoZadovana slou¢enina se pfipravila za pouZiti syntetického postupu popsaného v pfikladu 1 a
Jako aminokyselina &. 1 se pouzila Fmoc—Trp. Nasledujici aminokyseliny se piidaly za uréenych
podminek:

aminokyselina
Fmoc—Pro
Fmoc—Gly

W R )

=30 -

[T W

Db Rk e e, M




20

25

30

35

40

45

50

CZ 298260 B6

Fmoc—Gly
Fmoc—Val
Fmoc—Asp(B—0'Bu)
Fmoc-Gly
Fmoc-Asp(B—O'Bu)
. Fmoc—Pro

0. Fmoc—Asn (Trt)

1. Fmoc—-Arg(Pmt)

AN

'—'J—'\DW:‘J

za vzniku 20 mg N — Ac — Arg — Asn — Pro — Asp — Val — Gly — Gly - Pro — Trp —NH,.

Priklad 5
N — Ac — Tyr— Thr — Thr — Asn — Pro— Arg — Lys — Leu — Tyr —~ Asp— Tyr - NH,

PoZadovand sloudenina se pFipravila za pouZiti syntetického postupu popsaného v prikladu & 1 a
Jako, aminokyselina €. 1 se pouzila Fmoc-Tyr(‘Bu). Nasledujici aminokyseliny se pridaly za
uréenych podminek:

aminokyselina
Fmoc—Asp(B—O'Bu)
Fmoc-Tyr('Bu)
Fmoc-Leu
Fmoc-Lys(Boc)
Fmoc-Arg(Pmc)
Fmoc—Pro
Fmoc—Asn(Trt)
Fmoc~Thr('Bu)
Fmoc—Thr('Bu)
Fmoc-Tyr('Bu)

N ol SN

= = © %~

il =

za vzniku 10 mg N — Ac — Tyr — Thr - Thr — Asn — Pro — Arg— Lys — Leu — Tyr ~ Asp — Tyr —
NH,.

Piiklad 6
N-Ac~Pro— Arg—Lys— Leu - Tyr - Asp—NH,

Pozadovana sloudenina se pripravila za pouziti syntetického postupu popsaného v prikladu &, 1 a
jako aminokyselina &. 1 se pouzila Fmoc—Tyr('Bu). Nasledujici aminokyseliny se pfidaly za
uréenych podminek:

aminokyselina
Fmoc-Asp(B-O'Bu)
Fmoc—Tyr('Bu)
Fmoc~Leu
Fmoc-Lys(Boc)
Fmoc—Arg(Pmc)
Fmoc-Pro

Al e

za vzitiku 4 mg N - Ac — Pro - Arg — Lys — Leu — Tyr — Asp — Tyr NH,. MS (FAB) m/z 995
(M+H)'.

Ptiklad 7
N - Ac—Pro-Arg - Lys — Leu— Tyr — Asp - NH,.

Pozadovand sloudenina se pfipravila za pouiti syntetického postupu popsaného v pfikladu &. 1.
Nasledujici aminokyseliny se pidaly za uréenych podminek:
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aminokyselina
Fmoc-Tyr('Bu)
Fmoc—Leu
Fmoc-Lys(Boc)
Fmoc~Arg(Pmc)
Fmoc-Leu

za vzniku 6 mg N — Ac — Pro ~ Arg - Lys — Leu — Tyr — Asp — NH,. MS (ESI) m/z 832 (M+H)',

SR L

Priklad 8 ‘
N - Ac—Pro—Glu-Lys — Arg— Tyr— Asp — Tyr - NH, (SEQ ID NO: 39).

Pozadovana sloucenina se pripravila za pouziti syntetického postupu popsaného v piikladu &. 1.
Jako aminokyselina ¢. 1 se pouZila Fmoc—Tyr('Bu). Nésledujici aminokyseliny se ptidaly za
uréenych podminek:

aminokyselina
Fmoc-Asp(B-O'Bu)
Fmoc-Tyr('Bu)
Fmoc—Arg(Pmc)
Fmoc-Lys(Boc)
Fmoc-Glu
Fmoc~Pro

za vzniku 6 mg N — Ac — Pro — Glu — Lys — Arg — Tyr — Asp — Tyr— NH,. MS (FAB) m/z (1101)
(M+HY",

Al

Priklad 9
N - Ac—Arg - Lys — Leu -~ Tyr— Asp - Tyr — NH,

PoZadovana sloucenina se pfipravila za pouziti syntetického postupu popsan¢ho v pfikladu &. 1.
Jako aminokyselina ¢. 1 se pouzila Fmoc-Tyr('Bu). Nasledujici aminokyseliny se pfidaly za
uréenych podminek:

C. aminokyselina

2. Fmoc~Asp(B~0'Bu)
3. Fmoc~Tyr('Bu)

4. Fmoc-Leu

s, Fmoc-Lys(Boc)

6. Fmoc—Arg(Pmc)

za vzniku 8 mg N ~ Ac — Arg — Lys — Leu — Tyr — Asp - Tyr —NH,.MS (ESI) m/z (898) (M+H)".

Priklad 10
N~ Ac ~Pro— Arg - Lys — Leu =3 -[ -Tyr -NH, (SEQ ID NO: 18)

Pozadovana sloudenina se pfipravila za pouZiti syntetického postupu popsaného v pfikladu ¢&. 1.
Jako aminokyselina ¢. 1 se pouZila Fmoc—Tyr('Bu). Nasledujici aminokyseliny se ptidaly za
uréenych podminek:

aminokyselina
Fmoc-Asp(B-O'Bu)
Fmoc—3-I-Tyr('Bu)
Fmoc-Leu
Fmoc-Lys(Boc)
Fmoc—Arg(Pmc)

O LB W
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7. Fmoc—Pro

zavzniku 2 mg N — Ac ~ Pro — Arg — Lys — Leu =3 ~ -Tyr -NH,. MS (ESD) m/z (1121) (M+H)".

Priklad 11 '
N - Ac —Pro —Arg —Lys —LLeu — Tyr -3 -1 -Tyr -NH, (SEQ ID NO: 6)

Pozadovana sloudenina se pfipravila za pouZiti syntetického postupu popsaného v piikladu &. 1.
Jako aminokyselina €. | se pouZila Fmoc—3-I-Tyr('Bu). Nasledujici aminokyseliny se p¥idaly za
uréenych podminek:

C. aminokyselina

2. Fmoc~Asp(B-O'Bu)
3, Fmoc—Tyr({'Bu)

4, Fmoc—Leu

5. Fmoc—Lys(Boc)

6. Fmoc—-Arg(Pmc)

7. Fmoc—Pro

za vzniku 2,5 mg N — Ac ~Pro ~Arg —Lys —Leu — Tyr -3 I ~Tyr -NH,. MS (ESI) m/z 1121
(M+H)".

Priklad 12
N-—Ac~Lys-Leu— Tyr— Asp—NH,

Pozadovana slouenina se pfipravila za pouZiti syntetického postupu popsaného v piikladu &. 1.
Jako aminokyselina €. 1 se pouZila Fmoc—Asp(O'Bu). Nésledujici aminokyseliny se pridaly za
uréenych podminek: :

C. aminokyselina
2, Fmoc-Tyr('Bu)
3. Fmoc-Leu

4, Fmoc-Lys

za vzniku 2 mg N-Ac— Lys —Leu— Tyr — Asp - NH,,

Pfiklad 13

Pfiprava a separace smési N — Ac - Pro — Arg — Lys — Leu — Tyr — Asp -3 — ' - Tyr’™ -NH; a
N—Ac-Pro— Arg—Lys ~ Leu—3 —I'” - Tyr’™ _NH, (SEQ ID NO: 18) a SEQ ID NO: 6.

Do roztoku s 30 ug N- acetyl —propyl — arginyl — lysyl — leucyl — tyrosyl — aspartyl — tyrosylamid
v 80 ml fyziologického roztoku (PBS) pufrovaného fosforenanem se ptida jedno loZe s jodem
(Pierce, Rockford, IL) a 100 uCi Nal'®. Po 10 minutich se odstrani nadbytek Nal'Z® tim, Ze se
reakéni smés nanese na kolonu Water C18-Light SepPack a sloupec se eluuje vodou pak 0,1 %
TFA v 1:1 %CH;CN/voda a sbiraji se frakce 3 x 200 pl, aby vznikla smds radioaktivnd
znaenych peptidi Tyr'™” a Tyr .

Radioaktivni smés peptidii se nanesla injekci na kolonu C18 HPLC s ekvimolarnim roztokem
chlazenych nosiéi N — Ac — Pro - Arg — Lys — Leu — Tyr — Asp—3 —I - Tyr —NH, a N - Ac —
Pro — Arg — Lys — Leu - 3 — 1~ Tyr - Asp — Tyr — NH,, eluéni éasy se predem uréily na 36 minut
a 38 minut. Kombinovaly se opakované eluce se systémem rozpoustédel z pfikladu 1 a lyofiliza-
ce: v relevantnich frakcich byla pozadovand tatka N — Ac — Pro — Arg — Lys — Leu — Tyr - Asp -
3 -1 -Tyr — NH; s minimalnim zne¢i$ténim s N — Ac - Pro— Arg - Lys ~ Leu =3 — [ — Tyr — Asp
—3 -1 -Tyr—NH,.

-13-
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Obecné metody

Priklad 14
[zolace a €isténi peptidovych fragmentli smycky 5.

Peptidove fragmenty smyky 5 se pFipravily z produktu $t3peni Lys—plazminogenu (Lys-HPg,
Abott Laboratories, Abbott Park, IL) praseéi elastizou (SIGMA, St. Louis, MO) modifikovanou
metodou podle Powell et al. (Arch Biochem. Biophys. 248 (1): 390400 (1986). 1,5 mg prasedi

elastdzy se inkubovalo s 200 mg Lys-HPg v 50 mM Tris-HC] pH 8,0 a smés se michala za -

stalého houpéni pFes noc pfi teplots mistnosti. Reakce se ukonéila pfidanim DPF (diizopropyl-
fluorofosforeénanu, SIGMA) tak, aby kone&na koncentrace byla 1 mM. Smés se michala na hou-
paci michadce po dalsich 30 minut, dialyzovala se proti 50 mM Tris pH 8,0 pies noc a zakoncen-
trovala se. Stépeny plazminogen se nanesl na 2,5 cm x 15 ¢m velkou kolonu lysin—Sepharose 4B
(Brockway, W. J. and Castellino, F. I, Arch. Biochem. Biophys. 151: 194-199 (1972) a kolona
se ekvilibrovala 50 mM Tris pH 8,0 a¥ se doséhla hodnota absorbance 0,05 (pfi vinové délce
280 nm). Tento krok se uskutednil, aby se odstranily libovolné fragmenty, které obsahuji oblast
smycky 1 a/nebo oblast smycky 4 (ob& oblasti vazou lysin). Neabsorbované peptidové fragmenty
smycky 5 se dialyzovaly proti 50 mM pufiru Na,PO,, pH 5,0 a pak se nanesly na kolonu BioRad
Mono-S, ktera se ekvilibrovala stejnym pufrem. Dominantni frakce obsahujici Stépenou &ast
smyCky 5, nestépeny mini~-HPg a zbyvajici proteaza se eluovala 0% a% 20%, 20% a% 50% a 50%
az 70% postupnym gradientem roztoku 20 mM fosfore¢nanu/1 M KCI pH 5,0. Elektroforézou na
gelu se zjistili, Ze peptidové fragmenty smy&ky 5 se eluovaly pki gradientu 50 %. Sebrané¢ frakce
s koncentraénim pikem se dialyzovaly ptes noc proti 20 mM Tris pH 8.0.

Pomoci chromatografie FPLC a DodSO4/PAGE s barvenim st¥ibrem (Coomassie Blue) se stano-
vilo, Ze separované fragmenty smy&ky 5 dosahuji pFinejmensim 95% Cistoty. Sekvenéni analyza
aminoterminalni &sti purifikovanych fragment( ukdzala na pritomnost tfech polypeptidd, jez
maji a~N-termina¢ni sekvence VLLPDVETPS, VAPPPVVLL a VETPSEED, které korespon-
duji s aminokyselinami v pozicich Val**’ a Ser'®®, val*® az Leu™ a Val** az Asp™' sekvence
SEQ ID NO: 1.

Priklad 15
Endotelidlni proliferadni test.

Proliferace endotelidlnich bun&k in vitro se stanovila podle Lingen, et al, Laboratory
Investigation, 74: 476-483 (1996) za pouziti kitu Cell Titer 96 Aqueous Non—Radioactive Cell
Proliferation Assay kit (Promega Corporation, Madison, WI). Bovinni kapilarni (adrendlni)
endotelidlni buiiky se nanesly na desticky s 96 prohlubnémi v hustoté 1000 bunsk na prohluben
desticky v Dulbecco modifikovaném Eagle médiu (DMEM), které obsahuje 10% donorové teleci
sérum a 1% BSA (bovinni sérovy albumin, GIBCO BRL, Gaithesburg, MD). Po.8 hodinach se
buriky nechaly vyhladovét pfes noc v DMEM, které obsahuje 0,1 % BSA, pak se znovu nakrmily
médiem, které obsahuje specifikované koncentrace inhibitoru a 5 ng/ml bFGF (zékladni fibro-
blastovy riistovy faktor). Vysledky testu se upravily jak pro nestimulované buiiky (to znamena4,
ze se nepiidalo bFGF), coZ se pouziva jako zékladni hodnota, a pro buiiky stimulované samot-
nym bFGF (to znamena, Ze se nepfidal inhibitor) jako maximalni proliferace. Kdyz se zkombino-
valy vysledky vice pokusii, vysledky se prezentovaly jako procento zmény v poétu bunék ve
srovnani se samotnym bFGF.

Pfiklad 16
Migraéni test endotelidlnich bungk.

Test migrace endotelialnich bungk se proved] v podstaté podle, P. J. Polverini et al., Methods

Enzymol, 198: 440450 (1991). Bovinni kapilarni (adrenalni) endotelidlni buiiky (BCE, které se
ziskaly od Judah Folkman, Harvard University Medical Schol) se nechaly ptes noc vyhladovét

-34.




15

20

25

30

35

40

45

30

CZ 298260 Bé

v mediu DMEM, které obsahuje 0,1% bovinni sérovy albumin (BSA). Buiiky se pak uvolnily
z podkladu trypsinem, shromazdily se a resuspendovaly se v DMEM s 0,1% BSA v koncentraci

- 1,5 x 10° bungk na ml.-Buiiky se daly na dno modifikované Boydenovy komory s 48 prohlubné-

mi (Nukleopore Corporation, Cabin John, MD). Komora se sestavila, obratila a buiiky se nechaly
pfichytit po dobu 2 hodin pfi teplot¢ 37 °C na polykarbonatové membrany pro chemotaxi (veli-
kost périi 5 pm), pak se pies noc namogily do 0,1% Zelatiny a nechaly se uschnout. Komora se
pak znovu obratila a do kazdé prohlubné horni komory se piidaly testovaci latky (pficemz celko-
vy objem je 50 pl); pfistroj se pak inkuboval po dobu 4 hodin pti teploté 37 °C. Membrany se
pak fixovaly a barvily (Diffquick, Fisher Scientific, Pittsburg, PA) a spoéital se podet bunik,
které migrovaly do horni komory pes 10 silnych silovych poli. Odegetla se zpétnd migrace do
DMEM + 0,1% BSA a data se oznacila jako poSet bun&k migrujicich pfes 10 vysokych silovych
poli (400x) nebo v pfipadg, Ze se zkombinovaly vysledky z vice experimentd, vyjadfuji se jako
procento inhibice migrace ve srovnani s pozitivni kontrolou. Vysledky jsou uvedeny v tabulce &. 1.

Priklad 17
Ukinek peptidovych fragment smycky 5 na proliferaci endotelidinich bungk in vitro.

Stanovil se dginek peptidovych fragmentd smy&ky 5 na proliferaci endotelialnich bundk in vifro
za pouZiti shora popsaného testu proliferace endotelialnich bungk. Pfi téchto experimentech se
pipravily peptidové fragmenty smycky 5 podle ptikladii 1 a% 14 a testovaly se riizné koncentrace
vrozmezi piiblizné 100 az 1000 pM. Jako kontrola maximAlni proliferace se pouZilo bFGF.
Peptidovy fragment smycky 5 se sekvenci SEQ ID NO: 3 byl Gdinny p#i inhibici proliferace
bunék BCE v zavislosti na divce. Koncentrace peptidového fragmentu se sekvenci SEQ ID
NO: 3, pfi které se dosahne 50% inhibice (EDso) je pEiblizné 300 nM. Naopak EDsp u smyéek 1
az 4 je 135 nM.,

Utinek peptidovych fragmenti jiné smycky na inhibici proliferace bunék BCE se uvadi v tabulce
€. 1. Peptidovy fragment smycky 3 vykazuje nejniz3i (€inek pfi inhibici proliferace bunék BCE
(hodnota EDs, je 320 nM), peptidové fragmenty smycek | — 4 (hodnota EDs, je 135 nM) a
peptidové fragmenty smyéek | —3 (hodnota EDs; je 75 nM). Neji&inndj3i pii inhibici proliferace
bun¢k BCE je peptidovy fragment smy&ky 5 s hodnotou EDsq 0,3 nM.

Priklad 18
Utinek peptidovych fragmentl smy&ky 5 na migraci endotelialnich bunék in vivo.

Za pouziti popsaného testu migrace endotelidlnich bundk se také stanovil G&inek peptidovych
fragmentd smy&ky 5 na in vitro migraci endotelialnich bunék. Peptidové fragmenty smycky 5
inhibovaly migraci bungk BCE v zévislosti na divce, pti¢em2 hodnota EDs, je pFiblizng 300 pM.
Koncentrace peptidovych fragmentii smycky 5 nutnd pro maximalni inhibici bungk BCE, také
inhibovala buiiky PC-3 a MDA 486. Tento vysledek, kdyZ se spoji dohromady s vysledkem
z piikladu 2, ukazuje, Ze inhibice stimulace proliferace a migrace bunék BCE peptidovymi
fragmenty smy&ky 5 je pro endotelidlni buiiky silna a specificka. To viak neplati v pfipadé
normdlnich a nadorovych bungk. :

Nasledujici pfiklady jsou pouze ilustrativni a neomezuji vynalez na doloZené latky. Varianty a
zmeny, které jsou odbornikiim v oboru zfejmé, spadaji rovnéz do rozsahu a charakteru predio-
zeného vynalezu, ktery je piné definovan v pfilozenych patentovych nérocich. V tabulce &. 1 jsou
uvedeny hodnoty EDs, které se ziskaly pfi inhibici proliferace bunék CBE a migrace bungk
fragmenty riznych smy&ek in vitro. Peptidové fragmenty uvedené v tabulce se znadi vzhledem
k jejich odpovidajici frekvenéni homologii se sekvenci SEQ ID NO: 1. Symbol “** oznaluje data
prevzata z publikace Marti et al., Eur. J. Blochem 219: 455462 (1994) a symbol “— oznaduje
pfipady, kde data neexistuji.
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Tabulka &. 1
Proteinovy fragment z SEQ | Antiproliferadni Inhibice migrace
ID NO: 1 aktivita bun&k BCE.| bun&k HMYEC
(EDso) (EDso)

smytky 1-4 (angiostdtin)» 135 nM 160 oM

smy&ka I (Tyr* -Glu'®%) » 330nM - T
smy&ka 2 (Glu'®'-Thr***) » | nema aktivitu =
smy¢ka 3 (Thr**?-Ser’**) « |460.nM i -
smylka 4 (Val' 7 7-Val?®’) = | bez aktivity -

smyEky 1-3 (Tyr*:Pro’>y | 75 1M T 160nM
*
Smytky 23 (G Ser ) |- |-

-

smy&ka 5 (Val*-Ala™) » [250pM 200 pM
smytka 5 (Val PAl )= |- 240 pM.
"smyék_a-sﬁ_(jval‘“‘*’-A_la543)f * - ' 220 pM
[smytka 5 (Val"™>-Pre™) » |60 nM Ts5aM
.;lémyéka.s (-V_al,“é;.?hé“{’). P e
‘smy'éka 5 -(V’al”‘.ﬂPhé‘s“) x |- — -
smytky 4-5 (Val Al | - 780 pM

*

smy&ky 4-5 (Val>>-Phe” %) _ -

| *

N-Ac-Val*”-Asp™-NH, |- >1mM
.N-A‘c‘-M‘et“’%Rro’”-NHz - > 1'mM

AN-Ac-GIn™™*-Tyr"".NH; |- ) | 100 uM
jN,A-c-A;rg-s‘J-T;9523'—NH5 P 1500 pM
[NAcTy e P e g, |- 200'pM

| N-Ac-Pro’*-Tyr’*’-NH;. - R  120:pM
NAcProPAp ™ NE; |- 133 pM
N-Ac-Pro™ U Tyr " .NH; |- } 160 nM
N-AcArg *-Tyr"NH; |- 180 pM

N-Ac-Pro -Afg-Lys-Leu-3- | - S 1000M
I-Tyr-Asp-Tyr-NHy
N-Ac-Pro. -Arg-Lys-Leu- | - | ' 400 pM
Tyr-Asp-3-1-Tyr-NH;,
N-Ac-Lys -Tyr "-NH, |- |
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Pfiklad 19
Rekombinantni exprese fragmentii smygky 5 v Pichia pastoris.

A.  Produkce cDNA kédujici fragmenty smyZky 5 PCR:

PCR se pouZilo pro generaci cDNA fragmentfi, které kéduji peptidové fragmenty smycky 5,
JejichZ aminokyselinovd sekvence lezi (1) mezi aminokyselinami sekvence SEQ ID NO: 1
v pozicich 450 az 543 (K5A), jejichZ aminokyselinova sekvence le¥i (2) mezi aminokyselinami
sekvence SEQ ID NO: 1 v pozicich 450 az 546 (K5F), (3) jejichz aminokyselinové sekvence lezi
mezi aminokyselinami v pozicich 355 a7 543 (K4-5A) jejichz aminokyselinova sekvence le{ (1)
mezi aminokyselinami sekvence SEQ ID NO: 1 v pozicich 355 a% 546 (K4-5F) a které se
pouzivaji pro klonovani a expresi v eukaryontnich a prokaryontnich hostitelich. Fragmenty DNA
se generovaly za pouziti cDNA, ktera kéduje lidsky plazminogen (ziskaly se od Dr. E. Reich,
State University of New York, Stony Brook, NY) a které se pouZiva jako templatova DNA, a
dopfednych a reverznich primeri (ziskaly se od firmy Operon Technologies, Inc. Alameda, CA),
Jak je uvedeno déle v textu:

5 - ATTAATGOATCCTTGGACAAG AGGC TG TTCC AGATGTAGAGACT -3 ¢ SEQ .ID NO:2
5+ -ATTARTGGATCCTTGCACAAGAGGETCCAGGACTRCTACCATGST -3 / SEQ "ID; NO:3

|5 - AT AATCTCOAGECATG T TAGGCCGCACACTGATGEACA -3 SEQ ID NG:4
L5 - ATTARTCFCGAGGCATCCTTARANTGAAGGGOCCGCACACT-3 ' . | SE0 1D Noss

Amplifikace PCR se provedla za pouZiti primerti se sekvencemi SEQID NO: 2 a SEQID NO: 4
(pro fragment K5A), SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 5 (K5F), SEQ ID NO: 3 a SEQ ID No: 8
(K4-5A) a SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO:5 (K4-5A) za standardnich podminek pro PCR, To zna-
mend, Ze reakéni smés pii celkovém reakénim objemu 100 ul obsahuje 200 pM kazdy dNTP, kde
Nje A, T, GaC, 0,2 uM kazdého primeru, priblizng 10 ng templatové DNA a 1 jednotku Vent®
DNA polymerazy (New Engfand Biolabs). Amplifikace probéhla celkem v 25 cyklech (1 cyklus
=94 °C po dobu jedné minuty, 48 °C po dobu dvou minut, 72 °C po dobu 1 minuty) na pfistroji
DNA Therman Cycler 480 (Perkin Elmer, Foster City, CA). Po amplifikaci s¢ produkty PCR
Cistily na gelu, §t&pily restrikénimi endonukleszami Bami I a Xho I (New England Biolabs),
ligovaly se do modifikovaného expresivniho vektoru Pichia (pHil-D8, uvedeno dale v textu),
ktery je St€pen stejnymi enzymy a transformuje se elektroporaci do bundk HB10I (BioRad).
Z individudlnich kloni se pfipravila DNA a §t&pila se restrikénimi enzymy a podrobila se sekven-
¢ni analyze za Celem identifikace klond, které obsahuji inzerty se spravnou sekvenci a ve spriv-
né orientaci. Plazmidy z pozitivnich klonii se transformovaly do kmene GS 115 Pichia pastoris
(Invitrogen, Carlsbad, CA) s ohledem na instrukce vyrobce. Za itelem identifikace pozitivnich
klonit v Pichia se buiiky kultivovaly v 5 ml média BMGY (Invitrogen) pfi teploté 29 °C, buiiky
se shroméZdily centrifugaci a resuspendovaly se za GSelem exprese v médiu BMMY (Invitrogen)
0 objemu 0,5 ml. Po inkubaci pfi teplot& 29 °C po dobu 2 dni se supernatanty kultury shromazdi-
ly a alikvoty se analyzovaly na SDS—PAGE a technikou western blot podle metod, které jsou
dobfe zndmy v oboru. SDS-PAGE gel je na obr. &. 6.

B. Konstrukce expresivniho vektoru pHil-DS$:

Expresivni vektor Pichia pHil-D8 se konstruoval modifikaci vektoru pHil-D2 (Invitrogen), aby
zahmoval syntetickou vedouci sekvenci za ¢elem sekrece rekombinantniho proteinu (obr. 5).
Vedouci sekvence 5'~ATGTTCTCTCCAATTTTGTCCTTGGAAATTATTITAGCTTTGGC-
TTTGCAATCTGTCTTCGCTCAGCCAGTTATCTGCACTACCGTTGGTTCCGCTGCCGAG-
GGATCC-3" (SEQID NO: 9) kéduje sekre¢ni signal PHO1 (podtrZzeno jednoduchou &arou)
operativné spojeny s pro-peptidovou sekvenci (vyznageno tuénym pismem) pro §tépeni KEX2.
K vytvofeni konstruktu pHil-D8 se pouzilo PCR, kde se jako templat pouZil pHil-S1 (Invitro-
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gen), protoZe tento vektor obsahuje sekvence kédujici PHOI, dopfedny primer (SEQ ID NO: 7)
odpovidd nukleotiddm 509 a2 530 pHil-S1 a reverznimu primeru (SEQ ID NO: 8), jehoz
nukleotidova sckvence kéduje pozdni éast sekreéniho signalu PHO! (nukleotidy 45 az 66 sek-
vence SEQ ID NO: 9) a pro-peptidovou sekvenci (nukleotidy 67 az 108 sekvence SEQ ID NO:
9). Sekvence primeru (ziskaného z firmy Operon Technologies, Inc. Alamede, CA) jsou uvedeny
dale v textu:

5 -GAAACTTCCAAAAGTCGCCATA-3" SEQ ID NO:
7
57 | | SEQ ID NO:

{ ATEAATGAATTCCTCGAGCGGTCCGGGATOCCTCGGCAGC | 8
GGAACCAACGGTAGTGCAGATAACTGGCTGAGCGAAGATT
GCAAAGT A=Y

Amplifikace se uskute¢nila v 25 cyklech, jak se popisuje v ptikladu 19. Produkt PCR (pfiblizné
500 bp) se &istil na gelu, 3tépil se restrikénimi endonukledzami BipI a EcoRI a ligoval se do
vektoru pHil-D2, ktery se §tépil stejnymi enzymy. DNA se transformovala do bunk bakterii
£.coli HB 101 a 3tépenim restrikénimi enzymy a sekvenéni analyzou se identifikovaly pozitivni
klony. Jeden klon, ktery vykazuje spraviou sekvenci se oznagil pHil-D8.

Piklad 20
Rekombinantni exprese peptidovych fragmentd smy&ky 5 v bakterii,

Restrikéni a jiné modifikujici enzymy stejné jako jina &inidla se ziskala z komer&nich zdroji.
Primery se syntetizovaly v Abbott Laboratories na automatickém syntetizatoru podle standard-
niho postupu, ktery je dobfe znam v oboru.

DNA peptidovych fragmentti smy&ky 5 se také generovaly PCR amplifikaci za G¢elem klonovani
a exprese do bakteridlnich bunék (E. cofi). Zakladni pfistup byl vytvotit fragmenty PCR pozado-
vanych kédujicich sekvenci snebo bez terminagnich kodond, kinazovych koncii a klonovani
fragmentii piimo do zvolenych vektorii. Vektorové konstrukty se pak transformovaly do vhod-
nych hostitelskych bunék a kolonii, kter¢ se testovaly PCR s primery vektoru za ugelem potvrze-
ni pitomnosti inzertu. Za fhelem stanoveni orientace inzertu se v reakcich PCR vykazujicich
pfitomnost inzertu v klonech provedla ptima PCR za pouziti jednoho vektorového primeru a
Jednoho primeru inzertu.

A. Pfiprava fosfatizovanych vektor s tupymi konei:

Popis expresivnich vektori, které jsou pouzitelné pii bakterialni produkei peptidovych fragmenti
smyCky 5, se uvadi v tabulee &. 2.

-38-




20

CZ 298260 B6

Tabulka &. 2

vekior h zdroj . ”rcs.t‘rik'cp':'-. enzy_ﬁly faze
UpET [ wodifikovany. | Sapi neni
pET21d podle
Abbotta ,
UpET:HTh [ modifikovany  Sap! rozeznavd N-
pET21d: podle | termindlni  His6-
Abbotta , | trombin
UPET-Ubi | modifikovany -~ |Sapl  Irozemmivd -
-pET21d podle { termindlni  His6-
Abbotta | ubiquitin-
S . “enterokindzi
PET32a " | Navagen [Neol + Xkl | tozeznava
thioredoxin, a
enterokinazu
POEX-4T-3 Pharmacia® | ZcoRl+ Notl | GST
pCYE3 " [New  England | Neol #Sapl | C-termmalni intein |
Biolabs | |

Vsechny vektory se nejdfive izolovaly na kolonach Qiagen v souladu s instrukcemi vyrobce
(QlAgen, Inc., Santa Clarita, CA). Vektorovi DNA (1 png) se Stépila vhodnymi restrik&nimi
enzymy (tabulka €. 2) ve 20 pl pufru NEB4 (New England Biolabs), ktery obsahuje 100 pg/mi
bovinniho sérového albuminu (BSA). Reakce se rychle centrifugovala a do smési se pridalo 20 ul
deionizované vody, 0,4 ul smési INTP (Pharmacia®; 20 mM kazdého dNTP)a 0,25 ul klonované
DNA polymerazy pfu (Stratagene®; 2,5 jednotek/ul) a vse se inkubovalo pfi teplots 65 °C po
dobu 20 minut, pficem? dojde k zaplnéni konci vektoru. Reakéni smds se znovu kratce
centrifugovala a pfidalo se 4 pl fed&né teleci intestinalni fosfatizy (GIBCO BRL, Gaithersburg,
MD; celkem 5 jednotek). Smés se pak inkubovala pi teplots 50 °C po dobu jedné hodiny. Do
reakce se pfidalo 5 ul 10% SDS, 2 {15 M NaCl, 2 ul 0,5 M EDTA a 45 pl vody a vie se krétce
centrifugovalo a pak se inkubovalo pii teplots 65 °C po dobu 20 minut. Reakce se extrahovala
tfikrat pufrem saturovanou smési fenol-chloroform (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD;) a jednou

chloroformem. Vodn4 féze se Cistila na kolons CHROMA SPIN™ 1 000 TE (CLONTECH, Palo
Alto, CA).

B. Tvorba DNA fragmentd PCR:

Pripravily se primery PCR na zikladé publikované sekvence pro lidsky plazminogen (SEQ ID
NO: 12) a jejich sekvence je uvedena dale v textu:

[5- GTCCAGGACTGCTACCAT3: SEQ ID NO: 10
|5~ CTGCTTCGAGATGTAGAGAS’ SEQ IDNO: 1]
|5~ TTATTAGGCCGCACACTGAGGGAY” | SEQ 1D NO: 13
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Jestlize neni uvedeno jinak, viechny PCR se provedly DNA polymerizou pfu a v pufru
(Stratagene®) za pouziti 200 UM kazdého dNTP a 1 pM kazdého primeru. Pouzivani sada
primeri ma sekvence SEQ ID NO: 11 a SEQ ID NO: 13 (v ptipad€ K5A) a SEQ ID NO: 10 a
SEQ ID NO:13 (v pfipadé K4-5A). Jako templét se pouzil vektor pHil~D8, ktery obsahoval K4—
K3A (popsany v pfikladu 19). Pfed tim nez se pouzil jako templét, uvedend DNA se §tépila
restrikénim enzymem Dral (ktery $t&pi DNA na nékolika mistech vné smyCkovych oblasti) za
icelem eliminovat pozadi zpisobené vektorem pHil-D8 pti transformacich. Do reakce PCR
0 objemu 50 pl se pouZilo pfiblizng 10 ng templatu. Reakce PCR probehly pfi teploté 94 °C po
dobu 2 minut; pak 15 cyklil p¥i teplots 94 °C po dobu 30 sekund; 49 °C, | min.; 72 °C, 4 minuty;
a 72 °C po dob u7 minut. Po PCR reakei se pfidalo 0,5 ul 100 mM ATP a 5 Jjednotek T4 kindzy a
reakce se inkubovala pi teploté 37 °C po dobu 20 minut za iéelem upravit konce kinazou. Smés
se pak zahfila na teplotu 68 °C po dobu 15 minut a &istila se na kolon& S400—HR (Pharmacia®)
za (i¢elem ligace.

C. Ligace fragmenti PCR do expresivnich vektora:

Sest rekombinantnich konstruktii (specificky (i) KSA v UpET-PS3, (ii) K5A v pET32a, (iii)
K4-5A vUpET-PS3, (iv) K4-5A vUpPET-Ubi, (v) K4-5A v pET23a a (vi) K4-5A
v pGEX-4T-2( se pfipravilo nasledovnd: vektor upraveny fosfatizou s tupymi konci (1 pl
zkroku A shora v textu) a fragment PCR (1 pl z kroku B shora v textu) se ligoval do celkového
objemu 5,5 pl pomoci kitu Rapid Ligation kit, pficemZ se postupovalo podle instrukci vyrobee
(Boehringer-Mannheim Corp., Indianapolis, IN). Ligaéni smés (1 pl) se pak transformovala do
20 pl kompetentnich bungk (XL1-Blye superkompetentni butiky nebo XL-2-Blue Ultra-
kompetentni buriky (Stratagene®)) podie instrukci vyrobce. Rekombinantni bufiky se selektovaly
na plotnach s LB~Amp agarem (MicroDiagnostics, Lombard, [L).

D. Studie extrese:

Vektory pGEX se exprimovaly v bakteriich £. coli X1.1-Blue nebo XL2—Blue. Vsechny ostatni
vektory se izolovaly a retransformovaly do bakterii £, coli BL2 1(DE3) (Novagen) podle instrukci
vyrobee. Jednotlivé kolonie se inokutovaly do 2,5 ml LB/Amp a michaly se pti 225 ot/min.; pfi
teploté 37 °C, pfes noc. Kulturou kultivovanou pfes noc (0,5 ml) se pak inokulovalo 50 ml
LB/Amp ve kultivaénich nédobach o objemu 250 m1 a michalo se pfi 225 ot./min pfi teplots
37°C aZ hodnota OD600 byla mezi 0,5 az 0,6. Pak se pfidal izopropyl-1-thio—p-D~galakto-
pyranozid (IPTG, 100 mM) tak, aby kone¥na koncentrace byla 1 mM. Kultura se michala pii
225 ot./min. pfi teplot& 30 °C po dobu 3 hodin a pak se buriky centrifugovaly na dno kultivagni
nadoby. Vzorky se pfipravily pro Géely testu SDS—PAGE za pouZiti znamych metod. Pfedchozi

- experimenty ukazuji, Ze buiiky nesouci K5A/pET32a, K4-5A/pET32a a K4-5A/pGEX produkuiji

vétsinu rekombinantniho proteinu. Kultury t&chto klond se pak analyzovaly SDS-PAGE za
ucelem zjistit, zda produkt exprese je rozpustny nebo nerozpustny. Jak je zobrazeno na obr. &. 7
konstrukce KSA/pET32a produkuje rekombinantni protein, kiery je skoro zcela rozpustny
{porovnej drdhy S a P Trx~-K5A), zatimeco konstrukee K4-5A/pGEX produkuje protein, ktery je
rozpustny pouze ze 75 %.

E.  Konstrukee vektord modifikovaného podle Abbotta:
i. Priprava kazet VBI, VB2, VB3 a VB4:

Kazety VBI, VB2, VB3 a VB4 se pripravily jako syntetické DNA za pouziti metod, které jsou
dobfe znamy v oboru. Sekvence synVBI, synVB2, synVB3 a synVB4 se uvadi dale v textu:

-40 -




CZ 298260 B6

synVE1 { 5 -AGCGTCTCATGAAGAGC TCCCTCACC TTCOEGTGOGCCTITCTGS SEQ ID NOil4|
"c;cChﬁbécccccmccwmwmccccemccccCCTAATGAGCGG
GCTT T T PTG CTCP T ATAG TG ACTGAGACGTCG-3 1

[
2
!

synVB2 | 5 - AGEGTCTCAGGTGGTCGTCATCACCATCACCATCACGETGATGET | SEQ ID 'NO:15
: C’I"GG'I‘GCCGCGCGGCAGC’I?GMGAGCTGGCTCAI;C’ITCGGG'P_GGGCCT
TICTGCGCCTTERCGCGCCAACCTTAATTARCCGEGAGCCCGCCTAAT
| GAGEOC M M T T PG P T TCACGAGACGTEG 37

synvVE3 . -5—'--'AGcc'chc.gccTgc'z:ccTcATcAccATCAqc;-mc_:acqsmcfrsm SE¢ ID N,o":ls '
;.TGAAG-AG‘C:TGGmCAccmceccmccccmc'rccc;cc'r'rcgcc_ec;c
: ‘c‘AACéﬂAATTAACdG‘ccAc'cccccch*mrchcmcscmﬂrmc
;TCTTcAecAéACGTc'--é"Z‘_ )

synVB4 '5'eAc'ccth:;cggcmcmchmqnccATcacpa'rcag,ccmcmcqr' 1SEQ 1D No:17|
GATGACGATGACARGTGAAGAGCTGGCTCACCTTCOGGTGGGCCTTTS. | |
'r"‘cc'c‘cc"t-rc'cccccccAACCWAATTAACCGGG}MCCGCCTMNAG
CGEGCTTTTTTTTGCTC TICACGAGACGTEG 3"

Kaidi syntetickd sekvence se pFipravila jako dvoufetézcova a klonovala se do vektoru
PCR-Script Cam” (Stratagene®) podle instrukei vyrobee; klony se spravnou sekvenci se-pak.
izolovaly podle standardnich postupii. 5 pug &isténé DNA se Stépilo 8 jednotkami restrikéniho.
enzymu BsmB{ pfi teploté 55 °C pii reakci o objemu 20 pl v pufru 1x NEB4 obsahujicim.
100 pg/ml BSA. Reakee se kritce centrifugovala a pfidalo se 20 pl deionizované vody, 0,4 ul
smési ANTP (Pharmacia®, 20 mM kazdého dNTP} a 0,25 ul klonované pfu DNA polymerazy
(Strategene®; 2.5 jednotky na jeden mikrolitr) a reakce se inkubovala pfi teploté 65 °C po dobu
20 minut, pfi€emz se zaplnily konce. DNA se pak podrobila elektroforéze na 3% agarozovych:
gelech 3% MetaPhor" (FMC, Rockland, Maine) v pufru 0,5 x Tris-acetat-EDTA (TAE). Pruh:
DNA kazety se pak vyfizl z gelu a DNA se eluovala zmrazenim gelu a centrifugaci pufru pies.
naplii Ultrafree” Probind (MILLIPOORE Corp., Bedford, MA). Pak nésleduje sraZeni izo-
propanolem, pfi¢emZ se jako nosi& pouzil Pellet Paint™ (Novagen). DNA (cfVBI, cfVB2, ¢fVB3
a cfVB4) se promyla 70% ethanolem, kratce se susila a resuspendovala se v 25 ul pufru Tris—
EDTA (TE).

1) Konstrukce UpET:

Vektor pET21d (Novagen) se 3tpil restrikénim enzymem Sapl, dile se aplikovala T4 DNA
polymerdza +dGTP, nukledza fazole mungo, pak DNA polymeraza | Klenow fragment a vektor
se znovu ligoval. Testovaly se jednotlivé kolonie za néelem selekce plazmidu, ve kterém se
eliminovalo existujici restrikéni misto Sgp/. Uvedena DNA se pak St€pila restrikénimi enzymy
Neol + BamHI a ligovala se do sekvenci 5'~-CATGTGAAGAGC—3' (SEQ ID NO: 19) +
S-GATCGCTCTTCA-3' (SEQ ID NO: 20) za Géelem zavedeni jediného restrikéniho mista
Sapl. Citéna a ovéfens klonovana DNA se Stépila restrikénimi enzymy Sapl + HindIII, upravily
se tupé konce a aplikovala se fosfataza, jak se popisuje shora v textu. DNA se ligovala do kazety
cfVBI, transformovala se do bakterii E. coli a ty se nanesly na plotnu s LB-amp. Kolonie se
pfenesly sterilni $pickou pipety na plotny s LB-Amp agarem a do 20 pl AmpliTaq® PCR smési
(Perkin Elmer) v destitkich Costar Thermowell, které obsahuji 1 pM kaZzdého vektorového
primeru o sekvenci 5~AGATCTCGATCCCGCGAA-3' (dopfedny primer, sekvence SEQ ID
NO:21) a S'-ATCCGGATATAGTTCCTC-3' (SEQ ID NO: 22). Reakce se zahtdly na teplotu
94 °C po dobu 30 sekund; a pak s¢ zpracovavaly na termélnim cykleru GeneAmp 9600 pii
30 jednotlivych cykiech: pii teploté 94 °C po dobu 5 min; 40 °C po dobu 1 Minuty; 72 °C po
dobu 2 minut. 10 pl z kazdé reakce se nechalo b&Zet na agarozovych gelech. Za Giéelem stanoveni
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orientace kazety se 0,25 pl testu PCR reakce o spravné velikosti pridalo do &erstvé reakce, ktera
obsahovala reverzni vektorovy primer a primer kazety S-CGGGCTTTTTTTTGCTCTTA-3'
(SEQ 1D NO: 23). Reakce se amplifikovaly v dalich deseti stejaych cyklech, jako je uvedeno
shora v textu. Koneéné vektory se sekvenovaly za pouziti standardniho postupu a jeden kion se
oznacil jako UpET.

iii. Konstrukce UpET-HTh:

UpET se 5tépil restrikénim enzymem Sapl a upravily se tupé konce, poté se aplikovala fosfatéza
za celem klonovani. Fragment se ligoval do kazety ¢fVB2, ta se transformovala a jednotlivé
kolonie se testovaly a provedla se sekvenéni analyza za tiéelem stanoveni shora popsané ligace
cfVBI. ‘

iv. Konstrukce UpET-H:

UPET se 3tépil restrikénim enzymem Sapl a upravily se tupé konce, poté se aplikovala fosfataza
za Celem Klonovani. Fragment se ligoval do kazety cfVB3, ta se transformovala a jednotlivé

kolonie se testovaly a provedla se sekvenéni analyza za G€elem stanoveni shora popsané ligace
cfVBI.

v.  Konstrukce UpET-Ubi:

Fragment PCR koédujici ubiquitin S. cerevisiae se generoval za pouZiti Ultma DNA polymerazy a
pufru (Perkin Elmer), 40 uM kazdého dNTP, 1 UM kaZdého zprimeri o sekvenci
5'-CAGATTTTCGTCAAGACTT-3' (Ubi-5p, SEQ ID NO: 24) a 5'-ACCACCTCTTAGCC-
TTAG-3" (Ubi~3p, SEQ ID NO: 25) a 1,75 ug kvasinkové DNA pii teploté 94 °C po dobu
2 minut, pak prob&hlo 25 jednotlivych cykli pii teploté 94 °C po dobu 1 minuty; 40 °C, po dobu
1 minuty; 72 °C po dobu 2 minut; pak 72 °C po dobu 7 minut. Fragment PCR vznikl z 20 ng
PET15b (Novagen) za pouZiti primerd se sekvenci S—CATGGTATATCTCCTTCTT=3
(PET3p-ATG, SEQ ID NO: 26) a 5'-TGAGCAATAACTAGCATAAC-3' (T7RevTerm, SEQ
ID NO: 27) pfi teploté 94 °C po dobu 2 minut, pak probéhlo 10 cykla pfi reZimu 94 °C po dobu
45 vtefin; 42 °C po dobu 1 minuty; 72 °C po dobu 15 minut; pak 72 °C po dobu 7 minutu, PCR
fragmenty pro ubiquitin a odvozeny od pET15b se Cistily na gelu a ligovaly se za pouZiti BRL T4
lighzy a liga¢niho pufru. Fragment PCR T7 promotor—ubiquitin (T7-ubiquitin) se vytvoiil PCR
reakei, kde ligadni smés slouZila jako templat a pfidaly se Ultma DNA polymeriza a primery se
sekvencemi 5'~AGATCTCGATCCCGCGA-3' (pET5p, SEQ ID NO: 28) a SEQ ID NO: 25 pfi
teploté 94 °C po dobu 2 minut a pak probghlo 25 cykll v rezimu: teplota 94 °C po dobu 30
sckund; teplota 42 °C po dobu 1 minuty; teplota 72 °C po dobu 3 minut; pak teplota 72 °C po
dobu 7 minut. PCR fragment T7-ubiquitinu se &istil na gelu, ' '

PCR fragment pfirozeného lidského Stromelysinu se pfipravil za pouZiti Ultma DNA polymerazy
(ak je wuvedeno shora) sprimerem se sekvenci S-TTAGGTCTCAGGGGAGT-3'
(Strom-3p, SEQ ID NO: 29} a primerem upravenym kindzou o sekvenci 5-TTCAGAACCT-
TTCCTGGCA-3" (Strom-5p, SEQ ID NO: 30) a za pouziti pfiblizné 20 ng templatu (to je
stromelysin klonovany do pET3b (Novagen)) pfi teplots 94 °C po dobu 2 minut, pak probéhlo 15
cykli pii reZimu teplota 94 °C po dobu | minuty; teplota 44 °C po dobu 1 minuty; 72 °C po dobu
2 minut; pak 72 °C po dobu 7 minut. PCR reakce s fragmentem stromelysinu (10 pl) se ligovala
s 100 pmol denaturovanych oligonukleotidd se sekvencemi Y~AGCGGCGACGACGAC-
GACAAG-3" (Ek-Cut-5p, SEQ ID NO: 31) a §—CTTGTCGTCGTCGTCGCCGCT_3" (Ek-
Cut-3p, SEQ ID NO: 32, kéduje §tépici misto enterokindzy) ve 40 pl BRL ligizy a ligagniho
pufru. PCR fragment nesouci misto pro Stépeni enterokinazou-ptirozeny stromelysin (Ek—
stromelysin) se pfipravil reakci PCR, kde se jako templat pouzil 1 pl ligaéni smési, primery SEQ
ID NO: 29 a primer upraveny kindzou o sekvenci SEQ ID NO: 31, Ultma DNA polymeriza a
pufr. PCR zagala pii teplot& 94 °C po dobu 2 minut; pak probéhlo 10 cykli v rezimu: teplota
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94 °C po dobu | minuty; teplota 44 °C po dobu 1 minuty; 72 °C po dobu 2 minut; pak 72 °C po
dobu 7 minut. PCR fragment Ek—stromelysin se Sistil na gelu,

Fragmenty T7-ubiquitin a Ek—stromelysin se ligovaly dohromady BRL ligazou v ligaénim pufru.
PCR fragment T7-ubiquitinu—Ek-stromelysinu se pak pfipravil reakei PCR, kde se jako templat
pouZila ligatni smés a Ultma DNA polymer4za a primery se sekvencemi SEQ ID NO: 28 a SEQ
ID NO: 29. PCR reakce zatala pfi teplots 94 °C po dobu 2 minut; pak probéhlo 25 cykld v rezi-
mu: teplota 94 °C po dobu 30 vtefin; teplota 42 °C po dobu 1 minuty; 72 °C po dobu 6 minut;
pak 72 °C po dobu 7 minut.

PCR fragment vznikl PCR reakei, kde se pouzil jako templat plazmid stromelysin—pET3b, dale
se pouzily primery se sekvencemi SEQ ID NO: 26 a SEQ ID NO: 30, KienTaq (AB Peptides,
St. Louis, MO) a pfiu DNA polymerazy. PCR reakce zakala pii teploté 94 °C po dobu 2 minut;
pak probéhlo 15 cykli v rezimu: teplota 94 °C po dobu 30 vtefin; teplota 42 °C po dobu 2 minut;
68 °C po dobu 20 minut. Tento PCR fragment se smisil s PCR fragmentem T7-ubiquitin—Ek—
stromelysin ‘'a smés se transformovala do kompetentnich bun&k BRL DH50 s maximalni
i¢innosti. Spravné klony se identifikovaly izolaci plazmidové DNA. Transfekce do BL21(DE3) a
studovana exprese se popisuje shora v textu,

PCR fragment zkonstrukce ubiquitin—Ek se vytvofil ze spravného expresivniho plazmidu -
T7-ubiquitin—Ek-stromelysin pouZitim PCR reakce s primery se sekvencemi SEQ ID NO: 24 a
SEQ ID NO: 32 a s pfu DNA polymerézou. PCR reakce zatala pfi teploté 94 °C po dobu 2 minut;
pak probéhlo 20 cyklii v rezimu: teplota 94 °C po dobu 30 vtefin; teplota 40 °C po dobu 1 minu-
ty; 72°C po dobu 3 minut; pak 72°C po dobu 7 minut. Fragment se ¢istil pomoci kolony
Pharmacia $-400 HR Spin a ligoval se do kazety VBCI za pouZiti kitu Rapid DNA Ligation.
PCR fragment vznikl reakei PCR, kde se jako templat pouZila ligadnf smés a primery se sekven-
cemi SEQ ID NO: 24 a 5'-TGAAGAGCAAAAAAAAGCCCG-3’ (SEQ ID NO: 33) a pfu DNA
polymeraza. PCR reakce zaala pii teplots 94 °C po dobu 2 minut; pak probéhlo 20 cyklii v rei-
mu; teplota 94 °C po dobu 30 vtefin; teplota 40 °C po dobu 1 minuty; 72 °C po dobu 2 minut;
pak 72 °C po dobu 7 minut. PCR fragment se upravil kindzou a ligoval se do vektoru Upet-H,
ktery se za t&elem klonovani upravil na fragment s tupymi konci a aplikovala se fosfataza.
Liga¢ni smés se transformovala do kompetentnich bunék a kolonie se testovaly pomoci PCR, jak
se popisuje shora v textu. Za Gelem stanoveni spravnych kloni UpET-Ubi se plazmidova DNA
sekvenovala.

PATENTOVE NAROKY

1. Sloudenina vzorce

A-B-C-X-Y,

nebo jeji farmaceuticky pijatelna siil nebo ester, kde

symbol A neni p¥itomen nebo predstavuje skupinu chranici dusik;

symbol Y neni pfitomen nebo predstavuje skupinu chranici karboxylovou kyselinu;

symboly B-C-X jsou vybrany ze skupiny sestdvajici ze sekvenci definovanych nasledujicimi
polohami aminokyselin z SEQ ID NO:1

(a) sekvence z pozice aminokyseliny 355 do pozice 543;
(b) sekvence z pozice aminokyseliny 355 do pozice 546;
(c) sekvence z pozice aminokyseliny 443 do pozice 543;
(d)} sekvence z pozice aminokyseliny 449 do pozice 543;
(e) sekvence z pozice aminokyseliny 454 do pozice 543;
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(f) sekvence z pozice aminokyseliny 443 do pozice 546;
(g) sekvence z pozice aminokyseliny 449 do pozice 546;
(h) sekvence z pozice aminokyseliny 454 do pozice 546;
(i) sekvence z pozice aminokyseliny 525 do pozice 535;
(i) sekvence z pozice aminokyseliny 529 do pozice 535;
(k) sekvence z pozice aminokyseliny 530 do pozice 535;
() sekvence z pozice aminokyseliny 529 do pozice 534;
(m) sekvence z pozice aminokyseliny 531 do pozice 534;
(n) sekvence z pozice aminokyseliny 450 do pozice 543.

2. Slougenina podle niroku 1, kde symbol A znameni skupinu N-Ac a symbol Y znamena
skupinu -NH,.

3. Sloucenina podle naroku 1, kde hodnota EDs; pro inhibici migrace endotelialnich bunék je
priblizné 100 az 500 pM,

4. Sloutenina podle naroku 1, kde hodnota EDs, pro inhibici proliferace endotelidlnich bunék
Je pfiblizné 100 az 500 pM.

3. Pouziti sloudeniny podle naroku ! nebo 2 pro vyrobu lé&iva pro oSetfeni onemocnéni
pacienta, pfi potfebé antiangiogenni terapie.

6.  PouZiti podle naroku 5, kde uvedené onemocnéni Je vybrano ze skupiny zahrnujici zhoubné
bujeni, artritidu, makularni degeneraci a diabetickou retinopatii.

7. Pouziti podle naroku 6, kde uvedené onemocnéni Jje rakovina,

8. Pouziti podle ndroku 7, kde uvedend rakovina Je vybrana ze skupiny zahrnujici primarni a
metastatické pevné nadory, karcinomy, sarkomy, lymfomy, lupénku a hemagiomy.

9. Kompozice, vyznadujici se tim, Ze obsahuje slougeniny podle naroku 1 a
farmaceuticky prijatelny excipient.

10. Kompozice obsahujici izolovanou jednofetézcovou nebo dvoufetézcovou polynukleotidovou
sekvenci, vyzna&ujici se tim, e koduje slouceninu podle néroku 1.

11. Kompozice podle naroku 10, vyzna&ujici se tim » %€ uvedena polynukleotidova
sekvence je sekvence DNA.

12. Kompozice podle naroku 11, vyznaéu jici se tl'm', ze uvedena sekvence DNA
kéduje aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici:

(a) sekvenci SEQ ID NO: 1 z pozice aminokyseliny 443 do pozice 543;
(b) sekvenci SEQ ID NO: 1 z pozice aminokyseliny 449 do pozice 543;
(c) sekvenci SEQIDNO: 1 z pozice aminokyseliny 454 do pozice 543;
(d) sekvenci SEQ ID NO: 1 z pozice aminokyseliny 355 do pozice 543.

13. Kompozice podle naroku 12, vyzna&u jici se tim , Ze uvedena polynukleotidova
sekvence koduje aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID NO: 34.

14. Bufika vhodnd k implantaci do lidského nebo nehumanniho zviteciho subjektu, pficemz
buiika obsahuje vektor, zahrnujici sekvenci DNA kédujici slouceninu podle naroku 1.
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15. Zpusob ptipravy sloueniny podle naroku |, vyznad ujici se tim, Ze zahrnuje
kroky:

(a) vystaveni savéiho plazminogenu Géinkim elastizy v poméru priblizné 1:100 az pfiblizng
1:300 za vzniku smési uvedeného plazminogenu a uvedené clastazy,

(b) inkubace uvedené smési; a

(c) izolace uvedené slouéeniny z uvedené smési.

16. Izolovany jednofetézcovy nebo dvoufetézcovy polynukleotid, ktery kdduje sloudeninu podle
ndroku 1 pro pouZiti jako inhibitoru angiogeneze.

17. Polynukleotid podle naroku 16, kterym je molekula DNA.
18. Polynukleotid podle naroku 16, kterym je molekula RNA.

19, Vektor obsahujici polynukleotid, ktery kéduje slougeninu podle naroku 1 pro pouZiti jako
inhibitoru angiogeneze. :

20. Vektor podle naroku 19, ktery je expresivnim vektorem.

21. Vektor podle niroku 20, kde expresivni vektor je konstruovan zabudovanim polynukleotidu,
ktery koduje sloudeninu podle naroku 1, do vektorit vybranych ze skupiny sestévajici z pHil-DS,
pET32a, pGEX~4T-2, UpET-Ubi a pCYB3.

22. Vektor podle naroku 20 déle obsahujici hostitelskou buiiku transformovanou uvedenym
vektorem,

23. Vektor podle naroku 22, kde uvedend hostitelska buika Je eukaryontni buiika,
24. Vektor podle néroku 23, kde uvedens eukaryontni buika Je Pichia pastoris.

25. Vektor podle naroku 22, kde uvedena hostitelska buiika Je prokaryontni buiika, kterou je
E. coli.

26. Zpisob pfipravy rozpustné sloudeniny podle néroku I, vyznadujici se tim, Z
zahrnuje:

(a) izolaci polynukleotidu, ktery koduje uvedenou sloudeninu;
(b) klonovani uvedeného polynukleotidu do expresivniho vektoru; -
(c) transformaci uvedeného vektoru do vhodné hostitelské buiiky; a

(d) kultivaci uvedené hostitelské buitky za podminek vhodnych pro expresi uvedené sloudeniny.

27. Sloutenina vybrané ze skupiny sestavajici z
(a) A-Pro-Arg-Lys-Leu-Tyr—Asp-3-I-Tyr-Y;
(b) A-Pro-Arg-Lys-Leu-3-1-Tyr-Asp-Tyr-Y;
(¢) A-Pro-Glu-Lys-Arg-Tyr-Asp-Tyr-Y: a

(d) A-Gln-Asp-Trp-Ala-Ala-GIn-Glu-Pro—His-Arg-His-Ser—Ile~Phe—Thr—Pro—Glu—Thr—
Pro-Glu-Thr-Asn—Pro-Arg-Ala—G ly-Leu-Glu-Lys-Asn-Tyr-Y,

kde symbol A neni pfitomen nebo piedstavuje skupinu chranici dusik;

symbol Y neni pfitomen nebo predstavuje skupinu chranici karboxylovou kyselinu.

10 vykresi
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Obr: &. 1 (a) {(sEQ ID. NO:1}

GLU PRO LEU ASP ASP T¥R VAL ASN THR GLN GLY ALA SER LEU PHE %9
1 g 10 15 -}

SER VAL THR LYS LYS GLN LEU GLY ALA GLY SER ILE GLU GLU CYS
20 25 30

ALA ALA LYS CYS GLU GLU ASP GLU .GLU PHE THR. CYS ARG ALA PHE
35 40 45

GLN TYR HIS SER LYS GLU GLN GLN CYS VAL ILE MET ALA GLU ASN
ARG LYS SER SER ILE ILE ILE ARG MET ARG ASP VAL VAL LEU PHE
65 70 75

GLU LYS L¥S VAL TYR LEU SER GLU CYS LYS ‘THR GLY &SN GLY L¥S
0 85 90

ASN TYR ARG GLY THR MET SER LYS THR LYS ASN GLY ILE THR CYS
95, 100 105

GLN LYS TRP SER $ER THR SER PRO RIS ARG PRO ARG PHE SER PRO
110 115, 120

ALA; THR. HIS PRO SER GLU GLY LEY GLU GLU" ASN TYR CYS ARG ASN
125 130 135

PRO ASP ASN ASP PRO.GLN'GLYiPRO~TRE“§YS TYR THR. THR ASP PRO
140 145 150

GLU LYS ARG TYR ASP TYR CYS AS® ILE LEU GLU CYS GLU GLU GLU
155, | 160 165

CYS MET HIS €YS SER GLY GLU ASN TYR ASP GLY LYS ILE SER LYS
179 175 180

THR MET 'SER ‘GLY LEU GLU CYS GLN ALA TRP ASP SER GLN SER BRO
185 190 195

HIS ALA HIS GLY TYR ILE PRO SER LYS PHE PRO ASN LYS ASN' LEU
200 205 210
LYS LYS ASN ‘TYR CYS' ARG ASN PRO ASP ARG GLU LEU ARG PRO TRP
215 220 225
CYS PHE THR THR ASP PRO ASN LYS ARG TRP GLU LEU CVS ASE ILE
230 239 240
PRO ARG CYS “THR: THR PRO PRO PRO SER SER GLY PRG- THR TYR GLN
245 250 ‘ 255

CYS LEU LYS GLY THR GLY GLU ASN TYR ARG GLY ASN VAL ALA VAL
260 265 270
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Obr.. ¢: 1 (b)

THR VAL SER GLY HIS THR CYS GLN HIS TRP SER ALA GLN THR. PRQ
275 280 285

HIS THR HIS ASN ARG THR PRO GLU ASN PHE PRO-CYS LYS ASN: LEU
290 295 300

ASP GLU ASN TYR CYS. ARG ASN PRO ASP GLY LYS ARG ALA. PRO. TRP
. 305 310 . 319

CYS HIS THR'THR ASN SER GIN VAL ARG TRP GLU ‘TYR CYS LYS ILE
32D 325 330

PRO SER CYS ASP SER SER PRO VAL ‘SER. THR GLU' GLN LEY ALA PRO
335 340 345

THR ALA BRO PRO GLU LEU THR PRO VAL VAL GLN ASP CYS TYR HIS
350 355 | 360

GLY ‘ASP'.GLY GLN SER TYR ARG GLY THR SER SER THR THR. THR THR
365 370 375

GLY LYS LYS CYS GLN SER TRE ‘SER SER MET 1HR DPRO HIS ARG HIS
| 380 385 390

GLN LYS ‘THR PRO. GLU ASN TYR PRO ASN ALA GLY LEU THR MET ASN
¥95 - 400 405

TYR CYS ARG :ASN PRO ASP ALA ASP LYS GLY PRO TRP CYS PHE THR
410 415 420

THR. ASE PRO SER VAL ARG THP GLU TYR CYS ASN LEU LYS LYS CYS
425 430 435

SER GLY THR GLU ALA: SER VAL VAL ALA PRO PRO PRO VAL VAL LEU
440 445 450

LEU PRO ASP VAL GLU THR PRO SER GLU GLU ASP CYS MET PHE. GLY
o 455 : 460 465
ASN GLY LYS GLY TYR ARG GLY LYS ARG ALA THR THR VAL THR GLY
470 475 480 ;

‘THR PRO CYS GLN ASP TRP ALA ALA GLN GLU PRO 'HIS ARG HIS SER
485 4%¢ 495

ILE. PHE THR PRO _GL;U_ THR ASN PRO ARG ALA GLY' LEU GLU LYS ASN
500 505 510
TYR CYS ARG ASN PRO ASP GLY ASP VAL GLY -GLY PRO. TRP CYS TYR
315 520 525

THR THR ASN' PRO ARG LYS LEU TYR ASP' TYR CYS ASP VAL PRO GLN
530 535 540,
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CYS
LYS
HIS.

HIS

VAL
GLN
ASP
LYS
ASP
THER
GLU
VGLN
SER
ASP
ALA

VAL

LYS

SER

PHE.

ILE

GLU

ILE

VAL

ARG

PHE.

ASN

SER

CYSs

LYS

ARG

THR

ALA PRO SER

CYs

TRP

CYSs

HXS

LEU

ILE

ALX

ILE

THR

GLY

LYS

THR

GLN'

PRO:

TRP

PRO

PRO

GLY.

cYs

GLY

GLU

LEU

PRO

GLU

ALA

VAL

GLU.

GLY

ILE

ASN

ILE

545

oLy
560

TRP
575

GLY

PHE

ARG

GLN

THR

580:

LEU
605

ALA
62

VAL
635

LEY
650

ALA
665

CYS

680

GLY
695:

CYS
710

LEU
725

ASP
740.

LEU

755.

LYS
770

GLU

78%

GLU

HIS

SER

LYS

€S

PHE

LELU

ASN

cYs
SER

GLN

"PRO

GLY

CL 29860 B6

ASP

VAL

VAL

LEU
LYS
GLN

‘ARG

LEY

LEU

ILE

LEU

ARG

ALA

GLY

GLY

GLY

VaL

-48 -

Obr, &. 1 (c)

CYS GLY LYS PRO GLN VAL
550

VAL GLY GLY CYS VAL ALA
S65

SER LEU ARG THR ARG PHE
580

ILE SER PRO GLU TRP VAL
595

SER PRO ARG PRO SER SER
610

GLU VAL ASN LEU GLU PRO
625

LEU PHE LEU ‘GLU PRO THR
6490

SER SER PRO ALX VAL ILE
655

PRO SER ‘PRO ASN TYR VAL
670

THR GLY TRP GLY GEU THR
685

LYS GLU ALA GLN LEU PRO
700

TYR GLU PHE LEU ASN GLY
715

GLY HIS LEU ALA GLY GLY
730

GLY PRO LEU VAL CYS PHE
748

VAL THR. SER TRP GLY LEU
760

VAL TYR VAL ARG VAL SER
775

MET ARG ASN ASN
790.

GLU

HIS

GLY

LEY

HIS

ARG

THR

VAL

GLN

VAL

ARG

THR

GLU

GLY

ARG

PRO
555

PRO
570

MET
585

THR
600

LYS

615

VAL
630

LYS
645

ASP
660

ALA

GLY

690

ILE
705
VAL
720
ASP
735
LYS
750
cYs
765

PHE
780




lidsky
mysi

bovinni
praseéi

lidgky
Tys1
opici.
bovinni
prasedt

lidsky
mysi
Opic
bovinni
praseéi

1idsk{
mysi
oviéd
bovinni
prasedl

Yidskg
mysi
Op1LEL
bovithi
‘praSQEi

lidsky
mysi
OpiEi
bovinni,
praseéi

lidsky
mysi
opi&l
bovihni
praseti

lidsky
my&i
opicl
bovinnhi
prascéi

(SEQ ID NO:3&)
{S§EQ ID NO:3%)
Opici  (SEQ ID NO:36j
. (SEQ- ID NO:37).
(SEQ ID NO:38)

ASP* VAL
SER GLY
=== ALA
CLY =%—
SER ~ww

CGLU “THR.

PRO SER

-

J--.ASN’

CZ 298160 B6

Obr ;

Val, ALA Pro

ﬁ%* GLU LEU -
ALA e -

PRO ~== ‘ALA
THR ASN PHE

PRO SER GLU

LEU ——

GEU -
« THR

ooo

VAL
$ER
o000
ALA

——— e e

LEU LEU PRO
GLN GLU =--
CLN i -
GLN ALA =-«
CLN VAL ---

P

...................
Bt Tk N TF TR L

THR PRO

VAL ---
VAL =--

SER ILE

ARG -

LYS ASN

- .-

- S

——— mma
L e
- e
L A

e mm
et o —

TYR THR

ASP ‘TRP ALK }
. GLY - - -

CLU e =

GL’U —-— e -

CLU - ---

e S U,

- e m wmome—
-— e e
el
e v o ae e

Y 2 e o mwi
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51
101
151
201
251
301
351

551

601

651

701

-

Obr. ¢&.

CATCCTGGGA
TGGAACATAA

CAAGGAGAGT

CAGTGTCACT

CARMATG TG X
AGTAAAGAGC
AATCATTAGG
ENGAGTGCAX
RCAANARATG

ACCTAGATIC

ACTGCAGGAA

ATGTATGCAT
TGTCTGGACT
GGATACATTC
TCETARZCCC
ACANGEGETG
TCTTCTGGTC
CGGEAATGTG:
CACAGACCEC
AATTTGGATG
GTGECATACA
CCTGTGACTC
CCTGAGCTAA
CTACCGAGCC

CCTCATCTAT

CZ 298260 B6

3 (@) (580 ID NO:12)

TTGGGACCCA
GGAAGTGGTT
CTCTGGATGA

AAGAAGCAGC

GGAGGACGAA

AACAATGTIGT

ATGAGAGATG

GACTGGGAAT

GCATCACCTG

TCACCTEETA
TECAGACAAC

A AGAGATATGA

TGCAGTGGAG
GGAATGCCAG
CTTCCAAATT

GATAGGGAGC

CGAACTTTGT

CCACCTACCA
GCTGTTACCG
TCACACACAT
ARKAACTACTG
RCCAACAGCC
CTCCECAGTA
CCCCTGTGET
ACATCCTCCA

GACACCACAC

CTTTCTGGGE:
CTICTACTTC

CTATGTGAAT

TGGGAGCAGG

GAATTCAGCT

GATAATGGCT

TAGTTTTATT

GGAAAGAACT

TCARARATEG

CACACCCCTC

CATCCGEAGG

CTRCTGEGAC

NAKACTATGA
GECTGEGACT
TCCAAACAAG

TGCGECETTG

GACATCCCCC

GTGTCTGAAG
TGTCCGGEEA
AACAGGACAC
CCGCAATCCT
AAGTGCGGTG
TCCACGGRAC
CCRGGACTGC

CCACCACCAC

CGGCACCAGA

-50-

ACTGCTGGCC
TTTTATTTCT
ACCCAGGGGG

AMAGTATAGAA

GCAGGGGATT
‘GAAAACAGGA
TGAAAAGAAA
ACAGAGGGAC

AGTTCCACTT

AGAGGGACTG
GGCCCTGETS

NPTCTTGAGT

CGCCAAMATT

CTCAGAGCCC

AACCTGAAGA

GTGTTICACE

GCTGCACAAC
GGARCAGGTG
GACCTGTCAG
CAGAAMACTT

GACGGAAAAA

GGAGTACTGT

ARTTGGCTCC

TACCATCGTG

AGGAMAGAAG

AGACCCCAGA

AGTCCCAARA

GAAATCAGGT

CTTCACTGTT

GAATGTGCAG

CCAATATCAC,
AGTCCTCCAT
GTGTATCTCT
GATGTCCAAA
ECTCCCCACAG
GAGGAGAACT
CTATACTACT
GTGAAGAGGA
‘TCCAAGACCA
ACACGETCAT
EGAATTACTG

ACCGACCCCA

ACCTCCACCX

AMAAACTATCG

_CACTGGAGTG

CCCETGCAAA
GGGCCCCATG
AAGATACCGT
CACAGCACCA

ATGGACAGAG

TGTCAGTCTT

AANCTACCCA




1301
13'51
1401
1451

1501

1581
1601
1651

1701

1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401

2451

AATSCTGGCC
CCCCTGGTGT
TGAAARAATG

GTCCTGCTTC

GANTGGGANN,

CATGCCAGGA

CCAGAGACAA
‘TGATGGTGAT
TTTACGACTA
GGGAAGCCTC
GTGTGTGGCE
GGTTTCGAXT
TTGACTGCTG
GGTCATCCTG

AAATAGAAGT

TTGCTARAGC

TTIGTCTGCCA.

TCACTGGCTG
GAAGCCCAGC
TCTGRATGGA
GAGGCACTGA
GAGAAGGACA

TGCACGCCCE

CTTGGATTGA.

CZ 298260 B6

Obr.

TGACAATGAA,

TTTACCACAG
CTCAGGAACA
CAGATGTAGH
GGATACCGAG
CTGGGETGET
ATCCACGGGC,
GTAGGTGGTC
CTGTGATGTE
AAGTGGAGCC
CACCCACATT
GCACTTCTGT

CCCACTGCTT

GGTGCACACC
GTCTAGGCTG.
TAAGCAGTCC
TCCCCAAATT

GGGAGAAACC

TCCCTGTGAT

AGAGTCEAAT

CAGTTGEECAG

AATACATTTT
AATAAGCCTG

GGGAGTGATG

5.3 (b)

CTACTGCAGG

ACCCCAGCGT

GAAGCGAGTG

‘GACTCCTTCC

GCANGAGGGC

CAGGAGCCCE
GGGTCTGGAA
CCTGGTGCTA

CCTCAGTGTG.

GAAGABATGT

CETGGCECTS

GGAGGCACCT

GGAGAAGTCC
TTCTTGGAGC
TGECGTCATC

ATGTGGTCGE

CAAGGTACTT

TGAGARTAAA
CCACEGAACT
GGTGACAGTG

ACAAGGAGTC

GTGTCTATGT

AGAAATAATT

- 51 -

AATCCAGATG

CAGGTGGGAG™

TTGTAGCACC
GAAGAAGACT
GACCACTGTT
ATAGACACAG

AAAAATTACT

CACGACAAKT

CGGCCCCTTIC

‘CCTGGAAGGG
GCRAGTCAGT

“TGATATCCCC

CCAAGGCCTT

TCTCGAACCG
CCACACGAAA
ACTGACAAAG

TTGGAGCTGG

GTGTGCAATC

CTGTCCTECG

GAGGTCCTCT

ACTTCTTGGG

TCGTGTTTCA

AATTGGACGG

CCGATAAAGG
TACTGCAACC

TCCGCCTGTT

GTATGTTTOG

ACTGGGACGC

CATTTTCACT

GCCGTAACCC

CCAAGARAAC

ATTTGATTGT

TTGTAGGGGS

CTTAGAACAA

AGAGTGGGTG

CATCETACAA

CATGTTCAGG:
AGATATTGCC
TAATCCCAGC
GAATGTTICG
CCTTCTCAAG

GCTATGAGTT

CATTTGGECE

GGTTTGCTTC

GTCTTGGCTG
AGGTTTGTTA

GAGACAG

R ¥




CZ 295260 BS

Obr. &. 4
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CZ 298160 B6

Obr. &. 6
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