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Su opisané Pudské polypeptidy FGF-10 a DNA (RNA)
kodujaca tieto polypeptidy FGF-10, postup vyroby
tychto peptidov rekombinagnymi metédami, spdsoby
pouZitia tohto polypeptidu na stimuldciu revaskulariza-
cie, na oSetrovanie ran a na prevenciu ncuronélneho po-
§kodenia, antagonisty proti tymto polypeptidom a ich
pouZitic ako tcrapcutickych prostriedkov na prevenciu
abnormalnej proliferacie buniek, hypervaskularnych o-
choreni a proliferdcic cpitelidlnych bunick 3o3ovky, dia-
gnostické sposoby detekcie mutdcii v kddujicej sek-
vencii FGF-10 a zmien koncentréicic proteinu FGF-10
vo vzorke ziskanej od hostitel’a.



PV 1129-9;

Fibroblastovy rastovy faktor-10

Oblast techniky

Vynalez sa tyka novo identifikovanych polynukleotidov, polypeptidov ko-
dovanych tymito polynukleotidmi, pouzitia tychto polynukleotidov a polypepti-
dov a vyroby tychto polynukleotidov a polypeptidov. Polypeptidy podla vyna-
lezu si konkrétne fibroblastovy rastovy faktor-10/heparin viazuci rastovy fak-
tor-10, d'alej oznaované ako ,FGF-10“. Vynalez sa tieZ tyka inhibicie pdsobenia

tychto polypeptidov.

Doterajsi stav techniky

Fibroblastové rastové faktory st skupina proteinov, charakteristickych
vizbou na heparin, a preto sa tieZ nazyvaju heparin viaZuce rastové faktory
(HBGF). Expresia réznych tychto proteinov bola zistenad v roznych tkanivach a .
dochadza k nej pod zvlastnou Casovou a priestorovou kontrolou. Tieto proteiny
su G¢innymi mitogénmi pre rdzne bunky mezodermalneho, ektodermalneho a en-
dodermalneho pdvodu, zahrnujace fibroblasty, kornealne a vaskularne endote-
lialne bunky, granulocyty, adrenalne kortikalne bunky, chondrocyty, myoblasty,
bunky vaskularneho hladkého svalstva, epitelialne bunky SoSovky, melanocyty,

keratinocyty, oligodendrocyty, astrocyty, osteoblasty a hematopoietické bunky.

Kazdy z tychto proteinov ma funkcie prekryvajice sa s inymi a tiez svoje
jedinecné spektrum funkcii. Okrem schopnosti stimulovat proliferaciu vaskular-
nych endotelialnych buniek je ako FGF-1, tak FGF-2 chemotakticky pre endote-
lialne bunky a u FGF-2 sa zistilo, e umoziiuje endotelialnym bunkam prenikat
zakladovou membranou. V sulade s tymito vlastnostami ma FGF-1 i FGF-2
schopnost stimulovat angiogenéziu. Dalgim vyznamnym rysom tychto rastovych
faktorov je ich schopnost podporoval hojenie ran. Mnoho dalsich &lenov

skupiny FGF zdiela s FGF-1 a FGF-2 podobné G&inky, ako je podpora angio-
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genézie a hojenie ran. U niektorych &lenov génovej rodiny FGF sa ukazalo, Ze
indukuji tvorbu mezodermu a moduluju diferenciaciu neurdénovych buniek,

adipocytov a buniek kostrového svalstva.

Okrem tychto biologickych aktivit v normalnych tkanivach sa proteiny
FGF zuCastiiuju podpory tumorigenézie v karcindémoch a sarkomoch podporova-
nim vaskularizacie nadorov a ako transformujice proteiny, ak je ich expresia de-

regulovana.

Skupina FGF v sutasnej dobe pozostava z dsmych Struktarne pribuznych
polypeptidov. Gény pre kazdy z nich boli klonované a sekvenované. Dva z &le-
nov, FGF-1 a FGF-2, boli charakterizované pod rdznymi nazvami, ale najéastej-
Sie ako bazicky, resp. kysly fibroblastovy rastovy faktor. Normalne génové pro-
dukty ovplyviiuju vSeobecnt proliferaénu schopnost vaésiny buniek odvodenych
od mezodermu a neurocktodermu. St schopné indukovat angiogenéziu in vivo a
moézu hrat vyznamnu Glohu v rannom vyvoji (Burgess, W.H. a Maciag, T., Annu.

Rev. Biochem., 58:575-606 (1989)).

Eukaryoticky expresny vektor, kédujici vyluéovana formu FGF-1, bol za-
vedeny génovym prenosom do prasaich tepien. Tento model definuje funkciu
génu v arterialnej stene /n vivo. Expresia FGF-1 vyvolala v prasacich tepnach 21
dni po génovom prenose intimalne zosilnenie (Nabel, E.G., a d., Nature,
362:844-6 (1993)). Dalej bolo demon§trované, e bazicky fibroblastovy rastovy
faktor moZe regulovat rast a progresiu gliomov nezavisle na svojej ulohe pri an-
giogenézii nddorov a ze toto pdsobenie méze vyradovat uvolfiovanie alebo vy-
luCovanie bazického fibroblastového rastového faktoru (Morrison, R.S. a d., I

Neurosci. Res., 34:502-9 (1993)).

Fibroblastové rastové faktory, ako je bazicky FGF, sa d'alej zucastriuju
rastu bunieck Kaposiho sarkomu in vitro (Huang, Y.Q., a d., J. Clin. Invest.,
91:1191-7 (1993)). Dalej bola sekvencia cDNA, kodujuca l'udsky bazicky fibro-
blastovy rastovy faktor, klonovana za transkripény promotor, rozpoznavany
RNA polymerdzou bakteriofaga T7. Bolo zistené, e takto ziskané bazické

fibroblastové rastové faktory maju v testoch mitogenicity, syntézy plazminogé-



nového aktivatoru a angiogenézie biologickt aktivitu nerozliSitelna od l'udského
placentarneho fibroblastového rastového faktoru (Squires, C.H., a d., J. Biol.

Chem. 263:16297-302 (1988)).

Patent US 5,155.214 opisuje v podstate Cisté cicavéie bazické fibroblas-
tové rastové faktory a ich vyrobu. Je uvedena sekvencia aminokyselin hovi-
dzieho a ludského bazického fibroblastového rastového faktoru, rovnako ako

sekvencia DNA, kodujGca polypeptid hovidzieho faktoru.

Polypeptid podla vynalezu bol predbezne identifikovany ako ¢len skupiny
FGF v ddsledku homolégie sekvencie aminokyselin s ostatnymi &lenmi skupiny

FGF.

Podstata vynalezu

Predmetom vynalezu si nové maturované polypeptidy, tvorené FGF-10 a
jeho biologicky aktivnymi a diagnosticky alebo terapeuticky pouzitelnymi frag-
mentami, analogmi a derivatmi. Polypeptidy podla vynalezu si ludského po-

vodu.

Predmetom vynalezu si tiez izolované molekuly nukleovych kyselin k6du-
juce FGF-10, zahrnujuce mRNA, DNA, cDNA, genomovu DNA a ich antimedia-
torové analogy a biologicky aktivne a diagnosticky alebo terapeuticky vyuzi-

tel'né fragmenty.

Dalej je predmetom vynalezu sposob vyroby takéhoto polypeptidu rekom-
binaénymi metédami s pouzitim rekombinaénych vektorov, ako su klonovacie a
expresne plazmidy, pouzitelné pri rekombinaénej vyrobe proteinov FGF-10, a
rekombinaCnych prokaryotickych a/alebo eukaryotickych hostitel'skych buniek

zahrnujucich sekvenciu nukleovej kyseliny Tudského FGF-10.

Dalej je predmetom vynalezu spésob pouZitia takéhoto polypeptidu alebo
polynuklecotidu kédujaceho taky peptid na terapeutické ugely, napriklad

na podporu hojenia ran, popalenin a vredov, na prevenciu neuronalneho posko-



denia v dosledku neuronalnych porach a na prevenciu starnutia pokozky a

ubytku vlasov.
Dalej su predmetom vynalezu protilatky proti tymto polypeptidom.

Dalej si predmetom vynalezu antagonisti proti tymto polypeptidom, kto-
rych je mozné pouzit’ na inhibiciu pdsobenia takého polypeptidu, napriklad pri

liecbe nadorov a hypervaskularnych ochoreni.

Dalej su predmetom vynéalezu sondy nukleovych kyselin, zahrnujice mole-
kuly nukleovych kyselin s dostatoénou dizkou pre Specificku hybridizaciu so

sekvenciami l'udského FGF-10.

Dalej su predmetom vynalezu diagnostické testy na detekciu ochoreni
alebo nachylnosti k ochoreniam, savisiacich s mutaciami sekvencii nukleovych
kyselin FGF-10 alebo s hyperexpresiou polypeptidov kédovanych tymito sek-

venclami.

Dalej je predmetom vynalezu spdsob pouzitia tychto polypeptidov alebo
polynukleotidov koédujucich tieto polypeptidy pre. ucely in vitro, stvisiace

s vedeckym vyskumom, syntézou DNA a vyrobou vektorov DNA.

Vynalez sa v jednom aspekte tyka izolovanych molekul nukleovych kyselin
(polynukleotidov), ktoré kéduji maturovany polypeptid, ktorého odvodena sek-
vencia aminokyselin je zobrazena na obr. 1 (SEQ ID NO 2), alebo maturovany

polypeptid kédovany c¢DNA klonu uloZeného 4.3.1994 u ATCC pod <&islom
75696.

Polynukleotid podla vynalezu bol objaveny najskér v kniznici ¢cDNA, od-
vodenej od 8tyzdiiového ludského tkaniva ranného §tadia a potom bola najdena
cDNA s plnou diZzkou v kniznici odvodenej od l'udskej mandle. Je §trukturne pri-
buzny vsetkym &lenom rodiny génov fibroblastového rastového faktoru a obsa-
huje otvoreny &itaci ramec kodujuci polypeptid so 181 aminokyselinami. Medzi
vrcholné zhody patri: 1) 37% identita a 67% sekvenéna podobnost s FGF-9,

izolovanym z mozgu, v useku 129 aminokyselin; 2) 36% identita a 64% podob-



nost s FGF-7 (keratinocytovy rastovy faktor) v oblasti 121 aminokyselin; 3)
33% i1dentita a 55% podobnost s FGF-1 (kysly FGF) v useku J10 aminokyselin.
Okrem toho je v polypeptide podfa vynalezu zachovana signatira skupiny
FGF/HBGF, tj. GXLX(S,T.A,G)X6(D,E)CXFXE (X znamena zvySok ktorejkol-
vek aminokyseliny, (D,E) znamena bud zvy§ok D alebo E, X6 znamena 6 akych-

kolvek zvy§kov aminokyselin).

Polynukleotid podl'a vynalezu mdze byt vo forme RNA alebo vo forme
DNA, pricom DNA zahrnuje cDNA, genomovi DNA a synteticka DNA. DNA
moze byt dvojretazcova alebo jednoretazcova. Kodujica sekvencia, ktora ko-
duje maturovany polypeptid, mdze byt identicka s kodujucou sekvenciou uvede-
nou na obr. 1 (SEQ ID NO 1) alebo s kddujucou sekvenciou ulozeného klonu,
alebo to moze byt odliSna kodujuca sekvencia v dosledku repeticie alebo dege-
neracie genetického kodu, ktora koduje ten isty maturovany polypeptid ako

DNA na obr. 1 (SEQ ID NO 1) alebo ulozend cDNA.

Polynukleotid, ktory koduje maturovany polypeptid podla obr. 1 (SEQ ID
NO 2) alebo maturovany polypeptid kddovany ulozenou ¢cDNA, mdze zahriiovat:
iba kodujucu sekvenciu pre maturovany polypeptid; kKodujicu sekvenciu pre
maturovany polypeptid a d’al§iu kédujiacu sekvenciu, ako je vedica alebo sck-
recna sekvencia alebo sekvencia proproteinu; kodujicu sekvenciu pre maturo-
vany polypeptid (a popripade d'al§iu kédujucu sekvenciu) a nekédujicu sekven-
ciu, ako su intrény alebo nekodujice sekvencie 5’ a/alebo 3’ kc')duj(xce.sekvencie

pre maturovany polypeptid.

Vyraz ,polynukleotid kédujuci polypeptid*“ zahrnuje polynukleotid, ktory
obsahuje iba kodujicu sekvenciu pre polypeptid, rovnako ako polynukleotid,

ktory obsahuje d'alSiu kodujacu a/alebo nekddujiicu sekvenciu.

Predmet vynalezu sa dalej tyka variantov vy$sie opisanych polynukleoti-
dov, ktoré koduji fragmenty, analogy a derivaty polypeptidu, majiceho odvo-
dent sekvenciu aminokyselin podla obr. 1 (SQ ID NO 2), alebo polypeptidu ko-

dovaného c¢cDNA uloZeného klonu. Variantmi polynukieotidu mézu byt priro-
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dzene sa vyskytujuce alelické varianty polynukleotidu alebo varianty polynukleo-

tidu, prirodzene sa nevyskytujuce.

Vynalez teda zahrnuje polynukleotidy kodujice ten isty maturovany poly-
peptid, aky je znazorneny na obr. 1 (SEQ ID NO 2), alebo ten isty maturovany
polypeptid, aky je kdédovany ¢DNA ulozeného klonu, rovnako ako wvarianty
tychto polynukleotidov, ktoré kéduju fragment, derivat alebo analog polypeptidu
podla obr. 1 (SEQ ID NO 2) alebo polypeptid kodovany cDNA uloZeného klonu.
Také nukleotidové wvarianty zahrnuja dele¢né, substituéné a adiéné alebo

inzercné varianty.

Ako je vysSie uvedené, polynukleotid méze mat koédujicu sekvenciu, kto-
rou je prirodzene sa vyskytujici alelicky variant kédujucej sekvencie znazorne-
nej na obr. 1 (SEQ ID NO 1) alebo kédujucej sekvencie ulozeného klonu. Ako je
zname, alelicky variant je alternativna forma polynukleotidovej sekvencie, ktora
mdZze mat substiticiu, deléciu alebo adiciu jedného alebo viac nukleotidov, ktora

podstatne nemeni funkciu kédovaného polypeptidu.

. Vynalez zahrnuje tiez polynukleotidy, kde méze byt kodujuca sekvencia
matur-ovaného polypeptidu fuzovana v tom istom c&itacom ramci s polynukleo-
tidovou sekvenciou, ktora napomaha expresii a sekrécii polypeptidu z hostitel-
skej bunky, napriklad s veducou sekvenciou, ktora funguje ako sekreéna sekven-
cia pre kontrolu transportu polypeptidu z bunky. Polypeptid majici veducu sek-
venciu je preprotein a jeho veduca sekvencia mdze byt od3tiepena hostitel'skou
bunkou za vzniku maturovanej formy polypeptidu. Polynukleotidy mézu tiez ko-
dovat proprotein, ktorym je maturovany protein plus pridané 5’-aminokyselinové
zvysky. Maturovany protein, ktory ma prosekvenciu, je proprotein a jedna sa o
inaktivnu formu proteinu. Akonahle je prosekvencia od3tiepena, zostava aktivny

maturovany protein.

Polynukleotid podla vynalezu teda napriklad méze kédovat maturovany
protein alebo protein s prosekvenciou alebo protein s prosekvenciou i presek-

venciou (vedlicou sekvenciou).



Polynukleotidy podla vynalezu mdéZzu mat tiez kodujucu sekvenciu, fuzo-
vanu v ramct s markerovou sekvenciou, ktora umoziuje Cistenie polypeptidu
podla vynalezu. Markerovou sekvenciou mdze byt hexahistidinovy usek, dodany
vektorom pQE-9, umoziujici Cistenie maturovaného polypeptidu, fuzovaného
s markerom, v pripade bakterialneho hostitel'a, alebo napriklad moze byt marke-
rovou sekvenciou hemaglutininovy (HA) Gsek, ak sa pouziva cicavli hostitel,
napriklad bunky COS-7. Marker HA zodpoveda epitopu, odvodenému od prote-
inu chripkového hemaglutininu (Wilson, 1., a d., Cell, 37:767 (1984)).

Vynalez sa dalej tyka polynukleotidov, ktoré hybridizuji s vyisie opisa-
nymi sekvenciami, ak je medzi sekvenciami aspofi 50%, prednostne 70% identita.
Vynalez sa predovSetkym tyka polynukleotidov, ktoré hybridizuju s vyssie opi-
sanymi polynukleotidmi pri striktnych podmienkach. Vyraz »striktné podmienky*“
tu znamena, Zze k hybridizacii déjde iba pri aspoil 95%, prednostne aspon 97%
identite medzi sekvenciami. Polynukleotidy, ktoré hybridizuja s vyssie opisanymi
polynukleotidmi vo vyhodnom uskuto&neni, si uchovavaju v podstate rovnaku
biologickl funkciu alebo aktivitu, ako maturovany polypeptid kédovany cDNA
podla obr. 1 (SEQ ID.NO 1) alebo ulozenou cDNA.

Uvédzané ulozené vzorky budi uchovavané podla Budapeétianskej zmluvy
o medzinarodnom uznavani ulozenia mikroorganizmov na uéely patentového ko-
nania. Tieto vzorky sa ulozené iba pre pohodinost a nepredstavuji pripustenie,
ze by ulozenie bolo nutné podla § 112 USC 35. Sekvencie polynukleotidov ob-
siahnutych v ulozenych materialoch, rovnako ako sekvencie aminokyselin poly-
peptidov, ktoré su nimi koédované, su tu zahrnuté formou odkazu a st rozhodu-
juce v pripade akéhokol'vek konfliktu s tu uvedenym popisom sekvencii. Na vy-
robu, pouzitie alebo predaj ulozenych materidlov méze byt vyzadovand licencia

a tymto sa ziadna taka licencia neudeluje.

Vynalez sa d'alej tyka polypeptidu FGF-10, ktory ma odvodent sekvenciu
aminokyselin podla obr. 1 (SEQ ID NO 2) alebo ktory ma sekvenciu aminokyse-
lin k6dovanu ulozenou ¢cDNA, rovnako ako fragmentov, analégov a derivatov

takeéhoto polypeptidu.



Vyrazy ,fragment“,  derivat“ a ,analog® s odkazom na polypeptid podla
obr. 1 (SEQ ID NO 2) alebo polypeptid kddovany ulozZenou cDNA znamenaju
polypeptid, ktory si uchovava v podstate rovnaku biologicku funkciu alebo ak-
tivitu ako tento polypeptid. Analég teda zahrnuje proprotein, ktory moze byt
aktivovany od$tiepenim proproteinovej casti za vzniku aktivneho maturovaného

polypeptidu.

Polypeptidom podla vynalezu moze byt rekombinaény polypeptid, pri-
rodny polypeptid alebo synteticky polypeptid, prednostne rekombinaény poly-

peptid.

Fragment, derivat alebo analég polypeptidu podla obr. 1 (SEQ ID NO 2)

alebo polypeptidu kodovaného ulozenou cDNA mdze byt

(1) taky, v ktorom je¢ jeden alebo viac aminokyselinovych zvySkov nahraden¢
konzervativnym alebo nekonzervativnym aminokysclinovym zvySkom (prednost-
ne konzervativnym aminokyselinovym zvy§kom) a tymto dosadenym aminokyse-
linovym zvy$kom moéze alebo nemusi byt zvySok kodovany genetickym kdédom,

alebo

(i1) taky, v ktorom jeden alebo viac aminokyselinovych zvyskov obsahuje substi-

tuentova skupinu, alebo

(it1) taky, v ktorom je maturovany polypeptid fuzovany s inou zluceninou, ako je

zluCenina zvySujuca polcas polypeptidu (napriklad polyetylénglykol), alebo

(iv) taky, v ktorom st k maturovanému peptidu fuzované dalsie éminokyseliny,
ako je veduca alebo sekre¢na sekvencia alebo sekvencia, ktord sa pouziva na
Cistenie maturované¢ho polypeptidu alebo proproteinovej sekvencie. Ticto frag-
menty, derivaty a analogy sa povazuju za spadajuce do rozsahu znalosti odbor-

nika na zaklade tu uvedenych tdajov.

Polypeptidy a polynukleotidy podla vynalezu sa prednostne vyskytuju

v izolovane) forme a prednostne st Cistené do homogenity.
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Vyraz ,izolovany“ znamena, ze material je oddeleny od svojho povodného
prostredia (napriklad prirodzeného prostredia, ak sa vyskytuje prirodzene). Na-
priklad prirodzene sa vyskytujuci polynukleotid alebo polypeptid pritomny
v zivom Zivo€ichovi sa neizoluje, ale ten isty polynukleotid alebo DNA alebo
polypeptid, oddeleny od niektorych alebo vSetkych sprievodnych materialov
v prirodzenom systéme, sa izoluje. lzoluje sa aj v pripade, Ze je polynukleotid
sucastou vektoru a/alebo ked je polynukleotid alebo polypeptid sulastou zmesi,

pretoze taky vektor alebo zmes nie je su¢astou jeho prirodzeného prostredia.

Vynélez sa tyka tiez vektorov, ktora zahrnuji polynukleotidy podl'a vyna-
lezu, hostitel'skych buniek, ktoré si podrobené genetickej manipulacii pomocou
vektorov podla vynalezu a vyroby polypeptidov podl'a vynalezu rekombinaénymi

metddami.

Hostitelské bunky mdzu byt podrobené genetickej manipulacii (transduk-
cii alebo transformacii alebo transfekcii) pomocou vektorov podla vynalezu,
ktorymi m6zu byt napriklad klonovacie vektory alebo expresné vektory. Vektor
mdze byt napriklad vo forme plazmidu, virusovej &astice, faga atd. Takto ma-
nipulované hostitel'ské bunky moéZu byt kultivované v konvenénom Zivnom mé-
diu, prisluSne modifikovanom pre aktivaciu promoétorov, selekciu transfor-
mantov alebo amplifikaciu génov FGF-10. Podmienky kultivacie, ako je teplota,
pH apod., su rovnaké, aké boli pouzité u hostitel'skej bunky zvolenej pre ex-

presiu, a su beznému odbornikovi zrejmé.

Polynukleotid podla vynalezu moze byt pouZity na vyrobu peptidu re-
kombinalnymi metédami. Napriklad polynukleotidova sekvencia moze byt zahr-
nuta do jedného z réznych expresnych médii, predovietkym vektorov alebo
plazmidov pre expresiu polypeptidu. Tieto vektory zahrnuji chromozomalne,
nechromozomalne a syntetické sekvencie DNA, napriklad derivaty SV40; bakte-
rialne plazmidy; fagovi DNA; kvasinkové plazmidy; vektory odvodené od kom-
binacii plazmidov a fagovej DNA, virusova DNA, ako je virus vakcinie, adenovi-

rus, virus hydinovych kiahni a pseudorabies. Je viak mozné pouzit aj akykolvek
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iny vektor alebo plazmid, pokial' su v hostitclovi replikovatel'né a Zivota-

schopné.

Prislu§né sekvencie DNA mdzu byt do vektoru viozené réoznymi postupmi.
VSeobecne sa sekvencia DNA vklada znamymi postupmi do prisluSnych miest
reStrikénych endonukledz. Tieto a d'alSie postupy spadaju do rozsahu znalosti

odbornika.

Sekvencia DNA v expresnom vektore je operativne naviazana k prislugne;j
riadiacej sekvencii(iam) (prométoru) pre riadenie syntézy mRNA. Ako priklady
takychto promoétorov je mozné uviest’ promotor LTR alebo SV40, lac alebo trp
E. coli, promotor Py faga lambda a d'alSie promodtory, o ktorych je zname, ze
riadia expresiu génov v prokaryotickych alebo eukaryotickych bunkach alebo ich
virusoch. Expresny vektor obsahuje tiez miesto vdzby ribozomov pre iniciaciu
translacie a terminator transkripcie. Vektor mdze tiez obsahovat prislu§né sck-

vencie pre amplifikacni expresiu.

Expresné vektory d'alej prednostne obsahuju gén poskytujici fenotypicky
rys pre selekciu transformovanych hostitel'skych buniek, ako je dihydrofolat re-
duktaza alebo neomycinova rezistencia pre eukéryoticku bunkovu kulturu alebo

tetracyklinova alebo ampicilinova rezistencia v £. coli.

Vektor, obsahujici vys$Sie opisanu prislu§na sekvenciu DNA rovnako ako
prislusny promotor alebo riadiacu sekvenciu, mdze byt pouzity na transformaciu
vhodného hostitela, a tak umoZnit éxpresiu proteinu hostitelom. Ako priklady
vhodnych hostitelov je mozné uviest bakteridlne bunky, ako je £. coli, Salmo-
nella typhimurium, Streptomyces; bunky pliesni, ako s kvasinky; hmyzie bunky,
ako je Drosophila S2 a Spodoptera Sf9; zvieracie bunky, ako st CHO, COS
alebo Bowesov melaném; adenovirusy, rastlinné bunky atd. Vyber vhodného

hostitel'a sa povazuje za zrejmy pre odbornika na zaklade tu uvedenych udajov.

Vynalez konkrétne tiez zahrnuje rekombina&né konstrukty, zahrnujuce
Jjednu alebo viac vy$Sie podrobne opisanych sekvencii. KonStrukty obsahuju vek-

tor, ako je plazmid alebo virusovy vektor, do ktorého bola vloZena sekvencia
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podla vynalezu v priamej alebo spitnej orientacii. Vo vyhodnom uskuto€neni
vynalezu konS$trukt dale; obsahuje regulacné sekvencie, zahrnujuce napriklad
promotor, operativne viazany k sekvencii. Odbornikovi su zname a obchodne si
dostupné rdzne vhodné vektory a promodtory. Ako priklady sa uvadzaju tieto
vektory: Bakterialne: pQE70, pQEG60, pQE-9 (Qiagen), pBS. phagescript,
psiX174, pBluescript SK, pBsKS, pNH8a, pNHI6a, pNHI18a, pNH46a
(Stratagene); pTRC99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRITS5 (Phramacia).
Eukaryotické: pWLneo, pSV2cat, pOG44, pXTI, pSG (Stratagene), pSVK3,
pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia). M6zu vSak byt pouzité akékolvek dalSie

vektory alebo plazmidy, pokial su v hostitelovi replikovatelné a Zivotaschopné.

Promotorové oblasti mozu byt z ktoréhokol'vek pozadovaného génu selek-
tované pomocou vektorov CAT (chloramfenikol transferaza) alebo inych vekto-
rov so selektovate'nymi markermi. Dvoma vhodnymi vektormi su pKK232-8 a
pCM7. Konkrétne menovité bakterialne prométory zahrnuju lacl, lacZ, T3, T7,
gpt, lambda Py, Py, a trp. Eukaryotické promotory zahrnuji bezprostredny ranny
CMV, HSV tymidin kinazu, ranny a neskory SV40, LTR z retrovirusov a mysi
metallotionein-1. Volba vhodného vektora a prométora spada aplne do Grovne

beznych znalosti v odbore.

V d'alSom uskutocneni sa vynalez tyka hostitel'skych buniek obsahujucich
vy$Sie opisany konStrukt. HostiteI'skou bunkou moze byf vyisia eukaryoticka
bunka, ako je cicav€ia bunka, alebo niziia eukaryoticka bunka, ako je kvasin-
kova bunka, alebo fiou mdze byt prokaryoticka bunka, ako je bakterialna bunka.
Zavedenie konStruktu do hostitel'skej bunky mdze byt uskutoéiiované transfek-
ciou fosfore€nanom vapenatym, transfekciou sprostredkovanou DEAE-Dextra-
nom alebo elektroporaciou (Davis, L., Dibner, M., Battey, 1., Basic Methods in

Molecular Biology, 1986)).

Konstrukty v hostitel'skych bunkach mézu byt pouzité beznym spdosobom
na vyrobu génového produktu kédovaného rekombinaénou sekvenciou. Alterna-
tivne je mozné polypeptidy podl'a vynalezu vyrabat synteticky pomocou kon-

vencnych peptidovych syntetizatorov.
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Maturované proteiny moézu byt exprimované v cicav¢ich bunkach, kvasin-
kach, baktériach alebo dalSich bunkach pod kontrolou prisluSnych promotorov.
Na vyrobu tychto proteinov mdzu byt tiez pouzité bezbunkové translacné sys-
témy s pouzitim RNA, odvodenych od konStruktov DNA podl'a vynalezu. Vhod-
né klonovacie a expresné vektory pre pouzitie v prokaryotickych a eukaryotic-
kych hostitel'och su opisané v Sambrook a d., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, druhé vydanie, (Cold Spring Harbor, N.Y., 1989), tato publikacia je tu

zahrnuta ako odkaz.

Transkripcia DNA, kodujuca polypeptidy podla vynalezu, vys$simi euka-
ryotmi, sa zvyS$i zavedenim zosilnovacej (enhancerovej) sekvencie do vektoru.
Enhancery si elementy DNA, pdsobiace v polohe cis, obvykle o asi 10 az 300
bp, ktoré posobia na promotor za ucelom zvySenia jeho transkripcie. Ako pri-
klady je mozné uviest enhancer SV40 na neskorej strane pociatku replikacie (bp
100 az 270), enhancer ranného prométoru cytomegalovirusu, polyomovy enhan-

cer na neskorej strane pociatku replikacie a adenovirusové enhancery.

Rekombinaéné expresné vektory vSeobecne obsahuji poéiatok replikacie a
sclektovatelné markery, umozfiujuce transformaciu hostitel'skej bunky, napriklad
gén ampicilinovej rezistencie E. coli a gén S. cerevisiae TRP1, a promotor od-
vodeny od vysoko exprimovaného génu na riadenic transkripcie §truktirnej sek-
vencie v smere expresie. Také promotory mézu byt odvodené od operdonov
kodujacich glykolytické enzymy, ako je medzi inymi 3-fosfoglycerat kinaza
(PGK), faktor a, kysla fosfataza alebo proteiny teplotného Soku. Heterologna
StruktGrna sekvencia je nastavena do prislusnej fazy s translanou, iniciaénou a
terminanou sekvenciou. Pripadne mdéze heterologna sekvencia kédovat fuzny
protein, zahrnujici N-terminalny identifikaény peptid dodavajuci pozadované
charakteristiky, napriklad stabilizaciu alebo zjednoduSené &istenie exprimova-

ného rekombinaéného produktu.

Vhodné expresné vektory pre bakterialne pouzitie sa konstruuju vliozenim
Strukturnej sekvencie DNA, kodujicej pozadovany protein, spolu s vhodnymi

translatnymi, inicianymi a terminaénymi signalmi v operativne G&itacej faze
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s funk&nym prométorom. Vektor obsahuje jeden alebo viac fenotypickych selek-
tovatel'nych markerov a pociatok replikacie, aby bolo zaistené zachovanie vek-
toru, a ak je to ziaduce, dosiahnuta amplifikdcia v hostitelfovi. Vhodny proka-
ryoticky hostitelia pre transformaciu zahrnuju . coli, Bacillus subtilis, Salmo-
nella iyphimurium a rdzne druhy rodov Pseudomonas, Streptomyces a Staphylo-

coccus, avsSak je mozné podla potreby volit’ aj iné.

Ako neobmedzujuce priklady vhodnych expresnych vektorov pre bakte-
rialne pouzitie je mozné uviest vektory obsahujuce selektovatelny marker a
bakterialny pociatok replikacie, odvodené od komeréne dostupnych plazmidov,
zahrnujucich genetické elementy znameho klonovacieho vektoru pBR322 (ATCC
37017). Tak¢ komeréné vektory zahrnuju napriklad pKK223-3 (Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Svédsko) a GEMI1 (Promega Biotec, Madison, WI, USA).
Tieto ,retfazcové” sekcic pBR322 si kombinované s prislusnym promoétorom a

Strukturnou sekvenciou, ktora ma byt exprimovana.

Po transformacii vhodného hostitel'ského kmefia a kultivacii hostitel'ského
kmena na prislu§nu hustotu buniek sa zvoleny promoétor dereprimuje vhodnymi
prostriedkami (napriklad zmenou teploty alebo chemickou indukciou) a bunky sa

eSte nejaku dobu kultivuju.

Bunky sa izoluju najCastejSie odstredenim, rozru$ia fyzikalnymi alebo
chemickymi prostriedkami a vzniknuty surovy extrakt sa uchova pre dalsie &is-

tenie.

Mikrobialne bunky, pouzivané pri expresii proteinov, mdzu byt rozrusené
akoukolvek beznou metodou, napriklad cyklami zmrazovania a rozmrazovania,

sonifikaciou, mechanickym rozruSenim alebo pouzitim lyza&nych prostriedkov.

Na expresiu rekombina¢ného proteinu mdzu byt tieZ pouzité rdzne cicav-
¢ie bunkové kultivaéné systémy. Priklady cicav&ich expresnych systémov zahr-
nuju linie COS-7 opi€ich l'advinovych fibroblastov, opisané v Gluzman, Cell,
23:175 (1981), a d'alSie bunkové linie schopné expresie kompatibilného vektoru,

napriklad bunkové linie C127, 3T3, CHO, HeLa a BHK. Cicavé&ie expresné vek-
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tory obsahuji pociatok replikacie, vhodny prométor a enhancer a tiez vSetky
potrebné miesta vizby ribozomov, polyadenylaéné miesto, micsta donorov a ak-
ceptorov zostrihu, terminacné sekvencie transkripcie a 5’-lemujice neprepisané
sekvencie. Na ziskanie pozadovanych neprepisanych genetickych elementov je
mozné pouzit sekvenciu DNA, odvoden( od virusového genomu SV40, napriklad

pociatok SV40, ranny prométor, enhancer, zostrih a polyadenylaéné miesta.

FGEF-10 mdze byt z rekombinac¢nych bunkovych kultar izolovany a Cisteny
doposial’ zndmymi metddami, zahrnujdcimi zrazanie siranom aménnym alebo eta-
nolom, kyslu extrakciu, anidonovu alebo kationovi vymennu chromatografiu,
chromatografiu na fosfoceluloze, chromatografiu s hydrofobnou interakciou,
afinitn chromatografiu, hydroxyapatitovii chromatografiu a lektinov( chroma-
tografiu. Je mozné pouzit stupne opdtovného skladania proteinu, ak je to nutné
na kompletaciu konfigurdcie maturovaného proteinu. Na konelné Cistenie je

mozné pouzit vysokoucinnu kvapalinova chromatografiu (HPLC).

Polypeptidy podla vynalezu moéZzu predstavovat prirodzene Cisteny pro-
dukt alebo produkt chemickych syntetickych postupov alebo produkt ziskany
rekombinaénou technologiou z prokaryotického alebo eukaryotického hostitela
(napriklad bakterialnymi, kvasinkovymi, vys§$imi rastlinnymi, hmyzimi a cicav-
¢imi bunkami v kultire). V zavislosti na hostitelovi pouzitom v rekombinaénej
produkénej technologii mézu byt polypeptidy podla vynalezu glykosylované ci-
cavfimi alebo inymi eukaryotickymi uhl'ohydratmi alebo mézu byt neglykosylo-
vané. Polypeptidy podla vynalezu mdzu d’alej obsahovat poéiatoény zvysok ami-

nokyseliny metioninu.

Polypeptid podla vynalezu mdze byt v désledku schopnosti stimulovat
vaskularny endotelialny bunkovy rast pouzity pri oSetreni za Gaéelom stimuléacie
- revaskularizacie ischemickych tkaniv v pripade réznych chorobnych stavov, ako

je tromboza, artériosklerdza a d'alsie kardiovaskularne choroby.

FGF-10 mdzZe byt tiez pouzity na oSetrovanie ran v dosledku poraneni,

popalenin, poopera¢nych oprav tkaniva a vredov, pretoze ma schopnost mito-
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génne posobit na rézne typy buniek, ako sa fibroblastové bunky a bunky kostro-

vého svalstva.

FGF-10 mé6ze byt pouZzity tieZ na oSetrovanie a prevenciu neuronalneho
poSkodenia, ku ktorému dochadza pri urcitych neuronalnych poruchach alebo
neurovegetativnych stavoch, ako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova cho-
roba a komplex suvisiaci s AIDS. FGF-10 ma schopnost stimulovat rast chon-
drocytov, a preto mdze byt pouzity na podporu regeneracie kosti a periodontu a

pomahat’ pri tkanivovych transplantatoch a kostnych §tepoch.

FGF-10 mdze byt tiez pouzity na prevenciu starnutia pokozky v désledku

opalovania pomocou stimuldcie rastu keratinocytov.

FGF-10 mdze byt pouzity aj na prevenciu Gbytku vlasov, pretoze aktivuje
bunky vlasov a podporuje rast mclanocytov. Na rovnakom principe stimuluje
FGF-10 rast a diferenciaciu hematopoictickych buniek a buniek kostnej drene, ak

je pouzity v kombinacii s d’al§imi cytokinmi.

FGF-10 mdze byt tiez pouzity na uchovavanie organov pred transplanta-

ciou alebo pre uchovavanie bunkovej kultury primarnych tkaniv.

Vynalez sa d'alej tyka spdsobu pouzitia tychto polypeptidov alebo poly-
nukleotidov kodujucich tieto polypeptidy na GCely in vitro savisiace s vedeckym
vyskumom, syntézou DNA, vyrobou vektorov DNA a za Géelom ziskavania dia-

gnostickych a terapeutickych prostriedkov pre oSetrovanie 'udskych ochoreni.

Fragmenty plnej dizky génu FGF-10 mézu byt pouzité ako hybridizacna
sonda pre kniznicu cDNA za ucelom izolacie plnej dizky génu FGF-10 a
na izolaciu d’alSich génov, ktoré s nim maji vysoka sekvenénli podobnost alebo
ktoré maju podobnu biologickt aktivitu. Sondy tohto typu maju obvykle aspon
20 baz. Prednostne viak sondy obsahuji aspoil 30 baz a obvykle nepresahuju 50
baz, 1 ked mézu mal i vdc¢si poCet baz. Sonda mdze byt pouzita tiez na iden-
tifikdciu klonu ¢cDNA zodpovedajuceho plnej dizke transkriptu a gendémického
klonu alebo klonov, ktoré obsahuju kompletny gén FGF-10 vratane regulagnych

a prométorovych oblasti, exénov a intrénov. Prikladom screeningu je izolacia
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kédujtcej oblasti génu FGF-10 s pouZitim zﬁémej sekvencie DNA na syntézu
oligonukleotidovej sondy. Znacené oligonukieotidy, majuce komplementarnu
sekvenciu k sekvencii génu podla vynalezu, sa pouzivaju na screening kniZnice
Fudskej cDNA, genomovej DNA alebo mRNA za ucelom zistenia, s ktorymi

¢lenmi kniznice sonda hybridizuje.

Vynalez poskytuje sposob identifikacie receptorov pre polypeptid FGF-10.
Gén kodujuci receptor moze byt identifikovany réznymi metdodami znamymi od-
bornikom, napriklad vyhlPadavanim ligandov a triedenim FACS (Coligan a d.,
Current Protocols in Immun., kapitola 5 (1991)). Ak sa pripravuje polyadenylo-
vana RNA z bunky zodpovedajucej polypeptidom, pouziva sa prednostne ex-
presné klonovanie a kniZznica cDNA, vytvorena z tejto RNA, sa rozdeli do subo-
rov a pouzije na transfekciu buniek COS alebo inych buniek, ktoré nezodpove-
daja polypeptidom. Transfikované bunky, ktoré sa pestuju na sklenenych pod-
loZznych sklickach, sa vystavia znalenym polypeptidom. Polypeptidy mdZu byt
znalené réznymi prostriedkami, zahrnujacimi jodaciu alebo zabudovanie rozpoz-
navacieho miesta pre miestne Specifickii proteinkinazu. Po fixacii a inkubacii sa
sklicka podrobia autorddiografickej analyze. Identifikuji sa pozitivne sibory a
pripravia sa podsubory, ktoré sa retransfikuju s pouii‘tim procesu iterativneho
zoskupovania a rescreeningu, ¢im sa nakoniec ziska jednotlivy klon, ktory ko-

duje predpokladany receptor.

Ako alternativny pristup k identifikacii receptorov mézu byt znaené po-
lypeptidy fotoafinitne naviazané na bunkovu membranu alebo extraktové prepa-
raty, ktoré exprimuja receptorovi molekulu. Zosieteny material sa rozstiepi po-
mocou analyzy PAGE a vytavi rontgenovému filmu. Znaéeny komplex, obsahu-
juct receptory polypeptidov, mdze byt vyrezany, rozitiepeny na peptidové frag-
menty a podrobeny mikrosekvenovaniu proteinov. Sekvencia aminokyselin, zis-
kana mikrosekvenovanim, sa pouZije na kon$trukciu sady degenerovanych oligo-
nukleotidovych sond pre screening kniznice cDNA za Gé&clom identifikacie génov

kodujucich predpokladané receptory.



Vynalez poskytuje spdsob screeningu za ucelom identifikacie zlucenin,
ktoré moduluju pdsobenie FGF-10. Priklad takého testu zahrnuje kombinaciu
cicavcej fibroblastovej bunky, FGF-10, zlu¢eniny podrobovanej screeningu a
‘[H]}-tymidinu za podmienok bunkovej kultivacie, za ktorych by fibroblastova
bunka normalne proliferovala. Je mozné uskuto&nit kontrolny test v nepritom-
nosti zluCeniny podrobovanej screeningu a porovnat s velkostou proliferacie
fibroblastov v pritomnosti testovanej zli&eniny za Géelom stanovenia, & zlu&e-
nina stimuluje proliferaciu keratinocytov stanovenim prijmu *[H]tymidinu

v oboch pripadoch.

Za (Celom screeningu na antagonistov je mozné pripravit rovnaky test a
meria sa schopnost zla€eniny branit proliferacii fibroblastov a vykona sa stano-
venie antagonistickych vlastnosti. Velkost proliferacie fibroblastovych buniek sa

meria kvapalnou scintilatnou chromatografiou, ktorou sa meria zabudovanie

*[H]tymidinu.

V inej metode sa cicavéia bunka alebo membranovy preparat, exprimujici
receptor FGF-10, inkubuje so znatenym FGF-10 v pritomnosti zla€eniny. Potom
je mozné merat schopnost zli&eniny podporovat alebo blokovat tuto interakciu.
Alternativne sa meria odpoved druhého znameho messengerového systému po
interakcii 'GF-10 a receptoru a porovnava sa v pritomnosti a nepritomnosti zlu-
ceniny. Takéto druhé messengerové systémy zahrnuju, bez toho, aby sa na ne

obmedzovali, cAMP guanylatcyklazu, i6nové kanaliky alebo hydrolyzu fosfo-

inositidu.

Ako priklady potencialnych antagonistov FGF-10 je mozné uviest proti-
latku alebo v niektorych pripadoch oligonukleotid, ktory sa viaze na polypeptid.
Alternativne mdze byt potencialnym antagonistom FGF-10 mutantna forma FGF-
10, ktora sa viaze na receptory FGF-10, av§ak nie je vyvolana Ziadna odpoved

druhého messengeru, a teda je i&inok FGF-10 efektivne blokovany.

Dal§im potencialnym antagonistom FGF-10 je antimediatorovy kon§trukt,
pripraveny antimediatorovou technoldgiou. Antimediatorovou technologiu je

mozné pouzit na kontrolu expresie génov prostrednictvom tvorby trojitej §piraly
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alebo antimediatorovej DNA alcbo RNA, obe tieto metddy su zalozené na vizbe
polynukleotidu na DNA alebo RNA. Napriklad 5’-kodujuca ¢ast polynuklcotido-
vej sekvencie, ktora koduje maturované polypeptidy podla vynalezu, sa pouzije
na konstrukciu antimediatorového oligonukleotidu RNA dizky asi 10 az 40 parov
baz. Navrhne sa oligonukleotid DNA tak, aby bol komplementidrny k oblasti
génu, zucastiujuce] sa transkripcie (trojita $pirala, vid Lee a d., Nucl. Acids
Res., 6:3073 (1979); Cooney a d., Science, 241:456 (1988): a Dervan a d.,
Science, 251: 1360 (1991)), a tak branil transkripcii a produkcii FGF-10. Anti-
mediatorovy oligonukleotid RNA hybridizuje in vivo s mRNA a blokuje transla-
ciu molekuly mRNA do polypeptidu FGF-10 (proti zmyslu; Okano, J., Neuro-
chem., 56:560 (1991);, Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene
Expression, CRC Press, Boca Raton, FL (1988)). Vyssie opisané oligonuklcotidy
moézu byt tiez dodané do buniek tak, aby bola in vivo exprimovana antimediato-

rova RNA alebo DNA na inhibiciu produkcie FGF-10.

Potencialny antagonisti FGF-10 zahrnuji malé molekuly, ktoré sa viazu na
vazbové miesta receptoru FGF-10 a okupuju ich, a tak spdsobuju nepristupnost
receptoru pre FGF-10, takZe je zabranené normalnej biologickej aktivite. Pri-
kiady rﬁal}'Ich molekdl zahrnujt, av§ak neobmedzuju sa na ne, malé peptidy élebo

molekuly podobné peptidom.

Antagonisti FGF-10 sa m6zu pouZzivat na inhibiciu rastu buniek a proli-
feraénych aginkov FGF-10 na neoplastické bunky a tkaniva, a teda na rctardaciu
alebo prevenciu abnormalneho rastu a proliferacie buniek, napriklad rastu na-

dorov.

Antagonisti FGF-10 sa m6Zu pouzif tiez na prevenciu hypervaskularnych
ochoreni a na prevenciu proliferacie epitelialnych buniek SoSovky po chirurgii

extrakapsularnej katarakty.

Antagonisti sa mézu pouzivat v zmesi s farmaceuticky prijatelnym nosi-

¢om, napriklad d'alej opisanym.
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Polypeptidy, agonisti a antagonisti podla vynalezu sa mdZzu pouzivat
v kombinacii s vhodnym farmaceutickym nosi¢om vo forme farmaccutického pri-
pravku. Také pripravky zahrnuji terapeuticky u¢inné mnozstvo polypeptidu,
agonistov alebo antagonistov a farmaceuticky prijatelny nosi¢ alebo vehikulum.
Takyto nosi¢ zahrnuje, avSak neobmedzuje sa na ne, solny roztok, pufrovany
sol'ny roztok, dextrozu, vodu, glycerol, etanol a ich kombinacie. Formulacia by

mala zodpovedat spésobu podavania.

Vynalez poskytuje tiez farmaceutick supravu alebo kit, zahrnujuci jednu
alebo viac nadobiek naplnenych jednou alebo viac zlozkami farmaceutickych pri-
pravkov podl'a vynalezu. K tejto nadobke (nddobkam) moze byt pripojené ozna-
menie vo forme predpisanej vladnou agentirou regulujucou vyrobu, pouzivanie
alebo predaj farmaceutickych alebo biologickych produktov, ktoré odraza sihlas
tejto agentury s vyrobou, pouZzivanim alebo predajom pre humanne aplikacie.
Okrem toho mdzu byt polypeptidy, agonisti a antagonisti podla vynalezu pouzi-

vané v spojeni s d'al§imi terapeutickymi zlG&eninami.

Farmaceutické¢ pripravky mézu byt podavané beznym spdsobom, napriklad
oralnou, topickou, intravendznou, intraperitonealnou, intramuskularnou, subku-.
tannou, intranasalnou alebo intradermalnou cestou. Farmaceutické pripravky su
podavané v mnozstvo, ktoré je u&inné pri lie¢be a/alebo profylaxii Specificke;
indikacie. VSeobecne sa podavaju v mnozstve aspoil asi 10 png/kg telesnej hmot-
nosti a vo vacsine pripadov sa podavaju v mnozstvo nepresahujicom asi 8 mg/kg
telesnej hmotnosti za defi. Vo vaéine pripadov je davkovanie asi 10 ng/kg az asi
I mg/kg telesnej hmotnosti denne s prihliadnutim k spdsobu podéavania, sympto-
mom atd. V konkrétnom pripade topickej aplikacie sa podavaju prednostne

davky asi 0,1 pg az 9 mg na cm?.

Polypeptidy FGF-10 a agonisti a antagonisti, ktori su polypeptidmi, mézu
byt tiez pouzivané podla vynalezu expresiou takého polypeptidu in vivo, ktora

sa Casto oznacuje ako ,génova terapia®.

Tak mdézu byt bunky napriklad podrobené génovej] manipulacii s poly-

nukleotidom (DNA alebo RNA), kédujiicim polypeptid, ex vivo, a potom dodané
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pacientovi, ktory ma byt lie€eny tymto polypeptidom. Také metddy su zname.
Bunky moézu byt napriklad podrobené znamym spdsobom manipulacii pouzitim

retrovirusovej Castice obsahujicej RNA, kédujucu polypeptid podl'a vynalezu.

Podobne mdézu byt bunky manipulované in vivo pre expresiu polypeptidu
in vivo, napriklad znamymi metdédami. Ako je zname, za G&elom manipulacie bu-
niek 7n vivo a expresie polypeptidu /n vivo mdze byt podavana pacientovi pro-
duk¢na bunka pre produkciu retrovirusovej &astice obsahujucej RNA, kodujice;j
polypeptid podla vynalezu. Tieto a d'alSie spésoby podavania polypeptidu podla
vynalezu su pre odbornika zrejmé z udajov tohto popisu. Napriklad expresné
vehikulum pre manipulaciu buniek mdze byt iné neZ retrovirusové Castice, na-
priklad adenovirus, ktory méze byt pouZity na manipulaciu buniek in vivo

v kombinacii s vhodnym nosnym vehikulom.

Vynalez sa tiez tyka pouZitia génu FGF-10 ako su&asti diagnostického
testu na detekciu ochoreni alebo nachylnosti k ochoreniam suvisiacim s pritom-

nostou mutacii v sekvencii nukleovych kyselin FGF-10.

Jednotlivci nestici mutacie v géne FGF-10 sa mdzu detekovaf na Urovni
DNA.r()znymi metédami. Nukleové kyseliny pre diagnézu modzu byt ziskané
z buniek pacienta, napriklad z krvi, mocu, slin, materialu tkaninove; biopsie a
autopsie. Genomova DNA moéZe byt pouZitd priamo na detekciu alebo moZe byt
pred analyzou enzymaticky amplifikovand pomocou PCR (Saiki a d., Nature,
324:163-166 (1986)). Na rovnaky u&el mdze byt tiez pouzita RNA alebo cDNA.
Ako priklad mézu byt priméry PCR komplementarne k nukleovej kyseline, kodu-
juce FGF-10, pouzité na identifikaciu a analyzu mutacii FGF-10. Delécia a
inzercia mézu byt napriklad detekované na zaklade zmeny velkosti amplifikova-
ného produktu oproti normalnemu genotypu. Bodové muticie mozu byt identifi-
kované hybridizaciou amplifikovanej DNA s RNA radiozna&eného FGF-10 alebo
alternativne s antimediatorovymi sekvenciami DNA radioznaéeného FGF-10
Dokonale suhlasiace sckvencie mézu byt od chybnych duplexov odlisené diges-

ciou s RNasou A alebo na zaklade rozdielu tepldt topenia.
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Genetické testovanie na zaklade rozdielov sekvencii DNA mdze byt usku-
toctiované detekciou alebo zmenou elektroforetickej mobility fragmentov DNA
v géloch denaturaénymi Cinidlami alebo bez nich. Malé delécie a inzercie v sek-
venciach mozu byt vizualizované pomocou gélovej elektroforézy vysokého rozli-
Senia. Fragmenty DNA s roznymi sekvenciami mézu byt rozliSené na géloch
s gradientom denaturujuceho formamidu, na ktorych je mobilita réznych frag-
mentov DNA v géle spomalena v roznych polohach podla ich konkrétnej teploty
topenia alebo Ciasto¢ného topenia (vid napriklad Myers a d., Science, 230:1242

(1985)).

Zmeny sekvencie v konkrétnych miestach je mozné tiez odhalit pomocou
testov nukledzove] ochrany, napriklad ochrany RNazy a Sl1, alebo metodou
chemického Stiepenia (napriklad Cotton a d., PNAS, USA, 85:4397-4401
(1985)).

Detekciu konkrétnej sekvencie DNA je teda mozné uskutoliovat mecto-
dami, ako je hybridizacia, ochrana RNazy, chemické Stiepenie, priame sekveno-
vanie DNA alebo pouzitie reStrikénych enzymov (napriklad metdéda polymorfiz-
mov dizok restrikénych fragmentov, FRLP) a  Southernov blotting genémovej
DNA.

Okrem beZnejSich metod gélovej elektroforézy a sekvenovania DNA je

mozné mutacie tiez detekovat analyzou in situ.

Vynalez sa tiez tyka diagnostického testu na detekciu pozmenenych hladin
proteinu FGF-10 v réznych tkanivach, pretoze hyperexpresia proteinov
v porovnani s norméalnymi kontrolnymi tkanivovymi vzorkami moéze detekovat
pritomnost ochoreni alebo nachylnosti k ochoreniu, napriklad k nadoru. Testy.
pouzivané na detekciu hladiny proteinu FGF-10 vo vzorke ziskanej od hostitela
su odbornikom zname a zahrnuju radioimunoanalyzu, testy kompetitivnej vizby,
analyzou westernovym prenosom, testy ELISA a _sendvidové“ testy. Test ELISA
(Coligan a d., Current Protocols in Immunology, 1(2), kapitola 6, (1991)) zahr-
nuje najprv pripravu protilatky 3pecifickej voé&i antigénu FGF-10, prednostne

monoklonalnej protilatky. Dalej sa pripravi reporterova protilatka k monoklo-
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nalnej protilatke. K reporterovej protilatke sa naviaze detekovatelné cinidlo,
napriklad radioaktivne, fluorescenéné alebo v tomto priklade enzym chrenova
peroxidaza. Z hostitela sa odoberie vzorka a inkubuje sa na pevnom nosici,
napriklad na polystyrénovej miske, ktora viaze proteiny vo vzorke. VSetky volné
vazbové miesta proteinov na miske sa potom pokryju inkubaciou s ne§pecifickym
proteinom, ako je bovinny sérovy albumin. Potom sa v miske inkubuje monoklo-
nalna protilatka, v priebehu tejto doby sa monoklonalne protilatky naviazu na
vSetky proteiny FGF-10, naviazané na polystyrénovu misku. Zvy§na nenaviazana
monoklonalna protilatka sa odstrani premytim pufrom. Do misky sa teraz vlozi
reporterova protilatka, naviazana na chrenovu peroxidazu, ¢o vedie k naviazaniu
reporterovej protilatky na vSetku monoklonalnu protilatku naviazant na FGF-10.
Nenaviazana reporterova protilatka sa odstrani premytim. Potom sa k miske
pridaju peroxidazové substraty a mnozstvo sfarbenia, vyvinuté za danu dobu, je
pri porovnani so Standardnou krivkou mierou mnoZstva proteinu FGF-10 pritom-

ného v danom objeme pacientovej vzorky.

Je mozné pouzit kompetitivny test, pri ktorom sa protilatky $pecifické
k FGF-10 naviaZu na pevny nosi¢ a cez pevny nosi¢ sa vedie znadeny FGF-10 a
vzorka ziskana od hostitela a detekované mnozstvo znacky, napriklad kvapalnou
scintilaénou chromatografiou, mdze byt korelované s mnozstvom FGF-10 vo

vzorke.

Testu ELISA je podobny ,sendviovy“ test. V “sendvicovom® teste sa
FGF-10 vedie cez pevny nosi¢ a viaZe sa na protilatku naviazani na pevny nosic.
Na FGF-10 sa potom naviaze druha protilatka. Potom sa cez pevny nosi¢ vedie
_tretia protilatka, ktora je znalena a je Specificka k druhej protilatke a ktora sa

viaze na druhu protilatku, a potom je mozné kvantifikovat mnoZstvo.

Sekvencie podla vynalezu su cenné tiez pre identifikaciu chromozémov.
Sekvencia je $pecificky cielena na konkrétnu polohu na jednotlivom Tudskom
chromozéme a méze s fiou hybridizovat. Naviac existuje v saasnosti potreba
identifikdcie konkrétnych miest na chromozome. Pre oznaéenie polohy na chro-

mozome je v suCasnosti k dispozicii malo €inidiel zaloZenych na skutocnych sek-



vencnych datach (polymorfizmy repeticii). Mapovanie DNA do chromozémov
podla vynalezu je ddlezitym prvym stupiiom v korelacii tychto sekvencii s génmi

spojenymi s uréitym ochorenim.

Struéne povedané mozu byt sekvencie mapované do chromozomov tak. Ze
sa z cDNA pripravia priméry PCR (prednostne 15 az 25 bp). Pouzije sa kompu-
terova analyza 3’-nepreloZzenej oblasti na rychly vyber primérov, ktoré nepresa-
huji viac nez jeden exon v genomove] DNA, a tak komplikuju proces amplifika-
cie. Tieto priméry sa potom pouziji na PCR screening hybridov somatickych
buniek obsahujucich jednotlivé Tudské chromozdémy. Iba hybridy, obsahujuce

Fudsky gén zodpovedajuci priméru, poskytni amplifikovany fragment.

PCR mapovanie hybridov somatickych bunick je rychly postup na prirade-
nie konkrétnej DNA ku konkrétnemu chromozému. Pouzitim vynalezu pre rovna-
ké oligonukleotidové priméry je mozné analogickym spdsobom uskutocnit sublo-
kalizaciu s panclmi fragmentov zo §pecifickych chromozomov alebo subory vel'-
kych genomickych klonov. Dalsie stratégie, ktoré je mozné pouzif podobne
na mapovanie do chromozomu, zahrnuji hybridizaciu in situ, prescreening so
znaCenymi prietokovo triedenymi chromozonmi a hybridizaénu preselekciu na

konStrukciu kniZnic chromozémovo §pecifickych cDNA.

Na ziskanie presnej polohy na chromozéme v jednom stupni je moZné po-
uzit’ fluorescentnu hybridizaciu in situ (FISH) klonu ¢cDNA s metafazovym roz-
Sirenim chromozomu. Tato metédu je mozné pouzit uz pri dizke cDNA iba 500
alebo 600 baz; klony vacSie nez 2000 bp vSak maju vy$Siu pravdepodobnost
vizby k jedinej chromozomalnej polohe s dostato&nou intenzitou signalu pre
jednoduchu detekciu. FISH vyZaduje pouzitie klonov, od ktorych bol odvodeny
usek expresnej sekvencie (fragment génu podla vynalezu), a &im dlh§ich, tym
lepSie. Na ziskanie dobrych vysledkov v rozumnej dobe napriklad staci 2000 bp,
4000 bp je lepSich a viac nez 4000 bp pravdepodobne nie je nutnych. Popis tejto
metody je mozné najst’ vo Verma a d., Human Chromosomes: A Manual of Basic

Techniques, Pergamon Press, New York (1988).



Akonahle sa sekvencie priradia presnej polohe na chromozdme, je mozné
fyzicku polohu sekvencie na chromozéome korelovat s idajmi genetickej mapy.
(Takeé udaje su uvedené napriklad v V. McKusick, Mendelian Inheritance in Man
(dostupné on line prostrednictvom John Hopkins University Welch Medical Lib-
rary)). Vztfah medzi génmi a ochoreniami, ktoré boli mapované do tej istej chro-
mozomalne; oblasti, sa potom identifikuje vazbovou analyzou (spoludedenie

fyzicky susediacich génov).

Dalej je nutné stanovit rozdiely cDNA alebo genomickej sekvencie medzi
postihnutymi a nepostihnutymi jedincami. Ak je u nicktorych alebo vsetkych
postihnutych jedincov pozorovana mutacia, ktora v3ak nie je pozorovana u Zziad-
neho normalneho jedinca, potom je mutacia pravdepodobne povodcom ochore-

nia.

Pri saCasnom rozliseni metdd fyzikalneho a genetického mapovania mdze
byt ¢cDNA, presne lokalizovana do oblasti chromozdomu, spojena s ochorenim,
jednym z 50 az 500 potencialnych vyvolavajucich génov. (Z toho vyplyva mapo-

vacie rozliSenie 1 megabéaza a jeden gén na 20 kb.)

Polypeptidy, ich fragmenty alebo iné dé‘rivéty alebo ich analégy alebo
bunky ich exprimujice mézu byt pouzité ako imunogény na vyvolanie tvorby
protilatok. Tieto protilatky mézu byt naprikliad polyklonalne alebo monoklo-
nalne. Vynélez zahrnuje tiez chimerické, jednorefazcové a humanizované proti-
latky, rovnako ako fragmenty Fab alebo produkt expresnej kniznice Fab. Na zis-

kanie tychto protilatok a fragmentov je mozné pouZit rdozne zname postupy.

Protilatky vytvorené proti polypeptidom, zodpovedajucim sekvencii podla
vynalezu, m6zu byt ziskané priamou injek&nou aplikaciou polypeptidov Zivoci-
chovi alebo podanim polypeptidov Zzivo&ichovi, prednostne inému nez &loveku.
Takto ziskana protilatka potom sama viaze tieto polypeptidy. Tymto spdsobom
je mozné pouzit i sekvencie, kddujuce iba fragment polypeptidov. na vytvorenie
protilatok, viazucich celé nativne polypeptidy. Tieto protilatky potom mozu byt

pouzité na izolaciu polypeptidu z tkaniva, ktoré ho exprimuje.
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Na pripravu monoklonainych protilatok je mozné pouzit akukolvek me-
todu, ktora poskytuje protilatky produkované kontinualnymi kultGrami bunko-
vych linii. Priklady technik na ziskanie monoklonalnych protilatok zahrnuji me-
tédu hybridomov (Kohler a Milstein, 1975, Nature, 256:495-497), metddu trio-
mov, metodu hybridomov ludskych B-buniek (Kozbor a d., 1983, Immunology
Today 4:72) a metodu EBV-hybridomov na ziskanie P'udskych monoklonalnych
protilatok (Cole a d., 1985, v Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan
R. Liss, Inc., str. 77-96).

Opisané metody produkcie jednoretazcovych protilatok (patent US
4,946.778) mdzu byt upravené na ziskanie jednoretazcovych protilatok k imuno-
génnym polypeptidickym produktom podla vynalezu. Na expresiu humanizova-
nych protilatok k imunogénnym polypeptidickym produktom podla vynalezu mé-

Zu byt tiez pouzité transgénne mysi.

Prehl'ad obrazkov na vvkresoch

Vynalez je blizsie opisany v stvislosti s pripojenymi vykresmi, ktoré

predstavuji konkrétne uskuto&nenie vynalezu, aviak neobmedzuju jeho rozsah.

Obr. 1 - zobrazuje sekvenciu ¢cDNA a zodpovedajicu odvodent sekvenciu ami-
nokyselin FGF-10. Znazornena sekvencia aminokyselin reprezentuje
maturovana formu proteinu. S pouZité Standardné jednopismenové
skratky aminokyselin. Sekven&né nepresnosti su spolo¢nym problémom
pri stanovovani polynukleotidovych sekvencii. Sekvenovanie bolo
vykonané pomocou automatického sekvenatoru DNA 373 (Applied

Biosystems, Inc.). Sekven&na presnost sa predpoklada vySSia nez 97 %.

Obr. 2 - znazorfiuje homologiu sekvencii aminokyselin medzi FGF-10 a ostatny-

mi ¢lenmi skupiny FGF. Konzervativne aminokyseliny su vyznalen¢

hrubo.

Obr. 3 - znazoriiuje gél SDS-PAGE po transkripcii/translacii proteinu FGF-10.
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Priklady uskutoCnenia vynalezu

Vynalez je osvetieny na prikladoch uskutoénenia, ktoré ho vsak nijako ne-
obmedzuju. Vietky diely a mnoZzstva, pokial nie je uvedené inak, si myslen¢

hmotnostne.

Na ulah&enie pochopenia prikladov sa uvadzaju niektoré Casto sa vyskytu-

juce metddy a/alebo vyrazy.

,Plazmidy“ sa oznauji malym pismenom p, pred ktorym a/alebo za kto-
rym su uvedené vel'ké pismena a/alebo Cislice. Tu pouzité vychodzie plazmidy su
bud komeréne dostupné, verejne neobmedzene pristupné alebo mozu byt kon-
Struované z dostupnych plazmidov publikovanymi postupmi. Okrem toho su

v odbore zname a odbornikom st zrejmé ekvivalentné plazmidy.

,Digescia“ DNA oznacuje katalytické Stiepenie DNA restrikénym enzy-
mom, ktory pdsobi iba v niektorych sekvenciach v DNA. Rozne tu pouzité res-
trikéné enzymy st komercne dostupné a boli pouzité reakéné podmienky, kofak-
tory a d'alSie poziadavky, ktoré su beznému odbornikovi zname. Na analytické
ucely sa typicky pouzije 1 ug plazmidu alebo fragmentu DNA s asi 2 jednotkami
enzymu v ast 20 pl timivého roztoku. Za ucelom izolacie fragmentov DNA pre
kon§trukciu plazmidu sa typicky digeruje 5 az 50 pg DNA s 20 az 250 jednot-
kami enzymu vo vdc¢§om objeme. Vhodné pufry a mnoZstvo substratu pre kon-
krétne reStrikéné enzymy uvadza vyrobca. Obycajne sa pouziva doba inkubéacie
asi | h pri 37 °C, ale podl'a pokynov dodavatel'a sa mdze menit. Po digescii sa
reakénd zmes priamo podrobi elektroforéze na polyakrylamidovom géle za ace-

lom izolacie pozadovaného fragmentu.

Delenie odStiepenych fragmentov podl'a velkosti sa robi pouzitim 8 % po-

lyakrylamidového gélu, opisaného v Goeddel, D., a d., Nucleic Acids Res.,
8:4057 (1980).

Vyraz ,oligonukleotidy“ sa vztahuje bud na jednoretazcovy polydeoxy-
nukleotid alebo na dva komplementarne polydeoxynukleotidové retazce, ktoré

mozu byt syntetizované chemicky. Tieto syntetické oligonukleotidy nemaji 5’-



27

fosfat, a teda sa neviazu k inému oligonukleotidu bez pridavku fosfatu s ATP
v pritomnosti kindzy. Synteticky oligonukleotid sa viaze k fragmentu, ktory ne-

bol defosforylovany.

»Ligacia“ oznaluje proces vytvarania f{osfodiesterovych vizieb medzi
dvoma dvojvlaknovymi fragmentami nukleovej kyseliny (Maniatis, T., a d., tam
isto, str. 146). Ak nic je uvedené inak, je mozné ligaciu uskuto&nit pouZitim
znamych pufrov a znamych podmienok s 10 jednotkami ligazy T4 DNA (,,higasa“

na 0,5 pg priblizne ekvimoldrneho mnozstva spojovanych fragmentov DNA.

Ak nie je uvedené inak, bola transformacia uskutoéfiovana spdsobom opi-

sanym v Graham, F., a Van der Eb, A., Virology, 52:456-457 (1973).

Priklad 1
Tkanivova distribicia mRNA FGF-10 v dospelych Pudskych tkanivich

Pre analyzu expresie mRNA FGF-10 bola vykonana northernova analyza s
2 pg poly A" mRNA z réznych dospelych Pudskych tkaniv pouzitim radioaktivne
znagenej celej cDNA FGF-10 ako sondy. Vysledky ukazuju, ze 1,4 kb informa-
cie je exprimovana najhojnejSie v kostrovom svale. na strednej uUrovni v srdci,
mozgu, placente, l'advine a pankrease a na ni%§ej urovni v pedeni. V srdci su pri-
tomné 3 dalSie fragmenty o velkosti 4,4 kb, 2,4 kb a 0,5 kb. Je pravdepodobné,
ze tieto rdozne velkosti mRNA v srdci st vysledkom alternativneho zostrihu.
V mozgu je tiez pritomni 4,4 kb mRNA. Nylonovy blot s 2 pug poly A” mRNA
z nickol'kych dospelych l'udskych tkaniv, naviazany na membranu, bol ziskany od
Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA. Tento blot bol hybridizovany s ce-
lou ¢cDNA FGF-10, zna¢enou nahodne iniciovanym znalenim radioaktivnym
dCTP. Hybridizacia bola uskuto&fiovand cez noc pri 65 °C v 7 % SDS, 0.5 M
NaPO4, pH 7,2 a | % BSA. Po 2x 30 min premyti v 0,2 x SSC, 0,1 % SDS pri

65 °C bol blot cez noc vystaveny réntgenovému filmu s intenzifika&nou clonou.



Priklad 2
Expresia FGF-10 transkripciou a translaciou in vitro

cDNA FGF-10, ATCC # 75696, bola podrobena transkripcii a translacii in
vitro za ucelom stanovenia velkosti prepisatel'ného polypeptidu kodovaného
uplnou a ¢€iasto€nou cDNA FGF-10. Uplné a C¢iastocné inzerty cDNA FGF-10 vo
vektore pBluescript SK boli amplifikované pomocou PCR s tromi dvojicami
primérov: 1) spdtny a priamy primér M13, 2) spatny primér M13 a FGF primér
P20, 3) spatny primér M13 a FGF primér P22. Sekvencie tychto primérov st na-

sledujuce:
Spéatny primér M13-2:
5’-ATGCTTCCGGCTCGTATG-3 (SEQ ID NO 3)

Tato sekvencia je umiestnena pred 5’-koncom inzertu ¢cDNA FGF-10 vo
vektore pBluescript a ma orientaciu proti smeru cDNA. Medzi tymto primérom a

cDNA FGF-10 je umiestena sekvencia prométoru T3,
Priamy primér M13-2:
5’-GGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’ (SEQ ID NO 4)

Tato sekvencia je umiestnena za 3’-koncom inzertu ¢cDNA FGF-10 vo

vektore pBluescript a ma orientaciu proti smeru inzertu cDNA.
FGF primér P20:
5'"-GTGAGATCTGAGGGAAGAAGGGGA-3’ (SEQ ID NO 5)

Sekvencia 15 bp tohto priméru na 3’-konci je proti smeru sekvencie cDNA

FGF-10 bp 780 az 766, ktora je umiestena 12 bp za stop kodoénom.

FGF primér P22:

5'-CCACCGATAATCCTCCTT-3" (SEQ ID NO 6)
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Tato sckvencia je umiestena v cDNA FGF-10 v protismernej orientacii a je

asi 213 bp za stop kodénom.

Reakcie PCR sa vSetkymi tromi dvojicami primérov produkuju amplifiko-
vané produkty so sekvenciou promotoru T3 pred inzertom c¢cDNA. Vetky tri
dvojice primérov produkuju produkty PCR, ktoré kéduju plnt dizku polypeptidu
FGF-10.

Na transkripciu/translaciu in vitro bolo pouzité priblizne | pg produktu
PCR z prvej dvojice primérov, 0,3 pg z druhej dvojice primérov a 0,3 ug z trete)
dvojice primérov. Transkripéna/translaéna reakcia in vifro bola uskutoéfiovana
v objeme 25 ul pouzitim systémov spojeného retikulocytového lyzatu TyT™
(Promega, ¢. kat. L4950). Konkrétne reakna zmes obsahuje 12,5 pl lyzatu kra-
licich retikulocytov TnT, 2 pl reak&ného pufru TyT, | ul polymerazy T3, | ul |
mM zmesi aminokyselin (minus metionin), 4 pul **S-metioninu (> 1000 Ci/mmol,
10 mCi/ml). 1 ul 40 U/ul inhibitoru ribonukledzy RNasin a 0.5 alebo 1 ug pro-
duktov PCR. Objem bol doplneny H,O bez obsahu nukleazy na 25 pul. Reakéna
zmes bola inkubovana 2 h pri 30 °C. 5 ul reak&éného produktu bolo analyzované
na gradiente 4 - 20 % gélu SDS-PAGE. Po fixacii v 25% isé’propanole a 10%

kyseline octovej bol gél vysuSeny a vystaveny cez noc pri 70 °C rontgenovému

filmu.

Ako je zndzornené na obr. 3, produkty PCR obsahujuce plnd dizku ¢cDNA
FGF-10 a ¢cDNA s chybajicimi priblizne 340 bp a priblizne 140 bp v 3’-neprepi-
sanej oblasti (3°-UTR) produkovali tu istd dizku prepisanych produktov, ktorych

molekulova hmotnost sa odhaduje na asi 19 kD (pruhy 2 az 4).

Na zaklade vySSie uvedenych udajov je mozné vynalez rézne modifikovat
a obmienat, a preto ho je moZné v rozsahu pripojenych narokov uskuto&fiovat

inak nez bolo konkrétne opisané.
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ZOZNAM SEKVENCII
(1) VSEOBECNE INFORMACIE
(i) PRIHLASOVATEL: HU A D.
(ii) NAZOV VYNALEZU: FIBROBLASTOVY RASTOVY FAKTOR-10
(iii) POCET SEKVENCII: 6
(iv) KORESPONDENCNA ADRESA:

(A) ADRESAT: CARELLA, BYRNE, BAIN, GILFILLAN, CECCHI,
STEWART & OLSTEIN -

(B) ULICA: 6 BECKER FARM ROAD
(C) MESTO: ROSELAND
(D) STAT: NEW JERSEY
- (E) ZEM: USA
(F) POST. KOD: 07068
(v) STROJOVO CITATELNA FORMA:
(A) TYP MEDIA: DISKETA 3,5 "
(B) POCITAC: IBM PS/2
(C) OPERACNY SYSTEM: MS-DOS
(D) SOFTWARE: WORD PERFECT 5.1
(vi) UDAJE O SUCASNEJ PRIHLASKE:
(A) CISLO PRIHLASKY:

(B) DATUM PODANIA: SUCASNE
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(C) KLASIFIKACIA:
(vii) UDAJE O SKORSEJ PRIHLASKE:

(A) CISLO PRIHLASKY: 08/207,412

(B) DATUM PODANIA: 8. MAREC 1994
(viii) INFORMACIE O ZASTUPCOVI/AGENTOVI:

(A) MENO: FERRARO, GREGORY D.

(B) REGISTRACNE CISLO: 36,134

(C) ZNACKA/CISLO SPISU: 325800-347
(ix) TELEKOMUNIKACNE INFORMACIE:

(A) TELEFON: 201-994-1700

(B) TELEFAX: 201-994-1744

(2) INFORMACIE PRE SEQ ID NO 1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 1121 PAROV BAZ
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) VLAKNO: JEDNODUCHE
(D) TOPOLOGIA: LINEARNA
(ii) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO 1:



GGCAAAGTGG
CIGCAGCTTC
GATTGGCTTC
GAACTTCCCA
TTGTGACARG
TTGATGGGAC
TGCGTGTAGT
GCTATCTCTA
AARACTACTA
GGTTTCTGGG
AGCCCTCATC
TACATGAAAT
ATGGAGGCAR
TCTCATCCCT
ARGGRGAGGA
TCTTCCTTTG
ARTTCACGTT

GATGATCTGT
CAGACCCAGG
CCAGATTTGG
GCACTCGARA
GTTATTCAGC
CAAGGACGAR
GGCCATCCAR
CAGTTCAGAT
TGTGATCTAT
ACTCAATAAA
ACATTITGTA
TGGAGARAAA
AGTTGTGART
TCCCCTTCCC
AAATAAAATG
TGTAGGACAA
CACAAAGATT

CACTACACCT
ARGCCTGAGG
GAATCTGARG
GGGACCGAAR
CAGCAGGGAT
AACAGCGACT
GGRAGTGARGG
GTTTTCACTC
TCTTCCACAC
GARGGTCARR
CCGAARCCTA
CARGGGCGTT
CARGATTCAA
TTCCTTCCCA
ACARCGCAAG
GARAATTGAA
ATCACACTTA

GCAGCACCAC
GGARGGARGG
CGGGCCCACA
TGGAGAGCAA
ACTTCCTGCA
ACACTCTCTT
CTAGCCTCTA
CAGARTGCAA
TGTACCGCCA
TTATGAAGGG
TTGAAGTGTG
CAAGGARARG
CATAGCTGAG
TTTACCCATT
CACCTAGTGG
CCARRGCTTG
ARAGCAANGG

GCTCGGAGGA
AAGTACGGGC
TCTTCCGGCC
AGARACCCCAG
GATGCACCCA
CAATCTAATT
TGTGGCCATG
ATTCAAGGAA
GCAAGAATCA
GAACAGAGTG
TATGTACAGA
TTCTGGAACA
AACTCTCCCC
TCCTTCCAGT
CTARGATTCT
CTTGTTGCAA
AAAARATAAA

CAGCTCCTGC
GARATCATCA
ARCTTCCATT
CTCARRGGGA
GATGGTACCA
cECGTGGGCC
ARTGGTGAAG
TCTGTGTTTG
GGCCGAGCTT
ARGARAACCA
GAACCATCGC
CCAACCATGA
TTCTTCCCTC
ARATCCACCC
GCACTCARAA
TGTTGTAGAA
TCAGAACTCC

ATAAATATTA AARCTARACTG TATTGTTATT AGTAGAAGGC TAATTGTAAT GAAGACATTA
ATAAARGGTGA AATAAACTTA AARARAARAA AAAAAAAAAR A

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

lo08¢C
1122
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(2) INFORMACIE PRE SEQ ID NO 2:

Met
Phe
Ile

Leu

Ser
Glu
Glu
Ile
Phe

Leu

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:

(A) DLZKA: 181 AMINOKYSELIN

(B) TYP: AMINOKYSELINA

(C) VLAKNO:

(D) TOPOLOGIA: LINEARNA

(H)TYPT%OLEKULY:PROTEHJ

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO 2:

Glu Ser Lys Glu Pro

Ser

Asp

Ile

Ser

Asp

Asn

Ser

Met

val

His

Gln Gln
Gly Thr
Pro Val
Leu Tyr
Val Phe
Tyr Tyr
Gly Arg
Lys Gly
Pro Lys

Glu Ile

5
Gly Tyr
20
Lys
35
Gly Leu
50
val
65
Thr
80
Val
95
Ala
110
Asn
125
Pro
140
Gly
155

Asp

Ala
Pro

Ile

Arg
Ile

Glu

Gln Leu
Phe Leu
Glu Asn
Axrg Qal
Met Asn
Glu Cys
Tyxr Ser
Phe Leu
Val Lys
Glu Val

Lys Gln

Lys Gly
10
Gln Met
25

Ser Asp

40
Val Ala
55
Gly Glu
70
Lys Phe
85
Ser Thr
100
Gly Leu
115
Lys Thr
130
Cys Met
145
Gly Axg
160

Ile Val

His Pro

Tyr Thr

Ile Gln
Gly
Lys
Leu
Asn Lys
Lys Pro
Tyr Arg

Ser Axg

Glu.

Thr
Asp
Leu
Gly
Leu
Ser
Arg

Glu

fer.

Glu

Lys

Arg

Gly

Phe

val

Val

Gln

Gly

Ser

Pro

Ser

Leu
15
Thr
30
Asn
45
Lys

- 60

Ser

75
Phe

90
Gln
105
Gln
120

135
Ser
150
Ser
165



(2) INFORMACIA PRE SEQ ID NO 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 18 PAROV BAZ
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) VLAKNO: JEDNODUCHE
(D) TOPOLOGIA: LINEARNA

(ii) TYP MOLEKULY: Oligonukleotid

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO 3:

ATGCTTCCGG CTCGTATG _ 18

(2) INFORMACIA PRE SEQ ID NO 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 19 PAROV BAZ
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) VLAKNO: JEDNODUCHE
(D) TOPOLOGIA: LINEARNA

(it) TYP MOLEKULY': Oligonukleotid

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO 4:

GGGTTTTCCC AGTCACGAC 19
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(2) INFORMACIA PRE SEQ ID NO 5:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 24 PAROV BAZ
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) VLAKNO: JEDNODUCHE
(D) TOPOLOGIA: LINEARNA

(i) TYP MOLEKULY: Oligonukleotid

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO §:

GTGAGATCTG AGGGAAGAAG GGGA

(2) INFORMACIA PRE SEQ ID NO 6:
. (i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:

(A) DLZKA: 18 PAROV BAZ
(B) TYP: NUKLEOVA KYSELINA
(C) VLAKNO: JEDNODUCHE
(D) TOPOLOGIA: LINEARNA

(n) TYP MOLEKULY: Oligonukleotid

(xi) POPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO 6:

CCACCGATAA TCCTCCTT

24
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PATENTOVENAROKY

I. lzolovany polynukleotid, vybrany zo skupiny tvorenej

a) polynukleotidom kodujacim polypeptid s odvodenou sckvenciou amino-
kyselin SEQ ID NO 2 alebo fragment, analég alebo derivat tohto poly-

peptidu,

b) polynukleotidom kodujicim polypeptid so sekvenciou aminokyselin ko-
dovanou cDNA, ulozenou v ATCC pod ¢. 75696, alebo fragment, ana-

l6g alebo derivat tohto polypeptidu.

3]

. Polynukleotid podl'a naroku 1, ktorym je DNA.

(V%)

Polynukleotid podla naroku 1, ktorym je RNA.

Polynukleotid podl'a naroku 1, ktorym je gendomova DNA.

wh

. Polynukleotid podl'a naroku 2, ktory koduje polypeptid s odvodenou sekven-
ciou aminokyselin SEQ ID NO 2.

(o))

. Polynukleotid podl'a naroku 2, ktory koduje polypeptid kédovany cDNA, ulo-
zenou v ATCC pod ¢. 75696.
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7. Polynukleotid podl'a naroku I, majici kodujucu sekvenciu uvedenu ako SEQ

ID NO 1.

8. Polynukleotid podla naroku 2, majuci kédujicu sekvenciu polypeptidu, ulo-

zenu v ATCC pod ¢. 75696.

9. Vektor obsahujuci DNA podl'a naroku 2.

10. Hostitel'ska bunka, geneticky manipulovana vektorom podl'a naroku 9.

1. Sposob vyroby polypeptidu, vyznafujici sa tym, ze z hostitelske; bunky

podla naroku 10 exprimuje polypeptid kédovany uvedenou DNA.

12. Spésob vyroby buniek schopnych exprimovat polypeptid, vyznadujici sa

tym, Ze sa bunky geneticky manipuluji vektorom podla naroku 9.

I3. lzolovana DNA, hybridizovatelna s DNA podla naroku 2 a kodujica poly-
peptid majuci aktivitu FGF-10.

I4. Polypeptid zvoleny zo skupiny tvorenej (i) polypeptidom s odvodenou sek-
venciou aminokyselin SEQ ID NO 2 a jeho fragmenty, analégy alebo derivaty
a (i1) polypeptidom kodovanym cDNA, uloZenou v ATCC pod €. 75696, a
fragmenty, analogy alebo derivaty tohto polypeptidu.
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Polypeptid podla naroku 14, ktorym je FGF-10 s odvodenou sekvenciou

aminokyselin SEQ ID NO 2.

. Protilatka proti polypeptidu podl'a naroku 14.

. ZlucCenina G¢inn4 ako agonista k polypeptidu podla naroku 14,

. ZluCenina G¢inna ako antagonista proti polypeptidu podla naroku 14.

. Spdsob oSetrovania pacienta potrebujuceho FGF-10, vyznalujici sa tym, e

sa pacientovi podava terapeuticky ucinné mnoZstvo polypeptidu podla na-

roku 14.

. Spdsob oSetrovania pacienta s potrebou inhibicie FGF-10, vyznacujuci sa

tym, ze sa pacientovi podava terapeuticky uéinné mnozstvo zluCeniny podla

naroku 18.

Sposob podla naroku 19, vyznadujici sa tym, Ze terapeuticky Gcéinné
mnozstvo polypeptidu sa podava poskytovanim DNA koédujicej uvedeny po-

lypeptid pacientovi a expresiou uvedeného polypeptidu in vivo.

. Sposob identifikacie zlu€enin ucinnych ako agonisti a antagonisti FGF-10,

vyznacujiici sa tym, Ze
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(a) sa za podmienok, ked si bunky normalne stimulované FGF-10, uvedic
do styku FGF-10, zli&enina podrobovana screeningu a reakéna zmes
obsahujica bunky, pri€om uvedena reak&na zmes obsahuje znacku za-

budovavani do buniek pri ich proliferacii, a

(b) sa stanovi rozsah proliferacie buniek za ugelom identifikacie, ¢i je zlu-

¢enina ulinnym agonistom alebo antagonistom.

Spdsob diagnostiky ochoreni alebo nachylnosti k ochoreniu suvisiaceho so
znizenou expresiou polypeptidu podla naroku 14, vyznacujici sa tym, Ze sa

stanovi mutéacia v sekvencii nukleovej kyseliny kodujacej tento polypeptid.

Spdsob diagnostiky, vyznalujuci sa tym, ze sa vzorka ziskana od hostitel'a

analyzuje na pritomnost polypeptidu podla naroku 14.
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Obr. 3
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Pruh 1:

Pruh 2: FGF-10 (spatny + priamy primer M13)

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

Pruh 4: FGF-10 (spdtny primer M13 + primer FGF-P22)

Pruh 5: kontrola FGF
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