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Termostabilni polypeptid na bazi FGF18, majici
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LYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYAQLLVET DTFGSQVRIK GKETEFYLCM
NRKGKLVGKP DGTSKECVFI EKVLENNYTA
FMSAKYPGWY VGFTKKGRPR
KGPKTRENQP DVHFM (SEQ ID NO. 3) pficemz
aminokyseliny vyznacené tu¢né a podtrzenim musi
byt zachovany. Vyhodné je celkova délka sekvence
polypeptidu do 227 aminokyselin, vyhodnéji do
207 aminokyselin. Uvedeny polypeptid je vhodny
pro pouziti v regenerativni medicing, v ortopedii,
zejména pro 1écbu poranéni chrupavky ¢i kosti,
nebo v terapeutické ¢i neterapeutické stimulaci
rustu vlasii. Rovnéz je vhodny pro pouziti jako
slozka kultivacniho média pro kultivaci
chondrocytil.
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Termostabilni polypeptid na bazi FGF18 a jeho pouZiti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka upraveného fibroblastového ristového faktoru 18 (Fibroblast Growth
Factor 18, FGF18) se zlepsenou teplotni stabilitou v porovnani s divokym typem, a jeho pouziti ve
vyzkumu bunééné biologie, regenerativni medicin€ a souvisejicich biomedicinskych aplikacich.
Stavajici vynalez se tykd zejména upraveného FGF18 pro pouziti pro regeneraci chrupavky pii
osteoartritidé a v dalsich aplikacich regenerativni mediciny.

Dosavadni stav techniky

Fibroblastovy rustovy faktor 18, FGF18, patii do rodiny fibroblastovych rastovych faktori
vazajicich heparin. FGF proteiny hraji Gstfedni roli pfi prenatdlnim vyvoji, postnatalnim ristu a
regeneraci riznych tkani regulaci bunécné proliferace a diferenciace. FGF18 stimuluje proliferaci
a diferenciaci mezenchymalnich bunéénych linii, zejména srde¢nich myocytl, osteoblasti a
chondrocyttl (US6352971B1). FGF18 je nezbytnym regulatorem vyvoje dlouhych a kalvaridlnich
kosti (Ohbayashi, N. et. al., 2002, Genes Dev. 16: 870-879). FGF18 se dale podili na alveolarnim
stadiu vyvoje plic, podporuje vyvoj tenkého stieva, jater a ledvin (Haque, T. et. al., 2007, Histol.
Histopathol. 22: 97-105). FGF18 polypeptid signalizuje prostfednictvim specifické interakce se
svym piirozenym ligandem — receptorem FGFR-3C, ¢imZ podporuje chondrogenezi (Davidson, D.
etal., 2005, J. Biol. Chem. 280: 20509-20515). FGF18 je rovnéz schopen vazat se, a tudiz aktivovat
receptor FGFR-2C a FGFR4. Diky schopnosti stimulovat formaci chrupavek, demonstrované jak
na mysim modelu osteoartrozy (Liu, Z. et. al., 2002, Genes Dev. 16: 8§59-869) tak v klinickych
testech na pacientech trpicich osteoartritidou (Eckstein, F. et. al. 2020, Ann Rheum Dis. 79(4):
525-528), je hlavnim terapeutickym potencidlem FGF18 regenerace kloubni chrupavky nebo kosti
prostfednictvim regulace chondrogeneze, osteogeneze a endochondralni osifikace (Moore, E.E. et
al., 2005, Osteoarthritis Cartilage, 13: 623—-631). FGF18 dale uc¢inné reguluje rist vlast (Song, L.
et al., 2014, Appl. Microbiol. Biotechnol. 98: 695-704) a zarovein ma preventivni uc¢inek vaci
radia¢nimu poskozeni vlasovych folikuli (Kawano, M. et al., 2016, Adv. Radiat. Oncol. 1(3):170-
181), a tudiz mize byt vyuzit k 1écbé alopecie, prevenci radiacné-indukované alopecie, ale i ve
vlasové kosmetice.

Mezi ¢leny rodiny FGF proteint, sdili FGF18 nejvétsi sekvencni podobnost s proteinem FGF8 a
FGF17. Sekvence FGF18 je vysoce konzervovana napii¢ riznymi sav¢éimi druhy. Lidsky FGF18
obsahuje 207 aminokyselin, z nichZ prvnich 27 pievazné hydrofobnich aminokyselin tvofi signalni
sekvenci, slouzici k jeho sekreci. FGF18 déle obsahuje dvé mista pro N-glykosylaci (N39 a N137),
pticemz glykosylace neni nezbytnd pro spravnou funkci proteinu, coz umoziuje jeho
rekombinantni produkci v prokaryotickych expresnich systémech. Rekombinantni produkce
lidského FGF18 v rliznych kmenech Escherichia coli byla popsana v patentové piihlasce WO
2006/063362, kde krom¢ maturovaného proteinu byla produkovana i zkracend forma FGF18
polypeptidu s C-terminalni deleci 11 aminokyselin, vykazujici stejnou biologickou aktivitu jako
maturovany FGF18 protein. Patent US8207115B2 popisuje funkéni FGF18 polypeptidy zkracené
na C-terminalnim konci o 0 az 32 aminokyselin, ze kterych maturovany FGF18 polypeptid (28-
207) a FGF18 polypeptid zkraceny na C-terminalnim konci o 11 aminokyselin (28-196) predstavuji
preferované formy FGF18 pro 1é¢bu osteoartritickych pacienti. Patentovy dokument
WO02001039788A2 popisuje terapeutické aplikace maturovaného FGF18 polypeptidu a jeho
funk¢nich fragmentl zkracenych na C-terminalnim konci o 11 a 32 aminokyselin. Patentovy
dokument W02012038953A2 popisuje funkéni fragmenty FGF18 polypeptidu N-terminalné
zkracené o 28 az 56 aminokyselin, které vykazuji modifikovanou receptorovou specifitu,
projevujici se dvojnasobnym zvysSenim nebo snizenim aktivity k jednomu z FGF receptorti, nikdy
ne ke vSem, ptic¢emz jejich schopnost aktivovat pfirozeny receptor FGFR-3C ziistava zachovana.
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Velky aplikacni potencial FGF18 je limitovan jeho pfirozenou termodynamickou a procesni
nestabilitou projevujici se kratkym poloCasem zivota doprovazenym rychlou ztratou biologické
aktivity a velkou nachylnosti k proteolytické degradaci a agregaci. Napf. polocas Zivota FGF18 po
aplikaci do kloubni chrupavky je méné nez 24 hodin (W02015/124731), coz v terapeutickych
aplikacich mize vést k potiebé Castého podavani, a tudiz vysoké cené 1écby zptisobené nutnosti
opakované injekéni administrace FGF18 pacientim. Kvuli nizké stabilit¢ FGF18 jsou bunky
chrupavky vystaveny fluktuaci jeho koncentrace, coz muze pfispivat k rychlému snizeni
signalizace, ktera je pro regeneraci kloubni chrupavky nezbytna. Termodynamicka stabilita
proteinu je velice dillezita v terapeutickych aplikacich, protoze neslozené nebo agregované formy
proteinu mohou byt potencialn¢ toxické a imunogenni. Z toho divodu je v 1éCebnych terapiich
velké pozornost zaméfena na vyvoj optimalnich formulaci FGF18 polypeptidu s cilem zvysit jeho
stabilitu pfidavkem vhodnych a kompatibilnich stabiliza¢nich aditiv. Pfiklady takovych formulaci
reprezentuji patentové dokumenty US9326944B2 (pfidavek riznych koncentraci sacharozy a
surfaktantu poloxameru 188 do roztoku proteinu pied lyofilizaci), US9610357B2 (konjugaty
funkénich fragmentd FGF18 polypeptidi s karboxypolysacharidy), W0O2004032849A2
(formulace FGF18 s kyselinou hyaluronovou), WO02015097236A2 (formulace FGF18
v alginatovych a kolagenovych hydrogelech), US10293051B2 (formulace FGF18 v
xyloglukanovych hydrogelech), WO2015124739A1 (FGF18 v kolagenovém nosici). Nizkou
stabilitu FGF18 lze dale prekonat ptfidavkem heparinu (Buchtova, M. et al., 2015, Cell Mol. Life
Sci. 72(12): 2445-2459), ktery chrani protein pied teplotni denaturaci a prodluzuje jeho polocas
zivota. Pouziti heparinu ale neni u vétSiny bunék/tkani regulovanych FGF18 in vivo fyziologické.
Kwvili antikoagulacnim vlastnostem heparinu a riziku moznych alergickych reakci neni vhodné
pouzivat takové pripravky pro medicinské a kosmetické ucely. Podobn¢ je tomu i v pfipadé
stabilizacnich aditiv, které mohou vyvolat nezadouci odpovéd’ imunitniho systému, a tudiz jejich
vyuziti v terapeutickych aplikacich mtze pfinaset celou fadu komplikaci.

Alternativni zptsob stabilizace FGF18 polypeptidu bez piidavku aditiv predstavuje modifikace
jeho proteinové sekvence metodami proteinového inzenyrstvi. Tento zptisob modifikace proteinu
lze vyuzit nejen k vylepsSeni stability proteinu, ale i jeho aktivity nebo receptorové specifity.
Nejcastéji studovanymi modifikacemi aminokyselinové sekvence FGF18 jsou funkénimi
fragmenty (i) zkracené na N-terminalnim konci o 28 az 56 aminokyselin s pocatecni
aminokyselinou vzdy nahrazenou za methionin (WO2012038953A2) nebo (ii) zkracené na C-
terminalnim konci o 0 az 32 aminokyselin (US8207115B2). Kromé& N-terminalné zkracenych
variant FGF 18 polypeptidu vykazujicich zvysenou specifitu vi¢i FGFR-3C receptoru ve srovnani
s FGF18 wt byla dale popsana FGF18 varianta obsahujici kromé& delece 50 N-terminalnich
aminokyselin i jednobodovou konzervativni substituci Leu52 za Ile (alternativné¢ Val nebo Met)
vykazujici vys$§i miru exprese a solubility v E. coli BL21(DE3) s nezménénou biologickou
aktivitou v porovnani s odpovidajici zkracenou variantou bez mutace (W02012038953A2). Dale
byly popsany varianty FGF18 polypeptidu bez N- nebo C-terminalni delece s modifikovanou
receptorovou specifitou obsahujici substituce Asnl36 a/mebo Asnl37 za jiné aminokyseliny
(W02002036732A2). Efekt dosud popsanych aminokyselinovych modifikaci na stabilitu
jednotlivych FGF18 variant v§ak nebyl studovan.

Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je termostabilni polypeptid, ktery vychazi z lidského FGF18
polypeptidu, ktery mize byt pouzit v regenerativni mediciné, biomedicinskych aplikacich a
kosmetice.

Lidsky FGF18 polypeptid ma aminokyselinovou sekvenci uvedenou zde jako SEQ ID NO. 1,
¢itajici 207 aminokyselin:

MYSAPSACTC LCLHFLLLCF QVQVLVAEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK
QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG DKYAQLLVET DTFGSQVRIK
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GKETEFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI EKVLENNYTA LMSAKYSGWY
VGFTKKGRPR KGPKTRENQQ DVHFMKRYPK GQPELQKPFK YTTVTKRSRR
IRPTHPA (SEQ ID NO. 1)

V ramci predklddaného vyndlezu byly nalezeny substituce (zdmény) aminokyselin, které vedou
k teplotni stabilizaci polypeptidii na bazi FGF18. Bylo zjisténo, ze k vyznamné teplotni stabilizaci
vede soucCasna pritomnost tfi zZamén aminokyselin: L141F, S147P a Q170P.

Déle jsou pro teplotni stabilizaci ptiznivé jedna nebo obé zdmény aminokyselin Q85W, E105G.

Sekvence MYSAPSACTC LCLHFLLLCF QVQVLVA (SEQ ID NO. 2) v lidském FGF18
v sekvenci SEQ ID NO. 1 odpovida signalnimu peptidu, ktery slouzi k extracelularni translokaci
proteinu a ktery je nasledné ze sekvence lidského vyzralého proteinu proteolyticky odstépen.
Signalni peptid tedy mize ¢i nemusi byt v sekvenci polypeptidi na bazi FGF18 piitomen.
V nékterych provedenich, jako napt. v ptipadé jeho rekombinantni produkce v E. coli, mize byt
nahrazen jen aminokyselinou methioninem (M). Rovnéz C-koncové aminokyseliny sekvence SEQ
ID NO. 1 mohou byt deletovany.

Podle literatury se obecné za nejkratsi funkéni fragment FGF18 povazuje polypeptid obsahujici
minimalné aminokyseliny Leu57-Met175 s nebo bez N-terminalniho Met.

Dale je znamo, Ze polypeptidy FGF18 riznych sav¢ich druht maji pti pfiloZeni cca 90% sekvenéni
identitu, pfi¢emz plni analogické funkce a maji obdobné biologické aktivity.

Predmétem piedklddaného vyndlezu je tedy termostabilni polypeptid majici nebo obsahujici
sekvenci o alespon 90% sekvencni identité se sekvenci:

LYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG DKYAQLLVET DTFGSQVRIK GKETEFYLCM
NRKGKLVGKP DGTSKECVFI EKVLENNYTA FMSAKYPGWY VGFTKKGRPR
KGPKTRENQP DVHFM (SEQ ID NO. 3)

pricemz aminokyseliny vyznacené tucné a podtrZzenim musi byt zachovany.

Vyhodné je celkova délka sekvence polypeptidu do 227 aminokyselin, vyhodné&ji do 207
aminokyselin.

Sekvence SEQ ID NO. 3 odpovida fragmentu Leu57-Metl75 sekvence SEQ ID NO. 1.
Aminokyseliny vyznacené v sekvenci SEQ ID NO. 3 tucné jsou v pozicich 85, 91 a 114 této
sekvence mutovany; coz odpovida zdaménam aminokyselin L141F, S147P a Q170P v ¢islovani dle
sekvence SEQ ID NO. 1.

Termostabilni polypeptid pak v neékterych provedenich dale obsahuje alesponi jednu nebo obé¢
z nasledujicich zamén aminokyselin:

- z&meénu aminokyseliny E v pozici 49 uvedené sekvence SEQ ID NO. 3 aminokyselinou G
(odpovida E105G v ¢islovani dle sekvence SEQ ID NO. 1);

- zaménu aminokyseliny Q v pozici 29 uvedené sekvence SEQ ID NO. 3 aminokyselinou W
(odpovida Q85W v Cislovani dle sekvence SEQ ID NO. 1).

V nékterych provedenich miize termostabilni polypeptid nést na N-konci sekvence SEQ ID NO. 3
alespon ¢ast sekvence nebo celou sekvenci MYSAPSACTC LCLHFLLLCF QVQVLVAEEN
VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQ (SEQ ID NO. 4). V dalsich provedenich muze
termostabilni polypeptid nést na N-konci sekvence SEQ ID NO. 3 aminokyselinu methionin (M).
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V nékterych provedenich mize termostabilni polypeptid nést na C-konci sekvence SEQ ID NO. 3
alespon ¢ast sekvence nebo celou sekvenci KRYPK GQPELQKPFK YTTVTKRSRR IRPTHPA
(SEQ ID NO. 5). V n¢kterych provedenich miize termostabilni polypeptid nést v N- nebo C-
termindlnich ¢astech kratké fuzni aminokyselinové sekvence (tzv. kotvy) v maximalni délce az 20
aminokyselin. Uvedend provedeni prodlouZzeni na N-konci a C-konci sekvence 1ze kombinovat.

Ve vyhodném provedeni je predmétem piedkladaného vynalezu termostabilni polypeptid majici
nebo obsahujici sekvenci o alespont 90% sekvencni identité se sekvenci:

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYAQLLVET DTFGSQVRIK GKETEFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA FMSAKYPGWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQP DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 6)

pficemz aminokyseliny vyznacené tucné a podtrzenim musi byt zachovany.

Vyhodné je celkova délka sekvence polypeptidu do 227 aminokyselin, vyhodnéji do 207
aminokyselin.

Sekvence SEQ ID NO. 6 odpovida fragmentu sekvence SEQ ID NO. 1 bez signalniho peptidu a
s deleci C-terminalnich 8 aminokyselin. Aminokyseliny vyznacené v sekvenci SEQ ID NO. 6
tuéné jsou vpozicich 115, 121 a 144 této sekvence mutovany; coz odpovidd zdménam
aminokyselin L141F, S147P a Q170P v cislovani dle sekvence SEQ ID NO. 1.

Termostabilni polypeptid pak v ne€kterych provedenich déale obsahuje alespont jednu nebo obé
z nasledujicich zamén aminokyselin:

- zaménu aminokyseliny E v pozici 79 uvedené sekvence SEQ ID NO. 6 aminokyselinou G
(odpovida mutaci E105G v ¢islovani dle sekvence SEQ ID NO. 1);

- zaménu aminokyseliny Q v pozici 59 uvedené sekvence SEQ ID NO. 6 aminokyselinou W
(odpovida mutaci Q85W v ¢islovani dle sekvence SEQ ID NO. 1).

V nékterych provedenich mize termostabilni polypeptid nést na N-konci sekvence SEQ ID NO. 6
alespon cast sekvence nebo celou sekvenci MYSAPSACTC LCLHFLLLCF QVQVLYV (SEQ ID
NO. 7). V dalsich provedenich mlze termostabilni polypeptid nést na N-konci sekvence SEQ ID
NO. 6 aminokyselinu methionin (M). V nékterych provedenich miize termostabilni polypeptid nést
na C-konci sekvence SEQ ID NO. 6 alespon ¢ast sekvence nebo celou sekvenci RIRPTHPA (SEQ
ID NO. 8). V nékterych provedenich muize termostabilni polypeptid nést v N- nebo C-termindlnich
¢astech kratké fuzni aminokyselinové sekvence (tzv. kotvy) v maximalni délce az 20 aminokyselin.
Uvedena provedeni prodlouzeni na N-konci a C-konci sekvence l1ze kombinovat.

V podrobném popisu i v piikladech provedeni ptihlasky se pouziva ¢islovani zamén aminokyselin
podle sekvence SEQ ID NO. 1, tj. vztaZzené na celou sekvenci lidského FGF18, a to i v ptipadé
pouziti zkracenych sekvenci.

Polypeptidy na bazi FGF18 podle predkladaného vynalezu vykazuji nezménénou biologickou
aktivitu v buné¢né kultuie BaF3 mysich B-lymfocytd exprimujicich FGFR-3C receptor, ktery je
ptirozenym ligandem FGF18 polypetidu (viz Obrazky 2, 4, 6 a 7). Polypetidy na bazi FGF18 podle
predkladaného vynalezu rovnéz vykazuji nezménénou biologickou aktivitu i po dlouhodobé
preinkubaci pii zvySené teploté (jako napt. 37 °C nebo 50 °C) (viz Obrazek 8).

Termostabilni polypeptidy na bazi FGF18 podle pfedkladaného vynélezu jsou vyhodné zejména
kvili tomu, ze jsou vyznamné stabilnéj$i v porovnani s divokym typem FGF18. Tato stabilita je
dana inherentni (vnitini) stabilitou molekuly FGF18; zadné dalsi slouceniny podporujici stabilitu
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proteinu, jako napriklad heparin, nemusi byt pfidany. Pfitom z{stava zachovana biologicka aktivita
FGF18. Pfedmétné polypeptidy na bazi FGF18 mohou byt pouZity v klinickych a vyzkumnych
aplikacich.

Termostabilni polypeptidy na bazi FGF18 podle ptedkladaného vynalezu maji FGF18 aktivitu a
zvySenou teplotu tani o 9 az 16 °C v porovnani s polypeptidem divokého typu FGF18. VSechny
termostabilni polypeptidy na bazi FGF18 podle ptfedkladané¢ho vynalezu byly konstruovany
komeréni syntézou genu a mistné cilenou mutagenezi, klonovany do expresniho vektoru pET28b,
purifikovany (s ¢istotou > 90% podle SDS-PAGE analyzy) a nasledn¢ charakterizovany z hlediska
stability a biologické aktivity.

v

celkové délce do 207 aminokyselin), majici nebo obsahujici sekvence vybrané z SEQ ID NO. 6, a
SEQ ID NO. 9 az SEQ ID NO. 11.

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYAQLLVET DTFGSQVRIK GKETEFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA FMSAKYPGWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQP DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 6)

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYAQLLVET DTFGSQVRIK GKETGFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA FMSAKYPGWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQP DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 9)

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYAWLLVET DTFGSQVRIK GKETEFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA FMSAKYPGWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQP DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 10)

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYAWLLVET DTFGSQVRIK GKETGFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA FMSAKYPGWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQP DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 11)

V nékterych provedenich mize termostabilni polypeptid nést na N-konci kterékoliv ze sekvenci
SEQ ID NO. 6 a SEQ ID NO. 9 az 11 alespon ¢ast sekvence nebo celou sekvenci MYSAPSACTC
LCLHFLLLCF QVQVLYV (SEQ ID NO. 7). V dalsich provedenich mtze termostabilni polypeptid
nést na N-konci kterékoliv ze sekvenci SEQ ID NO. 6 a 9 az 11 aminokyselinu methionin (M).
V nékterych provedenich mize termostabilni polypeptid nést na C-konci kterékoliv ze sekvenci
SEQ ID NO. 6 a9 az 11 alespori ¢ast sekvence nebo celou sekvenci RIRPTHPA (SEQ ID NO. 8).
V nékterych provedenich mize termostabilni polypeptid nést v N- nebo C-termindlnich ¢astech
kratké fuzni aminokyselinové sekvence (tzv. kotvy) v maximalni délce az 20 aminokyselin.
Uvedena provedeni prodlouzeni na N-koncich a C-koncich sekvenci lze kombinovat.

Biologicka aktivita polypeptidi na bazi FGF18 podle predkladaného vynalezu muze byt
kvantifikovana hodnotou stfedni efektivni davky (EDso) pro proliferaci mySich B-lymfocyti
bunécné linie BaF3 exprimujicich FGFR-3C receptor, pficemz hodnota EDsg pro tento efekt je <
10 ng/ml.

Ve druhém aspektu predkladany vynélez poskytuje termostabilni polypeptidy na bazi FGF18 pro
pouziti jako 1éCivo.
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Zejména poskytuje predkladany vynalez termostabilni polypeptidy na bazi FGF18 pro pouziti v
regenerativni medicing, jako naptiklad pro 1é¢bu poranéni chrupavky ¢i poranéni kosti.

V dalsich provedenich poskytuje predkladany vynalez termostabilni polypeptidy na bazi FGF18
pro pouziti v terapeutické stimulaci rastu vlasi, naptiklad pro 1écbu i prevenci alopecie.

Dale predkladany vynalez poskytuje pouziti termostabilnich polypeptidi na bazi FGF18
v kosmetice, zejména pro neterapeutickou stimulaci ristu vlasi.

Ve tretim aspektu predkladany vynalez poskytuje kultivaéni médium pro kultivace chondrocytt,

zahrnujici termostabilni polypeptid na bazi FGF18 podle predkladaného vynélezu, v koncentraci
polypeptidu od 10 ng/ml do 1000 ng/ml v kultivaénim médiu.

Podrobny popis vynalezu

Definice

Definice termind, v této specifikaci pouzitych, jsou uvedeny nize. Pokud neni definovano jinak,
vSechny technické a védecké terminy zde pouzité maji stejny vyznam, jak je bézné chapano
odbornikem v oboru.

V aminokyselinovych sekvencich v tomto textu jsou pouzivany standardni jednopismenné zkratky
aminokyselin:

Aminokyselina A je alanin.
Aminokyselina C je cystein.
Aminokyselina D je kyselina asparagova.
Aminokyselina E je kyselina glutamova.
Aminokyselina F je fenylalanin.
Aminokyselina G je glycin.
Aminokyselina H je histidin.
Aminokyselina I je isoleucin.
Aminokyselina K je lysin.
Aminokyselina L je leucin.
Aminokyselina M je methionin.
Aminokyselina N je asparagin.
Aminokyselina P je prolin.
Aminokyselina Q je glutamin.
Aminokyselina R je arginin.
Aminokyselina S je serin.
Aminokyselina T je threonin.
Aminokyselina V je valin.
Aminokyselina W je tryptofan.
Aminokyselina Y je tyrosin.

Zde pouzity termin ,,termostabilita® je synonymum s terminem ,,teplotni stabilita® polypeptidu a
zahrnuje termodynamickou a kinetickou stabilitu polypeptidu. Termodynamicka stabilita
polypeptidu se vztahuje k rovnovaze mezi molekulami polypeptidu nachazejicimi se v nativnim (z
angl. native), tedy spravn¢ strukturné usporadaném, stavu a denaturovaném (z angl. unfolded), tedy
strukturné neuspotradaném nebo rozvolnéném, stavu polypeptidu, a je definovana jako rozdil
Gibbsovy volné energie mezi témito dvéma stavy polypeptidu. Kineticka stabilita polypeptidu
reflektuje rychlost (tedy kinetiku) procesu sbalovani a denaturace (strukturniho rozvoliovani)
proteinu a vztahuje se k energetické bariéte oddélujici nativni stav polypeptidu od jeho nefunkénich
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forem (nesloZzené nebo rozvolnéné stavy polypeptidu, ireverzibilné denaturovany polypeptid,
agregovany polypeptid).

Zde pouzity termin ,teplota tani* (7w, z angl. melting temperature) polypeptidu na bazi FGF18
oznacuje teplotu, pii které je 50 % polypeptidu spravné strukturné uspotadano a 50 % polypeptidu
neusporadano (denaturovano). Teplota tani je parametrem popisujicim termodynamickou stabilitu
polypeptidu. Ty miZe byt méteno jakoukoli metodou vhodnou pro stanoveni teploty tani, jako je
napf. spektroskopie cirkularniho dichroismu (CD), diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) nebo
diferencni skenovaci fluorimetrie (DSF). CD spektroskopie je metoda vhodna pro monitorovani
sekundarni struktury a konformacnich zmén proteini. DSC je termoanalytickd metoda, ktera
sleduje tepelné zmeény, které nastavaji u proteinti v pritbéhu zvySovani nebo snizovani teploty, kdy
dochazi k jejich strukturnim zménam. DSF je metoda, ktera méfi teplotni stabilitu tercidrni
struktury proteinu sledovanim zmény piirozené fluorescence proteinu. I kdyz tyto techniky
monitoruji odlisné typy strukturnich zmén béhem teplotniho rozkladu proteinu, relativni hodnoty
AT vypocitané jako rozdil 7, mezi referencnim divokym typem FGF18 a polypeptidem na bazi
FGF18 podle stavajiciho vynélezu jsou srovnatelné s variaci mensi nez 1 °C.

Zde pouzity termin ,,polocas proteolytického rozpadu‘ polypeptidu na bazi FGF18 oznacuje Cas
potiebny k 50% proteolytické degradaci (rozstépeni) FGF18 proteinu za definovanych podminek
procesu. Polocas proteolytického rozpadu je parametrem kinetické stability proteinu. Terminy
»proteolyticky rozpad®, ,proteolyticka degradace™ a ,,proteolytické §tépeni jsou zde pouzivany
jako synonyma.

Zde pouzity termin ,,divoky typ“ oznaCuje pfirozen¢ se vyskytujici formu FGF18 polypeptidu
s nejbéznéjsi aminokyselinovou sekvenci mezi ¢leny druhu.

V ptikladech pouzivany divoky typ FGF18 je rekombinantni lidsky FGF18 bez C-terminalnich 8
aminokyselin (RIRPTHPA, SEQ ID NO. 8) se sekvenci:

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK
QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG DKYAQLLVET DTFGSQVRIK
GKETEFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI EKVLENNYTA LMSAKYSGWY
VGFTKKGRPR KGPKTRENQQ DVHFMKRYPK GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID
NO. 12)

s molekulovou hmotnosti 20,1 kDa a délkou 173 aminokyselin nebo jeho analog, ktery na svém
N-terminalnim konci obsahuje His-tag a $tépici misto pro trombin a na svém C-terminalnim konci
obsahuje celou sekvenci RIRPTHPA (SEQ ID NO. 8), odpovidajici sekvenci:

MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MAEENVDFRI HVENQTRARD DVSRKQLRLY
QLYSRTSGKH IQVLGRRISA RGEDGDKYAQ LLVETDTFGS QVRIKGKETE
FYLCMNRKGK LVGKPDGTSK ECVFIEKVLE NNYTALMSAK YSGWY VGFTK
KGRPRKGPKT RENQQDVHFM KRYPKGQPEL QKPFKYTTVT KRSRRIRPTHPA (SEQ ID
NO. 13)

s molekulovou hmotnosti 23,4 kDa a délkou 202 aminokyselin.

Kratké fuzni aminokyselinové sekvence (tzv. kotvy) v maximalni délce az 20 aminokyselin
usnadnuji expresi a purifikaci rekombinantniho polypeptidu. Odborniku v oboru je znamo, Ze
obecné pfipojenim kotvy na N- nebo C-terminalni konec polypeptidu nedojde k vyznamnému
ovlivnéni jeho biologické funkce. Kotvy jsou v oboru obecné znamy, stejng¢ jako jejich sekvence a
jejich pouziti, a zahrnuji napt. ALFA-tag, AviTag, C-tag, polyglutamatovy tag, polyargininovy tag,
E-tag, FLAG-tag, HA-tag, His-tag, Myc-tag, NE-tag, Rho1D4-tag, S-tag, Softagl, Softag3, Spot-
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tag, Strep-tag, T7-tag, TC tag, Ty tag, V5 tag, VSV-tag, Xpress tag, [sopeptag, SpyTag, SnoopTag,
DogTag, nebo SdyTag.

Zde pouzity termin ,,polypeptid na bazi FGF18“ oznacuje polypeptid, ktery ma FGF18 aktivitu a
obsahuje sekvenci nebo ma sekvenci majici alespont 90% sekvencni identitu se SEQ ID NO. 3 nebo
SEQ ID NO. 6.

V prikladech pouzity termin ,.tfibodovy mutant FGF18*“ nebo ,,FGF18 3b*“ oznacuje FGF18
polypeptid nesouci nasledujici aminokyselinové substituce: L141F, S147P a Q170P ve srovnani
s divokym typem FGF18. Ttibodovy mutant FGF18 ma sekvenci:

MAEENVDFRI HVENQTRARD DVSRKQLRLY QLYSRTSGKH IQVLGRRISA
RGEDGDKYAQ LLVETDTFGS QVRIKGKETE FYLCMNRKGK LVGKPDGTSK
ECVFIEKVLE NNYTAFMSAK YPGWYVGFTK KGRPRKGPKT RENQPDVHFM
KRYPKGQPEL QKPFKYTTVT KRSRRIRPTH PA (SEQ ID NO. 14)

V ptikladech pouzity termin ,,zkracena varianta tfibodového mutantu FGF18“ nebo ,,FGF18
3b+AgCteminus o7naguje FGF18 polypeptid se sekvenci

MAEENVDFRI HVENQTRARD DVSRKQLRLY QLYSRTSGKH IQVLGRRISA
RGEDGDKYAQ LLVETDTFGS QVRIKGKETE FYLCMNRKGK LVGKPDGTSK
ECVFIEKVLE NNYTAFMSAK YPGWYVGFTK KGRPRKGPKT RENQPDVHFM
KRYPKGQPEL QKPFKYTTVT KRSR (SEQ ID NO. 15)

Tato sekvence zahrnuje nasledujici aminokyselinové substituce vici divokému typu FGF18:
L141F, S147P a Q170P, a dale zahrnuje deleci 8 aminokyselin v C-terminalni ¢asti.

V prikladech pouzity termin ,,étyfbodovy mutant FGF18* nebo ,,FGF18 3b+E105G* nebo ,,FGF18
3b+Q85W* oznacuje FGF18 polypeptid zahrnujici vzdy nasledujici tfi aminokyselinové
substituce: L141F, S147P, Q170P v kombinaci bud’ s mutaci E105G nebo s mutaci Q85W, ve
srovnani s divokym typem. Konkrétnéji je to polypeptid se sekvenci SEQ ID NO. 16 (zahrnujici
mutace L141F, S147P, Q170P a E105G) nebo polypeptid se sekvenci SEQ ID NO. 17 (zahrnujici
mutace L141F, S147P, Q170P a Q85W).

MAEENVDFRI HVENQTRARD DVSRKQLRLY QLYSRTSGKH IQVLGRRISA
RGEDGDKYAQ LLVETDTFGS QVRIKGKETG FYLCMNRKGK LVGKPDGTSK
ECVFIEKVLE NNYTAFMSAK YPGWYVGFTK KGRPRKGPKT RENQPDVHFM
KRYPKGQPEL QKPFKYTTVT KRSRRIRPTH PA (SEQ ID NO. 16)

MAEENVDFRI HVENQTRARD DVSRKQLRLY QLYSRTSGKH IQVLGRRISA
RGEDGDKYAW LLVETDTFGS QVRIKGKETE FYLCMNRKGK LVGKPDGTSK
ECVFIEKVLE NNYTAFEMSAK YPGWYVGFTK KGRPRKGPKT RENQPDVHFM
KRYPKGQPEL QKPFKYTTVT KRSRRIRPTH PA (SEQ ID NO. 17)

V prikladech pouzity termin ,,pétibodovy FGF18 mutant™ nebo ,,FGF18 5b* oznacuje FGF18
polypeptid zahrnujici nasledujici aminokyselinové substituce: L141F, S147P, Q170P, E105G a
Q85W ve srovnani s divokym typem. V piikladech je to polypeptid se sekvenci SEQ ID NO. 18.

MAEENVDFRI HVENQTRARD DVSRKQLRLY QLYSRTSGKH IQVLGRRISA
RGEDGDKYAW LLVETDTFGS QVRIKGKETG FYLCMNRKGK LVGKPDGTSK
ECVFIEKVLE NNYTAFMSAK YPGWYVGFTK KGRPRKGPKT RENQPDVHFM
KRYPKGQPEL QKPFKYTTVT KRSRRIRPTH PA (SEQ ID NO. 18)

Ttibodovy, dva ¢tyfbodové a pétibodovy mutant jsou také oznaCovany v prikladech ¢i tabulkach
vyc¢tem odpovidajicich mutaci viici divokému typu.
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Zde pouzity termin ,,polypeptid na bazi FGF18“ je synonymem s ,,FGF18 mutant” a oznacuje
modifikovanou polypeptidovou sekvenci vykazujici jakékoli substituce podle predkladaného
vynalezu v porovnani s referencni pfirozen¢ se vyskytujici sekvenci divokého typu FGF18 (SEQ
ID NO:1). Polypeptidy na bazi FGF18 jsou zejména polypeptidy spadajici do rozsahu narok této
patentové piihlasky.

Zde pouzity termin ,,polypeptid* je synonymem s ,,protein®.

Zde pouzity termin ,aktivita FGF18“ je synonymem s terminem ,,biologickéa aktivita FGF18“.
Mysli se tim biologickéd aktivita FGF18 polypeptidi nebo polypeptidit na bazi FGF18 podle
pfedkladaného vynalezu. Aktivnim (funkénim) polypeptidem se mysli intaktni cast
aminokyselinové sekvence a struktury predmétného FGF18 proteinu nesouci vSechny funkcné
vyznamné aminokyseliny zodpovédné za vazbu na buniku a interakci s heparan sulfaty nebo jejich
strukturnim analogem heparinem. Biologicka aktivita polypeptidi na bazi FGF18 je zaloZena na
jejich schopnosti vazat se (interagovat) alespoii s jednim z FGF receptort, FGFR 1-3, nachézejicich
se na povrchu bunék. Z izoforem FGF receptort ,,B“ (IIIB) a ,,C* (IIIC), vzniklych alternativnim
sestfihem extraceluldrni imunoglobulinové domény III, vykazuji pfedmétné FGF18 polypeptidy
nejvyssi vazebnou specifitu k FGFR-3C receptoru. Vazebn4 interakce polypeptidli na bazi FGF18
s FGF receptory vede k dimerizaci a autofosforylaci téchto receptorti, konkrétné k fosforylaci
jejich tyrosin kinazové domény. Timto zptisobem aktivované FGF receptory nasledné indukuji
intracelularni signalni drahu vedouci k fosforylaci i dalSich proteinii (jako napt. Raf-1, MEK a
ERK), které stimuluji proliferaci, mobilitu a diferenciaci bun¢k, coz je nezbytné pro jejich
spravnou biologickou funkci in vivo, ale i in vitro. Takové buitkky mohou zahrnovat naptiklad
buitkky mezenchymalniho ptivodu, zejména chondrocyty a osteocyty a buriky s chondrogennim a
osteogennim potencialem, dale také buiiky ve specifickych mozkovych oblastech, jatrech, tenkém
stievé, v plicnich alveolech a dalsi, zndmé ve stavu techniky tim, Ze exprimuji jeden nebo vice FGF
receptori nebo jsou jinym zpisobem responzivni na FGF18. Biologickou aktivitu dle
predkladaného vynalezu Ize métit metodami zndmymi ve stavu techniky, naptiklad testem bunécné
proliferace nebo diferenciace bunck nebo alternativné fosforylaci substratu.

Polypeptid na bazi FGF18 podle pfedklddan¢ho vynalezu je povaZovan za majici biologickou
aktivitu FGF18, pokud ma hodnotu EDso méfenou testem bunééné proliferace s vyuzitim bunécné
linie BaF3 mysich B-lymfocyt exprimujicich FGFR-3C receptor (Ellsworth, J. L. et al. 2002,
Ostoearthritis and Cartilage 10: 308-320) < 10 ng/ml, coz v pfipad¢ komeréné dostupného FGF18
wt (SEQ ID NO. 12) koresponduje s hodnotou < 0,50 nM a v pfipad€ rekombinantné piipraveného
FGF18 wt (SEQ ID NO. 13) s hodnotou < 0,43 nM.

Termin ,,stfedni efektivni davka® je synonymem s“EDso a vyjadiuje koncentraci polypeptidu na
bazi FGF18 nebo jeho fragmentu nebo jeho varianty potfebnou k vyvolani 50 % biologického
ucinku, tedy k dosazeni 50 % maximalni biologické aktivity.

Pro biologickou aktivitu je potfebna ptitomnost funkéniho fragmentu FGF18 polypeptidu, ktery si
zachovava FGF18 aktivitu. Funkénim fragmentem se mysli intaktni ¢ast FGF18 polypeptidové
sekvence a struktury nesouci vSechny funkéné vyznamné aminokyseliny, tedy aminokyseliny
zodpovédné za interakci proteinu s FGF receptory a interakci s heparan sulfaty. Z literatury je
znamo, ze biologicka aktivita ziistava zachovana i po N-terminalni deleci az 56 aminokyselin, nebo
C-termindlni deleci az 32 aminokyselin, nebo jejich kombinace. Podle stavajiciho poznani Ize za
nejkrat$i funkeéni fragment povazovat FGF18 polypeptid obsahujici minimalné aminokyseliny
Leu57-Met175 s nebo bez N-terminalniho methioninu (¢islovano dle SEQ ID NO. 1). Funkéni
fragmenty FGF18 u savcll maji pii piilozeni cca 90% sekvenéni identitu s referencni sekvenci
(ptislusny funkéni fragment sekvence SEQ ID NO. 1). 90% sekvencni identita tedy nenarusuje
biologickou aktivitu. V nékterych provedenich se jedna o alespoii 95%, 96%, 97%, 98%, 99% nebo
100% sekvencni identitu. Polypeptid na bazi FGF18 podle predkladaného vynalezu dale vykazuje
také alespon tfi nebo vice substituci v urCenych pozicich pro zvySeni termostability. Tyto
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substituované polypeptidy na bazi FGF18 podle pfedkladaného vynalezu maji zvySenou teplotu
tani, naptiklad T, zvySenou o alespon 9 °C, nebo o alesponn 14 °C, nebo o alesponn 16 °C
v porovnani s divokym typem FGF18 (nebo jeho odpovidajicim fragmentem), a také jsou schopny
vazat se na alespon jeden FGF receptor pfitomny na povrchu bunky a spustit rst, proliferaci nebo
pteziti kultivovanych bunék vzhledem k neoSetfenym kontrolnim bunkam.

Zde pouzity termin ,,mutant” je synonymem s ,,varianta“ a oznacuje polypeptidy na bazi FGF18
nesouci stabilizujici aminokyselinové substituce dle ptredkladaného vynalezu, které maji
zachovanou biologickou aktivitu. Dale mohou polypeptidy na bazi FGF18 nést dalsi mutace
(bodové substituce, bodové inserce a bodové delece), pokud je zachovana alespon 90% sekvencni
identita v oblasti funk¢éniho fragmentu, tj. v oblasti sekvence SEQ ID NO. 3, resp. sekvence SEQ
ID NO. 6. To znamena, ze polypeptidy na bazi FGF18 nesou stabilizujici aminokyselinové
substituce dle stavajiciho vynalezu, a alespoit 90 % nebo vice % aminokyselin funkéniho
fragmentu (tj. sekvence SEQ ID NO. 3, resp. sekvence SEQ ID NO. 6). 10% sekvencni variabilita
je vyhodn€ reprezentovana tzv. konzervativnimi substitucemi, kdy ma nové vkladana
aminokyselina podobné fyzikalné-chemické vlastnosti jako ptivodni nahrazovand aminokyselina,
a u nichz se dle stavajiciho poznani v oboru piredpoklada nulovy nebo minimalni dopad na aktivitu
a stabilitu proteinu. Pfiklady konzervativnich substituci zahrnuji substituce jedné aminokyseliny
s hydrofobnim postrannim fetézcem za jinou aminokyselinu s hydrofobnim postrannim fetézcem,
nebo substituce jedné nabité nebo polarni aminokyseliny za jinou nabitou nebo polarni
aminokyselinu. Za konzervativni substituce lze povazovat naptiklad substituce aminokyselin
v ramci kazdé z nasledujicich skupin: (i) glycin, alanin, valin, leucin a isoleucin, (ii) fenylalanin,
tyrosin a tryptofan, (iii) serin a threonin, (iv) kyselina asparagova a kyselina glutamova, (v)
glutamin a asparagin a (vi) lysin, arginin a histidin.

Termin ,,sekvencni identita” jak je v oboru znamo, je vztah mezi dvéma polypeptidovymi
sekvencemi vyjadiujici procentualni aminokyselinovou pozi¢ni identitu zji§ténou z porovnani
ptilozenych sekvenci. Procenta sekvencni identity jsou vypoctena podilem poctu vzajemné si
odpovidacich pozic, ve kterych se nachazi identické aminokyseliny v porovnavanych sekvencich,
a celkového poctu pozic v segmentu, ktery je porovnavan s referenéni sekvenci, kdy ziskany
vysledek se nasledné vynasobi 100. Procentualni sekvenéni identita mtize byt snadno vypoctena
bioinformatickymi metodami zndmymi v oboru techniky. Metody pro zjisténi sekvencni identity
jsou zakodovany ve vetejné dostupnych pocitacovych programech. Vyhodné metody zaloZené na
pocitatovych programech zahrnuji bez omezeni napi. BLASTP, MatGAT, Water (EMBOSS),
Matcher (EMBOSS), LALIGN. Pro zjisténi sekven¢ni identity mtize byt také pouzit dobfe znamy
Smith - Watermantv algoritmus.

Aminokyselinova sekvence podle predkladaného vyndlezu miaze byt identicka s referencni
sekvenci FGF18 polypeptidu, tj. mize mit 100% identitu, nebo mtze obsahovat az do ur¢itého
celociselného po¢tu aminokyselinovych zmén (odpovidacich max. 10% sekvenéni variabilit€) ve
srovnani s referencni sekvenci, takze procento sekvencni identity je nizsi nez 100 %. Tyto zmény
se voli ze skupiny alespon jedné substituce, véetn¢ konzervativni a nekonzervativni substituce,
delece, nebo inserce, pficemz uvedené zmény se mohou vyskytovat v N-terminalnich nebo C-
termindlnich pozicich referen¢niho polypeptidu, nebo kdekoli mezi t€émito koncovymi ¢astmi
referenéniho polypeptidu, rozprostfené bud’ jednotlivé mezi aminokyselinami referencniho
polypeptidu nebo v jedné nebo vice souvislych skupinach referen¢ni sekvence.

U savcu, jako napt. ¢loveka, opic, mysi, krys, kralikl, prasat nebo krav jsou sekvence FGF18
polypeptidi vysoce konzervované, s 90% nebo vyssi sekvencni identitou v Siroké skale
jednotlivych sav€ich druhd. Odborniku v oboru bude zfejmé, Ze 10% sekvenéni variabilita
(odpovidajici v tomto vynalezu popsané 90% sekvenéni identité) funkéniho fragmentu muze byt
také dosaZena pouzitim sekvence FGF18 polypeptidu z jiného sav¢iho druhu nez ¢loveka.

Polypeptidy na bazi FGF18 mohou byt pfipraveny genovou syntézou nebo mutagenezi. Obecné je
gen kodujici polypeptid na bazi FGF18 klonovan do expresniho vektoru a nasledné exprimovan
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v transformovanych hostitelskych organismech, vyhodné v mikroorganismech. Hostitelsky
organismus exprimuje cizi gen za produkce FGF18 pti danych expresnich podminkach. Gen
kodujici polypeptid na bazi FGF18 muze byt také ptipraven v eukaryotech, jako napfiiklad v
kvasinkach nebo v lidskych bunkach.

Nize je uveden piiklad nukleotidové sekvence rekombinantniho divokého typu FGF18 (5°-37)
s casti expresniho vektoru pET28b. Start kodon atg a stop kodon TAA jsou oznaceny Sed¢, N-
termindlni His-tag (6 x His) je oznacen tucné s podtrzenim, $tépici misto pro trombin je oznaeno
cerné a restrikéni mista pro Ncol, Ndel a Xhol umoziujici klonovani do expresniho vektoru
pET28Db jsou podtrzena (ccatgg — 5’ Ncol, CATATG - 5° Ndel a CTCGAG - 3’ Xhol). Kédujici
sekvence divokého typu FGF18 zac¢ind start kodonem atg a kon¢i stop kodonem TAA.

Ccatgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggclejstefegsteteletefeteteteteter¥eteC A TATGGCCGAAGAAA
ATGTGGATTTTCGCATCCATGTTGAAAATCAGACCCGTGCACGTGATGATGTTAGCC

GTAAACAGCTGCGTCTGTATCAGCTGTATAGCCGTACCAGCGGTAAACATATTCAGG
TTCTGGGTCGTCGTATTAGCGCACGTGGTGAAGATGGTGATAAATATGCACAGCTGC
TGGTTGAAACCGATACCTTTGGTAGCCAGGTTCGTATTAAAGGTAAAGAAACCGAAT
TCTATCTGTGCATGAACCGCAAAGGTAAACTGGTTGGTAAACCGGATGGCACCAGCA
AAGAATGTGTGTTTATTGAAAAAGTGCTGGAAAACAACTACACCGCACTGATGAGC
GCAAAATATAGCGGTTGGTATGTTGGCTTTACCAAAAAAGGTCGTCCGCGTAAAGGT
CCGAAAACACGCGAAAATCAGCAGGATGTTCATTTCATGAAGCGTTATCCGAAAGGT
CAGCCGGAACTGCAGAAACCGTTCAAATATACCACCGTTACCAAACGTAGCCGTCGT
ATTCGTCCGACACATCCGGCATAATAGCTCGAG (SEQ ID NO. 19)

FGF18 polypeptid pouzity pro inzerci substituci zde popsanych mize byt z jakéhokoli savciho
zdroje, jako napiiklad mysi, krys, kralikt, primatt, prasat, pst, krav, koni a lidi. Vyhodné je FGF18
polypeptid odvozen z lidského zdroje. Mohou byt vSak pouzity jakékoli biologicky aktivni varianty
sav¢iho FGF18 polypeptidu s alespont 90% nebo s 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%., 97%., 98%.,
99% nebo 100% aminokyselinovou sekvencni identitou k aminokyselinové sekvenci lidského
proteinu FGF18 (SEQ ID NO. 1) nebo jejim funkénim fragmenttim (napt. SEQ ID NO. 3, SEQ ID
NO. 6)

Nasledujici ptiklady prezentuji charakterizaci polypeptidd na bazi FGF18, demonstruji ucinek
vlozenych substituci na stabilitu a aktivitu polypeptidi a dale zplsob jejich vyuziti v kultivaci
chondrocytd. Primarni mys$i chondrocyty pouzité v ptikladech byly pfipraveny dle Mirando, A.J.,
et al., 2014, Mol. Biol., 1130: 267-277, BaF3 mysi lymfocyty exprimujici hlavni varianty FGF
receptort byly pfipraveny dle Ornitz, D. M. et al. 1996, J. Biol. Chem. 271(25): 15292-15297.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1 ukazuje SDS-PAGE gely po expresi a purifikaci FGF18 wt a tfibodového mutanta
FGF18 (3b) nesouciho mutace L141F+S147P+Q170P. Rekombinantné produkovany FGF18 wt
(odpovidajici sekvenci SEQ ID NO. 13), stejné jako jeho mutant, obsahuje 202 aminokyselin
(vCetné N-termindlni histidinové kotvy a $tépiciho mista pro trombin) a ma molekulovou hmotnost
23,4 kDa (viz Sipka v obrazku). Sloupec wt: rekombinantni FGF18 wt; sloupec 3b: tfibodovy
mutant FGF18 (L141F+S147P+Q170P); sloupec Mw: hmotnostni marker.

Obrazek 2 ukazuje porovnani biologické aktivity tfibodového mutanta FGF18 (3b) (z prvniho kola
designu) s rekombinantné pfipravenym FGF18 wt (odpovidajici sekvenci SEQ ID NO. 13) a
komeréné dostupnym FGF18 wt (odpovidajici sekvenci SEQ ID NO. 12). Biologicka aktivita
FGF18 proteinti byla méfena testem proliferace s vyuzitim BaF3 bunék exprimujicich FGFR-3C
receptor. Graf zobrazuje data ze dvou nezavislych opakovani (kazdy bod pak primér z celkem 12
hodnot). Namétend data byla pouzita jako podklad pro stanoveni stfedni efektivni davky ECso
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(FGF18 wt (SEQ ID NO. 12) 5,4 ng/ml; FGF18 wt (SEQ ID NO. 13) 3,1 ng/ml; FGF18 3b 3,2
ng/ml.

Obrazek 3 ukazuje SDS-PAGE gel po expresi a purifikaci zkracené varianty tfibodového mutanta
FGF18 nesouciho mutace L141F+S147P+Q170P a C-terminalni deleci 8 aminokyselin
(3b+ACteminus) Rekombinantni tifbodovy mutant FGF18 (L141F+S147P+Q170P) s C-terminélni
deleci obsahuje 194 aminokyselin (v€etné N-terminalni histidinové kotvy a Stépiciho mista pro
trombin) a ma molekulovou hmotnost 22,5 kDa. Sloupec CE: bezbun&ny extrakt; sloupec 3b+A8¢
terminus; — t¥fhodovy mutant FGF18 (L141F+S147P+Q170P) s deleci 8 aminokyselin na C-
terminalnim konci; sloupec Mw: hmotnostni marker.

Obréazek 4 ukazuje porovnani biologické aktivity FGF18 wt (SEQ ID NO. 12), tfibodového
mutanta FGF18 3b (L141F+S147P+Q170P) a zkracené varianty tfibodového mutanta FGF18
nesoucitho mutace L141F+S147P+Q170P a C-terminalni deleci 8 aminokyselin (3b+AC-terminus),
Biologicka aktivita FGF18 proteinti byla méfena testem proliferace s vyuzitim BaF3 bunck
exprimujicich FGFR-3C receptor. Graf zobrazuje data ze Ctyt nezavislych opakovani.

Obrazek 5 ukazuje SDS-PAGE gely po purifikaci FGF18 wt, tfibodového mutanta FGF18 (3b)
nesouciho mutace L141F+S147P+Q170P, ¢tytbodového mutanta FGF18 (3b+E105G) nesouciho
mutace jako mutant tiibodovy (L141F+S147P+Q170P) + mutaci E105G, ¢tyfbodového mutanta
FGF18 (3b+Q85W) nesouciho mutace jako mutant tfibodovy (L141F+S147P+Q170P) + mutaci
Q85W a pétibodového mutanta FGF18 (5b) nesouciho mutace
L141F+S147P+Q170P+E105G+Q85W. Rekombinantn¢ produkovany FGF18 wt (odpovidajici
sekvenci SEQ ID NO. 13), stejné¢ jako jeho mutanti, obsahuje 202 aminokyselin (véetné N-
termindlni histidinové kotvy a §t€piciho mista pro trombin) a ma molekulovou hmotnost 23,4 kDa.
Sloupec 3b: tiibodovy mutant FGF18 (L141F+S147P+Q170P); sloupec 3b+E105G: ¢tyibodovy
mutant FGF18 nesouci mutace jako mutant tfibodovy a mutaci E105G; sloupec 3b+Q85W:
¢tytbodovy mutant FGF18 nesouci mutace jako mutant tfibodovy a mutaci Q85W; sloupec 5b:
pétibodovy mutant FGF18 (L141F+S147P+Q170P +E105G+Q85W); sloupec Mw: hmotnostni
marker.

Obrazek 6 wukazuje porovnani biologické aktivity pétibodového mutanta FGF18 5b
(L141F+S147P+Q170P+E105G+Q85W) s rekombinantné piipravenym FGF18 wt (odpovidajici
sekvenci SEQ ID NO. 13) a komer¢né dostupnym FGF18 wt (odpovidajici sekvenci SEQ ID NO.
12). Biologicka aktivita FGF18 proteinti byla métena testem proliferace s vyuzitim BaF3 bunck
exprimujicich FGFR-3C receptor. Graf zobrazuje data ze ti nezavislych opakovani.

Obrazek 7 ukazuje vysledky testovani receptorové specifity FGF18 wt (SEQ ID NO. 12),
ttibodového mutanta FGF18 3b (L141F+S147P+Q170P) a pétibodového mutanta FGF18 5b
(L141F+S147P+Q170P+E105G+Q85W). Bunééné linie BaF3 mysich B-lymfocytl exprimujicich
hlavni varianty FGF receptori: FGFR-1B, 1C, 2B, 2C, 3B a 3C byly stimulovany testovanymi
FGF18 variantami v koncentracich 0 az 10 nM za pfitomnosti heparinu (2 pg/ml) po dobu 48 hodin.
Bunécna proliferace indukovana jednotlivymi proteiny byla detekovana pomoci proliferacniho
testu s vyuzitim resazurinu. Grafy znazornuji namétené hodnoty fluorescence metabolizovaného
resazurinu.

Obrazek 8 ukazuje testovani in vitro stability pétibodového mutanta FGF18 5b
(Q85W+E105G+L141F +S147P+Q170P) ve srovnani s FGF18 wt (SEQ ID NO. 12) v buné¢né
kultute BaF3 exprimujici FGFR-3C receptor. Grafy znazornuji schopnost proteini indukovat
bunécnou proliferaci po preinkubaci proteint pti riznych teplotach (v koncentraci 100 pg/ml).

Obrazek 9 ukazuje resistenci (odolnost) pétibodového mutanta FGF18 5b nesouciho mutace
L141F+S147P+Q170P+E105G+Q85W vici proteolytické degradaci trypsinem ve srovnani
s FGF18 wt (SEQ ID NO. 13). FGF18 polypeptidy byly §t€peny trypsinem pii 37 °C v molarnim
pomeéru 1:20. Produkty degradacni reakce byly vizualizovany pomoci SDS-PAGE analyzy a
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nasledné¢ kvantifikovany denzitometrickou analyzou. Stanoveny poloc¢as proteolytického rozpadu
pétibodového mutanta FGF18 5b byl Sestnactkrat vyssi ve srovnani s FGF18 wt.

Obrazek 10 ukazuje porovnani proliferace mysich chondrocytii po 19denni stimulaci pétibodovym

mutantem FGF18 5b (L141F+S147P+Q170P+E105G+Q85W) a FGF18 wt (SEQ ID NO. 13). Oba
proteiny byly testovany v koncentraci 1000 ng/ml.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1. In silico design stabilizujicich mutaci v FGF18

Pro prvni kolo in-silico designu potencialn¢ stabilizujicich mutaci v proteinu FGF18 byla pouzita
aminokyselinova sekvence lidského FGF18 (http://www.uniprot.org/uniprot/O76093) a krystalova
struktura (PDB ID 4CJM) v rozligeni 2,7 A zadinajici 50. aminokyselinou a kon&ici 190.
aminokyselinou. Struktura proteinu byla pfed vypocty upravena odstranénim ligandu (iontd) a
molekul vod. Pro vypoéty byly pouzity vSechny Ctyfi proteinové fetézce, priCemz vypocty
probihaly na kazdém fetézci zvlast. Stabilizacni u€inky vSech moznych jednobodovych mutaci
v jednotlivych pozicich proteinu byly nejprve analyzovany vypoctem zmeény Gibbsovy volné
energie (AAG) po vneseni pfislusné jednobodové mutace do proteinu s vyuzitim metody na
principu empirického silového pole, kdy hranice AAG pro stabilizujici mutace byla stanovena na
hodnotu mensi nez 0 kcal.mol!. Vnitromolekularni interakce byly déale analyzovany na zakladé
posouzeni jejich geometrickych parametri a veskeré mutace, které by narusovaly tyto interakce,
byly vyfazeny z dalSich analyz. Stejné tak byly vyfazeny mutace v residuich dulezitych pro
biologickou funkci proteinu (napf. residua zodpoveédna za interakci s receptory ¢i heparan sulfaty).
V dalsim kroku byly provedeny vypocty AAG metodou zaloZenou na principu fyzikalniho silového
pole zohlednujicim flexibilitu proteinové patefe. Hodnota minimalni energie z celkem 50 iteraci
byla pouzita jako finalni parametr popisujici stabilizacni efekt. Soucasné byla analyzovana
konzervovanost jednotlivych residui v danych pozicich analyzou mnohonasobného sekvencniho
ptilozeni pomoci Jensen-Shannon divergence algoritmus. Pro finalni vybér stabilizujicich mutaci
byla pouzito nasledujici kritérium, pti kterém zména energie (AAG) predikovana obéma metodami
byla mensi nez 0 kcal/mol, hodnota konzervovanosti rezidua na dané pozici byla < 8 a vnesené
mutace nezpasobily naruSeni solnych mustkt. Timto kritériem bylo identifikovano 19
stabilizujicich mutaci, ze kterych byly vybrany 3, které byly zkombinovany do tfibodové varianty
(L141F+S147P+Q170P). Cislovani mutaci odpovida sekvenci lidského FGF18 (SEQ ID NO:1).

Tabulka 1. Pfehled stabiliza¢nich mutaci FGF18 vybranych v prvnim kole in silico designu.
Mutace vybrané pro konstrukci tfibodového mutanta jsou zvyraznény tucné.

Substituce Metoda Metoda Konzervovanost Aminokyseliny
empiric-kého fyzikalniho vyskytujici se na dané
silového pole silového pole pozici (z MSA)

AAG AAG
(kcal/mol) (kcal/mol)

R71F -0,053 -1,868 5 N,P.K,G,Q,R,L

R71M -0,258 -0,403 5 N,P.K,G,Q,R,L

R71P -0,898 -1,834 5 N,P.K,G,Q,R,L

R71W -0,341 -2,842 5 N,P.K,G,Q.R,L

R72Q -0,040 -2,639 5 Y,S,R,D,P,T,AN,K

S74F -0,067 -1,231 5 M,T,N,K,G,S,V,L,.R,D

YS83F -0,365 -0,039 6 H,Y,F.N

Q85W -0,235 -2,799 7 E,Q,R,L,S,K,N,T

Q96F -0,719 -2,005 7 H,Q,R,K

Q96Y -0,283 -2,401 7 H,Q,R,K
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T104V -0,093 -0,174 8 P,T,S

V1281 -0,067 -0,483 5 AM,T,F,LLQ,Y.,V
V128W -0,028 -3,044 5 AM,T,F,LL.Q,Y,V
L141F -1,431 -3,087 7 F,Y,L,W,H
L141Y -1,537 2,159 7 F,Y.L,WH

S147P -1,819 2,191 1 T,AN,K,G,V,S,L.R,D,E,P
S147Y -1,100 1,152 1 T,AN,K,G,V,S,L.R,D,E,P
R166S 0,411 -1,064 5 LH,Q,L.R,S,G,KA,T
Q170P -1,944 -1,750 7 E.K.N,R,Q,G

Pro druhé kolo in silico designu potencidln€ stabilizujicich mutaci v proteinu FGF18 byl jako
templat pouzit tiibodovy mutant, jehoz stabilita byla ve srovnani s FGF18 wt o 9 °C vyssi se
souCasnym zachovanim biologické aktivity (viz ptiklady 3 a 4 nize). Strukturni modely
ttibodového mutanta FGF18 byly predikovany softwarem Rosettta s vyuzitim Protokolu 16. Z
predikovanych strukturnich modelt byly ndsledné vybrany 3 modely s nejnizsi energii, které byly
pouzity pro vypocty stabilizujicich mutaci obéma metodami silovych poli, stejn¢ jako v prvnim
kole in silico designu. Pro finalni vybér stabilizujicich mutaci bylo pouzito piisnéjsi kritérium, tedy
zména energie (AAG) predikovana obéma metodami niz§i nez -1,0 kcal/mol, hodnota
konzervovanosti rezidua na dané pozici < 7 a neporuseni solnych mustkll. Timto kritériem byly
identifikovany dvé nové stabilizujici mutace.

Tabulka 2. Stabiliza¢ni mutace FGF18 vybrané ve druhém kole in silico designu, kde byl jako
templat pouzit tiibodovy mutant FGF18 (L141F+S147P+Q170P) identifikovany v prvnim kole
designu.

Substituce Metoda Metoda Konzervovanost Aminokyseliny
empirického fyzikalniho vyskytujici se na dané
silového pole silového pole pozici (z MSA)

AAG (kcal/mol) | AAG (kcal/mol)
Q85W -1,04 2,54 7 E,QR,L.SKN,T
E105G -2,08 -1,91 2 K,G,P,D,Q,S,R.N,E,A

Priklad 2. Syntéza tfibodového mutanta FGF18 z prvniho kola in silico designu, jeho exprese a
purifikace afinitni chromatografii

Gen kodujici navrzeny tfibodovy mutant FGF18 (nesouci mutace L141F+S147P+Q170P) byl
komeréné syntetizovan. Expresni plazmidy (pET28b) nesouci gen kodujici tfibodovou variantu
FGF18 nebo FGF18 wt byly transformovany do chemokompetentnich bunék E. coli BL21(DE3)
(New England Biolabs). Bunky byly vysety na agarové misky s obsahem kanamycinu (50 pg/ml)
a nasledné¢ inkubovany pfes noc pti 37 °C. Dalsi den bylo vzdy jednou kolonii zaockovano 10 ml
LB media s kanamycinem. Buniky byly kultivovany pies noc pti 37 °C za stalého tiepani. No¢ni
kultura byla pouzita k zaockovani LB média s kanamycinem. Kultivace probihala za stalého
ttepani. Exprese byla indukovana pomoci isopropyl- B-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG) ve
vysledné koncentraci 0,1 mM. Bunky byly dale kultivovany pies noc pti 20 °C. Kultura byla
sklizena centrifugaci (15 min pii 8 000 g a 4 °C) a ziskany pelet byl rozsuspendovan v purifikacnim
nanaSecim pufru (20 mM fosfatovy pufr obsahujici 500 mM NaCl a 10 mM imidazol, pH 7,5) a
uchovan pfi -80 °C.

Rozmrazené¢ kultury byly za stalého chlazeni dezintegrovany ultrazvukovou sonikaci a lyzaty byly
nasledné centrifugovany. K purifikaci proteinti byla vyuZzita niklova afinitni chromatografie. Eluce
proteinti probihala v linearnim gradientu elu¢niho pufru s postupné se zvySujici koncentraci
imidazolu (10-500 mM). Ptitomnost proteinu v jednotlivych frakcich byla verifikovana pomoci
SDS-PAGE elektroforézy. Vypurifikované proteiny byly dialyzovany pfes noc pii 4 °C proti 20
mM fosfatovému pufru (pH 7,5) obsahujicim 750 mM NaCl a filtrovany pies sterilni filtr s velikosti
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péru 0,22 um. Koncentrace proteintl byla uréena pomoci metody dle Bradfordové a Cistota byla
zkontrolovana pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Jednokrokova purifikace vedla k ziskani
proteind s Cistotou vyssi nez 90 % (Obrazek 1). Vytézky testovanych proteinti ihned po purifikaci
se pohybovaly v rozmezi 9 az 10 mg z litru bunécné kultury. Nicméné u divokého typu FGF18 wt
dochazelo po dialyze k masivnimu vysrazeni proteinu, takze kone¢ny vytézek FGF18 wt po dialyze
byl 5 mg a po lyofilizaci a nasledné rekonstituci proteinu do roztoku jen 2 mg z 1 litru kultury.

Ptiklad 3. Stanoveni termostability tfibodového mutanta FGF18 ziskaného z prvniho kola in silico
designu

Po ovéteni spravného strukturniho uspotadani tfibodového mutanta FGF18 pomoci spektroskopie
cirkularniho dichroismu (CD) byla nésledné testovana jeho stabilita s vyuzitim CD spektroskopie
a diferenc¢ni skenovaci fluorimetrie, ktera byla nasledn€¢ porovnana se stabilitou FGF18 wt.
Termalni denaturace proteint byla obéma technikami sledovana v teplotnim rozsahu 25 az 90 °C
s rychlosti teplotni rampy 1 °C/min. Namétené hodnoty teplotni stabilizace jsou shrnuty v Tabulce
3. U nové zkonstruovaného tfibodového mutanta FGF18 nesouciho mutace L141F+S147P+Q170P
byl pozorovan narist teplotni stability o vice nez 9 °C v porovnani s divokym typem FGF18.

Tabulka 3. Teploty tani' FGF18 wt a tfibodového mutanta FGF18 z prvniho kola designu méfené
dvéma technikami — spektroskopii cirkularniho dichroismu (CD) a diferencni skenovaci
fluorimetrii (DSF).

CD CD DSF DSF
FGFI8 T (°C) ATw (°C) T (°C) AT (°C)
wt (SEQ ID NO. 13) 473 - 433 -
L141F+S147P+Q170P 57,0 9,7 52,5 9,2

T — teplota tani; AT, — zména teploty tani po mutaci; 'Prezentovan je primér ze ti nezavislych
experimentd (praimérné standardni odchylky stanovenych teplot tani byly £+ 2 °C).

Priklad 4. Ovéfeni biologické aktivity tfibodového mutanta FGF18 ziskaného po prvnim kole in
silico designu

Biologicka aktivita tfibodového mutanta FGF18 byla testovana proliferacni eseji s vyuZzitim
mysich B-lymfocytt, bunécné linie BaF3 exprimujici FGFR-3C receptor. Protein byl analyzovan
v 96- jamkovych destiCkach za pouziti resazurinového testu (Ellsworth, J. L. et al. 2002,
Ostoearthritis and Cartilage 10: 308-320). Proliferacni aktivita tfibodového mutanta FGFI18
(Obrazek 2) byla srovnana s aktivitou komerén¢ dostupného FGF18 wt (PeproTech, SEQ ID NO.
12) a aktivitou rekombinantn¢ piipraveného FGF18 wt (SEQ ID NO. 13). Ze ziskanych vysledki
vyplyva, Ze mira schopnosti vyvolat proliferacni odpovéd je téméf totoznad u komercné dostupného
FGF18 (EDso 5,4 ng/ml), rekombinantniho FGF18 (EDso 3,1 ng/ml) a tiibodové varianty FGF18
(EDso 3,2 ng/ml), protoze kiivka davka-odpovéd je pro vSechny tyto faktory téméf totozna.

Priklad 5. Konstrukce a charakterizace zkracené varianty tfibodového mutanta FGF18
demonstrujici, ze delece v C-terminalni ¢asti proteinu nema vliv na jeho stabilitu ani aktivitu

Zkracena forma tfibodového mutanta FGF18 byla konstruovana a charakterizovana s cilem ovéfit,
ze delece 8 aminokyselin v jeho C-termindlni ¢asti nebude mit zadny vliv na stabilitu proteinu
ziskanou vnesenim tii stabilizujicich substituci a soucasné neovlivni aktivitu proteinu. Zkraceni C-
terminalni ¢asti proteinu vychazi z rekombinantni formy FGF18, zkracené o 11 aminokyselin v C-
terminalni ¢asti, oznacované jako Sprifermin a v souc¢asné dobé¢ testované jako potencialni terapie
na lécbu osteoartritidy. Zkracena forma tfibodového mutanta FGF18 byla konstruovana cilenou
mutagenezi s vyuzitim vhodn€ navrzené¢ho primeru dle protokolu QuickChange kitu od firmy
Agilent, kdy tfibodovy mutant FGF18 byl pouzit jako templat. Pfipraveny konstrukt v expresnim
vektoru pET28b obsahujici v N-terminalni ¢asti histidinovou kotvou a §tépic misto pro trombin byl
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nasledné transformovan do chemokompetentnich bunék E. coli BL21(DE3) (New England
Biolabs), kultivovan pii 37 °C a exprimovan pii OD (600 nm) 0,5 piidavkem IPTG pii 20 °C pres
noc. Vyprodukovana biomasa byla sklizena centrifugaci (15 min pfi 8 000 g a 4 °C) a ziskany pelet
byl rozsuspendovan v purifika¢nim nanasecim pufru (20 mM fosfatovy pufr obsahujici 500 mM
NaCl a 10 mM imidazol, pH 7,5) a uchovan pii -80 °C.

Rozmrazena kultura byly za stalého chlazeni dezintegrovana ultrazvukovou sonikaci a lyzat byl
centrifugovan. K purifikaci proteinu byla vyuzita niklova afinitni chromatografie. Eluce proteinu
probihala v linedrnim gradientu elu¢niho pufru s postupné se zvysujici koncentraci imidazolu (10
az 500 mM). Pritomnost proteinu v jednotlivych frakcich byla verifikovana pomoci SDS-PAGE
elektroforézy. Vypurifikovany protein byl dialyzovén ptes noc pti 4 °C proti 20 mM fosfatovému
pufru (pH 7,5) obsahujicim 750 mM NaCl a filtrovan ptes sterilni filtr s velikosti pora 0,22 pm.
Koncentrace proteinu byla stanovena metodou dle Bradfordové a Cistota byla zkontrolovana
pomoci SDS-PAGE elektroforézy (Obrazek 3). Po purifikaci byl protein piipraven ve stejné Cistoté
jako tfibodovy mutant (> 90 %). Stabilita zkracené formy tfibodového mutanta FGF18 byla
testovana CD spektroskopii (Tabulka 4), aktivita testem proliferace s vyuzitim BaF3 bunécné linie
exprimujici FGFR-3C receptor (Obrazek 4). Ziskané vysledky prokazaly, Ze delece 8 aminokyselin
v jeho C-termindlni ¢asti nemd zadny vliv na stabilitu a aktivitu proteinu.

Tabulka 4. Porovnani teploty tani' tfibodového mutanta FGF18 z prvniho kola designu s jeho
zkracenou formou obsahujici deleci 8 aminokyselin v C-terminalni ¢asti. Teploty tani byly méteny
spektroskopii cirkularniho dichroismu (CD).

CD CD
FGF18 T (°C) AT, (°C)
wt (SEQ ID NO. 13) 473 :
L141F+S147P+Q170P 57,0 9,7
L141F+S147P+Q170P+Ag8C-teminus 56,0 9,6

T — teplota tani; AT, — zména teploty tani po mutaci; 'Prezentovan je praimér ze ti nezavislych
experimentd (praimérné standardni odchylky stanovenych teplot tani byly £+ 2 °C).

Priklad 6. Konstrukce vicebodovych mutanti FGF18 po druhém kole in silico designu, jejich
exprese a purifikace afinitni chromatografii

Vicebodové varianty FGF18 navrzené po 2 druhém kole in silico designu, zahrnujici dvé
Ctytbodoveé a jednu pétibodovou variantu, byly konstruovany metodou mistné¢ cilené mutageneze
s vyuzitim vhodné zvolenych primert nesoucich pozadované jednobodové a dvoubodové mutace,
které byly vnaseny do tfibodové varianty (L141F+S147P+Q170P) jako templatu dle protokolu
QuickChange kitu od firmy Agilent. Pfitomnost poZadovanych mutaci byla u nové konstruovanych
FGF18 mutantd verifikovana sekvenovanim. Ziskané konstrukty v expresnim vektoru pET28b
obsahujici v N-terminalni ¢asti histidinovou kotvou a S§tépici misto pro trombin byly
transformovany do chemokompetentnich bun¢k E. coli BL21(DE3) (New England Biolabs),
kultivovéany pfti 37 °C a exprimovany pii OD (600 nm) 0,5 ptidavkem IPTG pfti 20 °C podobné
jako v ptipadé tiibodového mutanta FGF18 z prvniho kola designu. Vyprodukovana biomasa byla
sklizena centrifugaci (15 min pii 8 000 g a 4 °C) a ziskany pelet byl rozsuspendovan v purifika¢nim
nanaSecim pufru (20 mM fosfatovy pufr obsahujici 500 mM NaCl a 10 mM imidazol, pH 7,5) a
uchovan pii -80 °C.

Rozmrazené¢ kultury byly za stalé¢ho chlazeni dezintegrovany ultrazvukovou sonikaci a lyzaty byly
nasledné centrifugovany. K purifikaci proteinti byla vyuzita niklova afinitni chromatografie. Eluce
proteinti probihala v linearnim gradientu elu¢niho pufru s postupné se zvySujici koncentraci
imidazolu (10-500 mM). Ptitomnost proteinu v jednotlivych frakcich byla verifikovana pomoci
SDS-PAGE elektroforézy. Vypurifikované proteiny byly dialyzovany ptes noc pii 4 °C proti 20
mM fosfatovému pufru (pH 7,5) obsahujicim 750 mM NaCl a filtrovany ptes sterilni filtr s velikosti
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péru 0,22 um. Koncentrace proteinti byla uréena pomoci metody dle Bradfordové a Cistota byla
zkontrolovana pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Jednokrokova purifikace vedla k ziskani
proteind s Cistotou vyssi nez 90 % (Obrazek 5). Vytézky nove zkonstruovanych mutanti FGF18
ihned po purifikaci se pohybovaly v rozmezi 7 az 12 mg z litru bunécéné kultury. Nejvyssi primérny
vytézek proteinu po purifikaci vykazoval petibodovy mutant FGF18
(Q85W+E105G+L141F+S147P+Q170P), ktery soucasné¢ vykazoval i nejvyssi odolnost vici
precipitaci béhem dialyzy. Primérny vytézek pétibodového mutanta FGF18 po dialyze byl 10 mg
z litru kultury.

Ptiklad 7. Stanoveni termostability vicebodovych FGF18 mutantt ziskanych po druhém kole in
silico designu

Termalni stabilita Ctyfbodovych a pétibodového mutanta FGF18 byla stanovena pomoci CD
spektroskopie a diferen¢ni skenovaci fluorimetrie v teplotnim rozsahu 25 az 90 °C s rychlosti
teplotni rampy 1 °C/min. Namétené hodnoty teplotni stability FGF18 mutantii jsou shrnuty
v Tabulce 5. U vsech tii nové zkonstruovanych mutantd FGF18 byl pozorovan nariist teplotni
stability o 4 az 6 °C ve srovnani s pouzitym templatem (tfibodovym mutantem FGF18 nesoucim
mutace L141F+S147P+Q170P) a tudiz o 14 az 16 °C ve srovnani s FGF18 wt. Nejvyssi teplotu
tani vykazoval pétibodovy mutant FGF18, jehoz teplota tani vzrostla o 16 °C v porovnani s
divokym typem FGF18.

Tabulka 5. Teploty tani' vicebodovych mutanti FGF18 z druhého kola designu méfené dvéma
technikami —spektroskopii cirkularniho dichroismu (CD) a diferen¢ni skenovaci fluorimetrii
(DSF).

CD CD DSF DSF
FGFI8 Tw(°C) | ATw(°C) | Tw(°C) | ATw(°C)
wt (SEQ ID NO. 13) 473 - 433 -
L141F+S147P+Q170P 57,0 9,7 52,5 9,2
E105G+L141F+S147P+Q170P 62,0 14,7 58,2 14,9
Q85W+L141F+S147P+Q170P 61,3 14,0 57,8 14,5
Q85W+E105G+L141F+S147P+Q170P | 62,8 15,5 58,8 15,5

T — teplota tani; AT, — zména teploty tani po mutaci; 'Prezentovan je pramér ze ti nezavislych
experimentd (primérné standardni odchylky stanovenych teplot tani byly £+ 2 °C).

Ptiklad 8. Biologick4 aktivita pétibodového mutanta FGF18

Biologicka aktivita pétibodové varianty FGF18 5b (Q85W+E105G+L141F+S147P+Q170P) byla
testovana proliferacni eseji s vyuzitim mysich B-lymfocytli, bunécné linie BaF3 exprimujici
FGFR-3C receptor a porovnéna s aktivitou komer¢né dostupného FGF18 wt (PeproTech, SEQ ID
NO. 12) a aktivitou rekombinantné ptipraveného FGF18 (SEQ ID NO. 13). Proteiny byly testovany
v 96- jamkovych destickach pomoci resazurinového testu (pfidavek resazurinu do média detekuje
a kvantifikuje buné¢nou viabilitu na zékladé premény nefluorescencniho modrého resazurinu na
cerveny fluorescencni resorufin). Z nameétenych vysledka vyplyva, ze pétibodova varianta FGF18
5b vykazuje porovnatelnou schopnost indukce proliferace jako oba divoké typy FGF18 (Obrazek
6), korelujici s ocekavanou hodnotou EDs pro tento efekt < 10 ng/ml (FGF18 5b 0,5 ng/ml; FGF18
wt (SEQ ID NO. 12) 8.6 ng/ml; FGF18 wt (SEQ ID NO. 13) 1,0 ng/ml).

Biologicka aktivita pétibodové varianty FGF18 5b (Q85W-+E105G+L141F+S147P+Q170P) byla
déle testovana stanovenim receptorové specificity s vyuzitim bunéénych linii BaF3 mysich B-
lymfocytl exprimujicich hlavni varianty FGF receptori: FGFR-1B, 1C, 2B, 2C, 3B a 3C. Tyto
klony jsou zavislé na piidavku FGF pro indukci proliferace, a proto jsou idealnim systémem pro
testovani receptorové specificity FGF proteinti. Pokud se testovany FGF vaze na urcity FGFR
exprimovany v daném klonu BaF3 bunék, dojde k proliferaci bun¢k, a tim nartstu jejich poctu a
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celkové metabolické aktivity v médiu. Receptorova specificita byla testovana pomoci
resazurinového testu. Naméfena data ukazala, ze vnesené stabilizujici mutace do pétibodového
mutanta FGF18 nijak neovlivnily jeho receptorovou specifitu, nebot’ v zavislosti na koncentraci
vyvolava, stejn¢ jako FGF18 wt (SEQ ID NO. 12), proliferatni odpovéd na bunécéné linii
exprimujici receptory FGFR-3C a FGFR-2C. Zatimco u ostatni testovanych linii BaF3 buné¢k
nebyla po ptidavku proteinu do média proliferace bunék pozorovana téméf viibec nebo jen az ve
velmi vysokych koncentracich (Obrazek 7).

Ptiklad 9. Pétibodovy mutant FGF18 vykazuje zvySenou termostabilitu v bunécné kultuie mysich
B-lymfocyti bunécné linie BaF3 produkujicich FGFR-2C receptor

Nasledné byl proveden test teplotni stability pétibodové varianty FGF18 (Q85W+E105G+L141F
+S147P+Q170P) v buné&éné kulture ve srovnani s FGF18 wt (SEQ ID NO. 12), pfi kterém byla
testovana schopnost proteini indukovat proliferaci bunék po vystaveni rlznym teplotnim
podminkam preinkubace. Preinkubované proteiny byly nasledné pouzity ke stimulaci proliferace
bunécéného klonu BaF3 exprimujici FGFR-2C receptor, ktery v pfedchozich testech receptorové
specifity vykazoval silny proliferacni signal vyvolany pfidavkem FGF18. Podminky preinkubace
pro obé varianty FGF18 byly shodné a probihaly soucasné pfi: 1) -20 °C, ii) 37 °C po dobu 7 dni a
iii) 50 °C po dobu 24 hodin (Obrazek 8). Po vystaveni vSem testovanym teplotim vykazoval
pétibodovy mutant FGF18 5b schopnost indukce proliferace BaF3 bunék pii vyrazné nizsich
koncentracich ve srovnani s FGF18 wt. Dokonce i po 24hodinové preinkubaci pii 50 °C si FGF18
5b udrzel svou biologickou aktivitu, zatimco FGF18 wt byl prakticky neaktivni. Nameétené
vysledky potvrzuji zvysenou stabilitu pétibodového mutanta FGF18 5b.

Ptiklad 10. Resistence pétibodového mutanta FGF18 vii€i proteolytické degradaci

Ke zjisténi odolnosti FGF18 wt (SEQ ID NO. 13) a pétibodového mutanta FGF18
(L141F+S147P+Q170P+E105G+Q85W) vuci proteolytické degradaci byl proveden test Stépeni
proteolytickym enzymem. Oba FGF18 polypeptidy byly st€peny trypsinem pfi 37 °C v molarnim
poméru 1:20 a nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE analyzy (Obrazek 9). Nasledna
kvantifikace produktd proteolytického stépeni na SDS-PAGE gelu odhalila, ze pétibodovy mutant
FGF18 vykazuje nejen zvysenou termostabilitu, ale i vyS$si odolnost vii¢i proteolytické degradaci.
Stabilni FGF18 5b podléha degradaci trypsinem pfiblizné 16krat pomaleji nez FGF18 wt.

Priklad 11. Efektivita pétibodového mutanta FGF18 pti indukeci proliferace mysSich chondrocytii

Primarni mysi chondrocyty ziskané z chrupavéitych segmentl hrudniho kose novorozenych mysi
byly tyden kultivovany v kompletnim kultiva¢nim médiu (DMEM medium, 10% fetalni bovinni
sérum, 1% penicilin-streptomycin) do dosaZeni plné konfluence s vyménou média kazdé dva dny.
Poté byly buiiky preneseny do 12jamkovych kultivaénich desticek obsahujicich starva¢ni médium
(DMEM, 0,5% fetalni bovinni sérum, 1% penicilin-streptomycin) v mnozstvi 200 x 103 bunék na
jamku. Po 24hodinové inkubaci ve starvatnim médiu bylo médium znovu vyménéno za i)
kompletni kultivacni médium nebo ii) chondrocytarni matura¢ni médium (kompletni kultivacni
médium, 50 ug/ml kyselina askorbova, 10 mM B-glycerolfosfat). Kultivace v maturaénim médiu
probihala bez pfistupu svétla jako prevence degradace kyseliny askorbové v médiu. Pro ucely
testovdni  biologické  aktivity  stabilntho  pétibodového  mutanta ~ FGFI8  5b
(L141F+S147P+Q170P+E105G+Q85W) byly chondrocyty kultivovany za standardnich
kultiva¢nich podminek (37 °C, 5 % CO,) a stimulovany ptidavkem ristového faktoru v koncentraci
1000 ng/ml. Stimula¢ni ucinky FGF18 na nezralé chondrocyty (kultivované v kompletnim
kultivatnim médiu) nebo na dozravajici chondrocyty (kultivované v maturacnim médiu) byly
detekovany pomoci proliferatniho testu zalozeném na metabolické bunéné konverzi
nefluorescencniho resazurinu na fluorescencni resorufin, ktery je detekovan pii emisni vinové
délce 590 nm po excitaci pii 560 nm. Vysledky srovnani proliferacni aktivity FGF18 wt (SEQ ID
NO. 13) a pétibodového mutanta FGF18 5b jsou ukazany na Obrazku 10. Tento ptiklad ukazuje,
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ze efektivita pétibodového mutanta FGF18 indukovat proliferaci mySich chondrocytu je
srovnatelna s aktivitou divokého typu FGF18.
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PATENTOVE NAROKY

1. Polypeptid na bazi FGF18, majici nebo obsahujici sekvenci o alespoit 90% sekvencni identité
se sekvenci:

LYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG DKYAQLLVET DTFGSQVRIK GKETEFYLCM
NRKGKLVGKP DGTSKECVFI EKVLENNYTA F MSAKY P GWY VGFTKKGRPR
KGPKTRENQ P DVHFM (SEQ ID NO. 3)

pficemz aminokyseliny vyznacené tucné a podtrzenim musi byt zachovany.

2. Polypeptid podle naroku 1, ktery ma celkovou délku sekvence polypeptidu do 227
aminokyselin, vyhodné&ji do 207 aminokyselin.

3. Polypeptid podle naroku 1 nebo 2, obsahujici dale alespon jednu z nasledujicich zamén
aminokyselin nebo obé& nésledujici zZdmény aminokyselin:

- zaménu aminokyseliny E v pozici 49 uvedené sekvence SEQ ID NO. 3 aminokyselinou G;
- zaménu aminokyseliny Q v pozici 29 uvedené sekvence SEQ ID NO. 3 aminokyselinou W.

4. Polypeptid podle kteréhokoliv z narokt 1 az 3, dale nesouci:

- na N-konci sekvence SEQ ID NO. 3 alespon ¢ast sekvence nebo celou sekvenci MYSAPSACTC
LCLHFLLLCF QVQVLVAEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQ (SEQ ID NO. 4),
nebo

- na N-konci sekvence SEQ ID NO. 3 aminokyselinu methionin (M);

a/nebo

- na C-konci sekvence SEQ ID NO. 3 alespon ¢ast sekvence nebo celou sekvenci KRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSRR IRPTHPA (SEQ ID NO. 5);

a/nebo

- v N- nebo C-terminalni ¢asti fuzni aminokyselinové sekvence (kotvy) v maximalni délce az 20
aminokyselin.

5. Polypeptid podle naroku 1, majici nebo obsahujici sekvenci o alesponi 90% sekvenéni identité
se sekvenci:

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYAQLLVET DTFGSQVRIK GKETEFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA F MSAKY P GWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQ P DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 6)

pricemz aminokyseliny vyznacené tucné a podtrZzenim musi byt zachovany.

6. Polypeptid podle naroku 5, ktery ma celkovou délku sekvence polypeptidu do 227
aminokyselin, vyhodnéji do 207 aminokyselin.

7. Polypeptid podle naroku 5 nebo 6, obsahujici alespon jednu z nasledujicich zamén
aminokyselin nebo obé¢ nasledujici zZdmény aminokyselin:

- zaménu aminokyseliny E v poloze 79 uvedené sekvence SEQ ID NO. 6 aminokyselinou G;
- zdménu aminokyseliny Q v poloze 59 uvedené sekvence SEQ ID NO. 6 aminokyselinou W.

8. Polypeptid podle kteréhokoliv z narokti 5 az 7, dale nesouci:

- na N-konci sekvence SEQ ID NO. 6 alespoi ¢ast sekvence nebo celou sekvenci MYSAPSACTC
LCLHFLLLCF QVQVLYV (SEQ ID NO. 7), nebo

- na N-konci sekvence SEQ ID NO. 6 aminokyselinu methionin (M);

a/nebo

- na C-konci sekvence SEQ ID NO. 6 alespon ¢ast sekvence nebo celou sekvenci RIRPTHPA
(SEQ ID NO. 8);

a/nebo

- v N- nebo C-terminalni ¢asti fuzni aminokyselinové sekvence (kotvy) v maximalni délce az 20
aminokyselin.
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9. Polypeptid podle naroku 1, majici nebo obsahujici sekvenci vybranou z:

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYAQLLVET DTFGSQVRIK GKETEFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA F MSAKY P GWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQ P DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 6);

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYAQLLVET DTFGSQVRIK GKET G FYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA F MSAKY P GWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQ P DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 9);

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYA W LLVET DTFGSQVRIK GKETEFYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA F MSAKY P GWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQ P DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 10);

AEEN VDFRIHVENQ TRARDDVSRK QLRLYQLYSR TSGKHIQVLG RRISARGEDG
DKYA W LLVET DTFGSQVRIK GKET G FYLCM NRKGKLVGKP DGTSKECVFI
EKVLENNYTA F MSAKY P GWY VGFTKKGRPR KGPKTRENQ P DVHFMKRYPK
GQPELQKPFK YTTVTKRSR (SEQ ID NO. 11);

pticemz celkova délka sekvence polypeptidu je do 227 aminokyselin.

10. Polypeptid podle kteréhokoli z narokt 1 az 9 pro pouziti jako 1éCivo.

11. Polypeptid podle kteréhokoli z narokt 1 az 9 pro pouziti v regenerativni medicing, v ortopedii,
zejména pro 1écbu poranéni chrupavky ¢i kosti, nebo v terapeutické stimulaci ristu vlast.

12. Pouziti polypeptidu podle kteréhokoli z narokti 1 az 9 v kosmetice, zejména pro
neterapeutickou stimulaci rdstu vlasa.

13. Kultiva¢ni médium pro kultivaci chondrocytd, vyznacujici se tim, Ze obsahuje polypeptid

podle kteréhokoli z narokli 1 az 9 v rozsahu koncentraci polypeptidu 10 ng/pl az 1000 ng/pl.

19 vykresii

-21 -



Cz2021 -303 A3

Bezbunécny extrakt Purifikovany protein
M, (kDa) wt 3b M, (kDa) wt 3b
66 66
45 45
35 35
25 . A 25 - -
18 18
14 14 = -

Obr. 1
40
FGF18 wt (SEQ ID NO. 12)

'2‘ 35 1| ---FGF18 wt (SEQ ID NO. 13)

—i

L3

= 28 1

Q

g 20 -

O

= 15

=

w10 -

5 T T T T T T

0 001 01 | 5 10

Koncentrace FGF18 (nM)
Obr. 2

-22 -



Fluorescence (x10% AU)

55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

Cz2021 -303 A3

IVIw (kDa) CE 3b+A8C-terminus

116 e SEmE

66 .

45 e

-~
H e

.

14 -
Obr. 3

-=-=FGF18 wt

FGF18 3b

——FGF18 3b+AgCterminus £23

0 0.01 0.1 1 10

Koncentrace FGF18 (nM)
Obr. 4

-23 -




M,, (kDa) wt

116 —

66—

45 -

35 ==

25 . e

18 ==

14 =
—
o |
<
o™
o
i
Ko
Q
Q
C
Q
O
(%p]
Q
—
o]
=
L

50
45
40
35
30
25
20
15

M, (kDa) 3b

116 <y
66

45
35

25

18
14 -

Cz2021 -303 A3

M,, (kDa) 3b+E105G M, (kDa) 3b+Q85W
116 =
116 ——
66 -~ 66 —
45 - 45 |
35 - 35 -
25 -
25 S -
18 - 18 -
14 - 14 .
Obr. 5

- FGF18 wt (SEQ ID NO. 12)
| -=-=FGF18 wt (SEQ ID NO. 13)
—FGF18 5b
0 0.0001 0.01 1 100
Koncentrace FGF18 (nM)
Obr. 6

-4 -

M,, (kDa) 5b
116 ==
66 w—

45—

25 — s

18 e
14—



Fluorescence (x102 AU) Fluorescence (x10° AU)

Fluorescence (x103 AU)

50

45
40 -

35
30
25
20
15
10

50

45 |
40 -

35
30
25
20

15 -

10

50

45
40 -

35
30
25
20
15
10

Cz2021 -303 A3

FGFR-1B
---FGF18 wt
FGF18 3b
—FGF18 5b
0 0.01 0.1 1 10
Koncentrace FGF18 (nM)
FGFR-2B
--=-FGF18 wt
FGF18 3b
—FGF18 5b
—= -
0 0.01 0.1 1 10
Koncentrace FGF18 (nM)
FGFR-3B
-==FGF18 wt
FGF18 3b
—FGF18 5b
0 0.01 0.1 1 10
Koncentrace FGF18 (nM)
Obr. 7

-25-

Fluorescence (x103 AU) Fluorescence (x103 AU)

Fluorescence (x103 AU)

50

45 -+

40
35
30
25
20
15
10

w

55
50
45
40

35 -

30
25
20
15
10

55
50

45
40 -

35
30
25
20
15

FGFR-1C

=-=-=FGF18 wt
FGF18 3b
—FGF18 5b

0 0.01 0.1 1 10
Koncentrace FGF18 (nM)

FGFR-2C

---FGF18 wt
FGF18 3b
—FGF18 5b

0 0.01 0.1 1 10
Koncentrace FGF18 (nM)

FGFR-3C

---FGF18 wt
FGF18 3b
—FGF18 5b

0 0.01 0.1 1 10
Koncentrace FGF18 (nM)




Fluorescence (x103 AU) Fluorescence (x103 AU)

Fluorescence (x103 AU)

45
40
35
30
25
20
15
10

45

40 -

35
30
25
20
15
10

45
40
35
30
25
20
15
10

Cz2021 -303 A3

-20 °C

---FGF18 wt
—FGF18 5b

0 0.01 0.1 1 10
Koncentrace FGF18 (nM)

37°C/7dni

---FGF18 wt
—FGF18 5b

0 0.01 0.1 1 10
Koncentrace FGF18 (nM)

50 °C / 24 hodin

---FGF18 wt
—FGF18 5b

.l."""--._,t _____ {
0 0.01 0.1 1 10
Koncentrace FGF18 (nM)
Obr. 8

- 26 -




Relativnizména proteolytické

Fluorescence (x103 AU)
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<110>
<120>
<130>
<160>
<170
<210>
<211>
<214
<213>
<400>

Met Tyr

Leu Leu

Fhe Arg

Arg Lys

50

Hiz Ile

L

Lap Lys

WVal Arg

Lys Gly

Lya Tyr

145

Lys Gly

Arg Tyr

Thr Val

Enantis,

Cz2021 -303 A3

SEQUENCE LISTING

2.r.0.; Fakultni nemocnice u sv. Znny v Brné

Termostabilnl polyvpeptid na bazi FGF1E a jeho pouZziti

P

15

PatentIn wersicn

1
207
FRT
Homo

Ser

Cvs

T1

35

Gln

Gln

Lys I

115

Glu

Ser

Pro

Pro

Thr
135

sapiens

Ala

Fhe

Hi=

Val

Ala

Lys
100

Gly

Lys=

Lys

180

Lys

Gln

Val

Arg

Len

Gln

ES

Gly

Val

Val

Trp

Thr

165

Gly

Arg

Ser

Val

Leu

Gly

Leu

Lys

Gly

Leu

Tyr

130

Gln

Ser

BEla

Aan

Tyr

55

irg

Leu

Glu

Lya

Glu

135

Val

Pro

arg

Cyz

Val

Gln

40

Iy

Val

Thr

Asn

Gly

Asn

Glu

Thr

Leu

Thr

Leu

Ile

Asn

Phe T

Gln

Leu
185

Ile

-28 -

Cys=

10

Val

Arg

Tyr

Ser

3 Thr

80

Ehe

Gly

Iyr

Gln
170

Gln

Arg

Leu

Ala

Ale

Ser

Alm

Asp

Tyr

Thr

Thr

Lys

155

Asp

Lys

Pro

Cys

rg

Arg

a0

Arg

Thr

Leu

Ela

140

Lys

Val

Bro

Thr

Leu

Aap
45

Thr

Fhe

Cysa

Lya

125

Leu

Gly

His

Fhe

His
205

His

Asn

30

Asp

Ser

Glu

Ely

Het

110

Elu

Met

Arg

Lys
190

Pro

Fhe
15

Val

Val

GJ.Y

L=p

Ser

Pro

Het

173

Tyr

RAla

Leu

Asp

Ser

Lys

Ely

il

Gln

Lrg

Val

Ala

Arg

1e0

Lys

Thr



Cz2021 -303 A3

<210 2

<211> 27

<212% PRT

<213> Homo =apiens

<400> 2

Met Tyr Ser Ala Pro Ser Ala Cys Thr Cys Leu Cys Leu His Phe Leun
1 5 10 15

Leu Leu Cys Phe Gln Val &Gln Val Leu Val Ale
20

25
<210> 3
<211> 11%
<212> FPRT

<213> artifiecial

<a20>
<223> mutated functicnal fragment of FGFlE

<400 3
Leu Tyr Ser Arg Thr Ser Gly Lys His Ile Gln Val Leu Gly Arg Arg
1 5 10 15

Ile Ser Ala Arg Gly Glu RAsp Gly Asp Lys Tyr &le Gln Leu Leu Val
20 25 30

Glu Thr Asp Thr Fhe Gly Ser Gln Val Arg Ile Lys Gly Lys Glu Thr
35 40 45

Glu Phe Tyr Leu Cys Met Ban Arg Lys Gly Lys Leu WVal Glv Lys Pro
50 L &0

Aap Gly Thr Ser Lys Glu Cya Val Phe ITle Glu Lys Val Leu Glu Asn
L] 70 75 B0

Asn Tyr Thr Ala Phe Met S5er Ala Lys Tyr Pro Gly Trp Tyr Val Gly
BES a0 o5

Phe Thr Lys Lys Glv Lrg Pro Arg Lys Gly Pro Lys Thr Arg Glu Asn
100 105 110

Gln Pro Asp Val His Fhe Met
115

<210> 4

<211> 56

<212» PRT

«<213» artificial

<220
<223> HN-terminal extensicn

<400> 4

Met Tyr Ser Ala Pro Ser Ala Cys Thr Cys Leu Cys Leu His Phe Len
1 5 10 15

-29.



Cz2021 -303 A3

Leu Leu Cys Phe Gln Vel Gln Val Leu Val Ala Glu Glu Asn Val Asp
20 25 30

Phe Arg Ile His Val Glu &sn Gln Thr Arg Ala Rrg Asp Asp Val Ser
35 40 43

Arg Lys Gln Leu Arg Leu Tyr Gln
50 55

<210 5

<211> 32

<212» PRT

<213> artificial

220>
<223>» C-terminal extensicn

<400> 5

Lya Arg Tvr Pro Lys Gly Gln Pro Glu Leu Gln Lvs Proc Phe Lys Tvr
1 5 10 15

Thr Thr Val Thr Lys Arg Ser Arg Arg Ile Arg Fro Thr His Pro Ala
20 25 30

210> &

<211> 173

<212» PRT

213> artificial

<220
«223>» mutated functicnal fragment of FGF1E

<400> B
Ala Glu Glu Asn Vel Asp Phe Arg Ile His Val Glu Asn Gln Thr Arg
1 5 10 15

Rla Arg Asp Asp Val Ser Arg Lys Gln Leu Arg Leu Tyr Glo Leu Tyr
20 25 30

Ser Arg Thr S5er Gly Lys His Ile Gln Val Leun Gly Arg Arg Ile Ser
35 40 45

Bla Arg Gly Glu Asp Gly Lap Lys Tyvr Ala Gln Leu Leu Val Glu Thr
50 55 a0

BEap Thr Phe Gly Ser Gln Val Arg Ile Lys Gly Lys Glu Thr Glu Phe
65 70 75 ED

Tyr Leu Cys Met Asn Arg Lys Gly Lys Leu Val Gly Lys Pro Asp Gly
B3 a0 85

Thr Ser Ly=s Glu Cys Val Phe Ile Glu Lys Val Leu Glu Asn Asn Tyr
100 105 110

-30 -



Thr Ala

Lys Lys
130

Rap Val
145

Lys Pro

<210>
<211>
<214
<213>

<220=
223>

<400>
Met Tyr
1

Leu Leu

<210>
<211>
<2lax
<213>

<220>
<A23¥

<400>
Arg Ile

1

<210>
<211
<2lax
<213

220>
<223»

<400>

Cz2021 -303 A3

Phe Met Ser &la Lys Tyr Pro Gly Trp Tvr Val Gly Phe Thr
115 120 125

Gly Arg Pro Lrg Lys Gly Pro Lys Thr Lrg Glu Rsn Gln Pro

135 140
His Phe Met Lwys ARrg Tyr Pro Lys Gly Gln Pro Glu Leu Gln
150 155 160
Phe Lys Tyr Thr Thr Val Thr Lys Arg Ser Arg
165 170

7
26
PRT
arcificial
H-terminal extensicn

7
Ser Ala Pro Ser Ala Cys Thr Cys Leu Cys Leu His Phe Leu
5 10 15
Cy=s Phe Gln Vel Gln Val Leu Val
20 25
8
B
FRT
arcificial

C-terminal extensicn

A
o

Arg Pro Thr His Pro Ala
5

o

173

PRT
artificial

mutated functicnal fragment of FGFLE

g

Ala Glu Glu A=n Val Asp Fhe Arg Ile His Val Glu Asn Gln Thr Arg

1

BRla Arg Asp Asp Val Ser Arg Lys Glo Leu frg Leu Tyr Gln Leu

5 10 13

.

Tyr
20 25 30

Ser Arg Thr Ser Gly Lys His Ile Gln Val Leu Gly Arg Arg Ile Ser

a5 40 43

231 -



Lya

Rap
145

Lya

Arg

50

Thr

Leu

Ser

Ala

Lys

130

WVal

Pro

Gly Glu

FPhe Gly

Cys Met

Lys Glu

100

Fhe Met

113

Gly Arg

Hiz Fhe

Fhe Lys

10

173
ERT
artificial

Ala Glu Glu Asn

Fer

Arg

irg

Arg

50

Leu

Ser

Azp Asp

Thr Ser

Gly Glu

Phe Gly

Cys Met

Lys Glu
100

Lsp

Ser

Asn

=]
B

Cys

Ser

Pro

Met

Tyr
165

Wal

Val

Gly

Lap

Ser

Asn

ES

Cys

Cz2021 -303 A3

Val

Al=

Lys
150

Thr

Asp

Jer

Lys

Vel

Asp
55

Val

Lya

Lva

Lya

135

Arg

Ihr

Arg

Hia

Asp

55

Val

Lya

Lys

Irg

Gly

Ile

Tyr

120

Gly

TyT

Wal

Arg

Lya

Ile

40

Lys

Arg I

Gly I

Ile

TyT

Ile

Lys

Ero

Prao

Thr

Ile

ar

Glu
105

-32-

Ala

Lys

Len

1 Lys

Gly

Lys

Lys=

Ly=
170

His
10

Len

1 Val

Ala

Lys

Len
30

Lys

Gln

Gly

75

Val

Val

Trp

Thr

Gly

155

Arg

mutated functicnal fragment of FGFLE

Wal
Arg
Leu
Trp
Gly
Ta

Val

Wal

Leu

a0

Lys

Gly

Leu

Iyr

Arg

140

&Fln

F1lu

Leu

Gly

Leu

G0

Lys

Gly

Leu

Leu

Lys

Val

123

zlu

Pro

Arg

AE3an

Tyr

Arg

Leu

Elu

Lys

Val

Fro

Aan

110

GEly

Ran

Glu

Eln

Gln

Arg 1

Val

Thr

Pro

Esn
110

Glu

r Gly

Asp

Agn T

Fhe

Gln

Leu

Thr
15

Leu T

Glu T

Glu

Asp
85

RE=n

Fhe
g0

Gly

Thr

Era

Gln
160

Arg

Ser

Fhe
B0

Gly

Tyr



145

<210>
<211>
<2lax

Cz2021 -303 A3

Thr Ala Fhe Met Ser Ala Lys Tyr Pro Gly Trp
115 120
Lya Lys Gly Arg Pro Arg Lys Gly Pro Lys Thr
130 135
A3p Val His Phe Met Lys Arg Tyr Pro Lys Gly
150 155
Lya Pro Fhe Lys Tyr Thr Thr Val Thr Lys Arg
185 170
11
173
ERT
artificial

<213>

<220
<A23¥

<400>

mutated functicnal fragment of FGF1S

11

Ala Glu Glu Asn Val Asp Fhe Arg Ile His Val

1

Ala Arg Asp Asp Val Ser Arg Lvs Gln Leu Arg

20 25

Ser Arg Thr Ser Gly Lys His Ile Glmn Val Leun

35 40

Ala Arg Gly Glu Asp Gly Asp Lvs Tyr Ala Trp

55

Asp Thr FPhe Gly Ser Gln Val Arg Ile Lys Gly
7

Tyr Leu Cys Met Asn Arg Lys Gly Lys Leu Val

Thr Ser Lys Glu Cys Wal Fhe Ile Glu Ly=s Val

100 105

Thr Ala Fhe Met Ser Ala Lys Tvr Pro Gly Trp

113 120

Lya Lyz Gly Arg Pro Arg Lys Gly Pro Lys Thr
130 135

bhap Val His Phe Met Lws Arg Tyr Pro Lys Gly

145

150 155

Lya Pro Fhe Lys Tyr Thr Thr Val Thr Lys Arg

165 170

-33 -

Tyr

Erg

140

Gln

Ser

Flu

Leu

Gly

a0

Lys

GEly

Leu

Ivr

Ser

Val

125

Elu

Pro

Arg

Asn

Tyr

Arg

45

Leu

Glu

Lys

Glu

Val

125

Pro

Arg

Gly

Esn

Glu

Gln

Gln

30

Arg

Val

RBan

Glu

Fhe

Gln

Leu

Thr
15

Leu T

Ile

Glu

Gly

Rap

Asn T

Fhe

Gln

Leu

Thr

Ero

Gln
160

Arg

Ser

Fhe
ED

Ely

Thr

Pro

Eln
160



<210
<211
<212>
<213

<220>
<223

<400>

12

173

PRT
artificial

Cz2021 -303 A3

recombinant human FEF1H

1z

Ala Glu Glu Asn Val

Ala

Aap

Tvr

Thr

Lys

Aap
145

Lys

Arg

Lrg

50

Thr

Leu

Ser

Ala

Lys

130

Val

Pro

<210
<211>
“212>
<213>

<220
<223

<400>

Asp Asp Val

Thr Ser Gly

Gly Glu Asp

Phe Gly Ser

Cys Met Asn

Lyz Glu Cys
100

Leu Met Ser
115

Gly Arg Pro

Hiz Phe Met

Fhe Ly=s Tyr
145

13

202

PRT
arcificial

Esp

Ser

Lys

Gly

Gln

Val

Ela

Lys
150

Thr

Arg

His

Asp

Val

Lya

Lya

Lya
135

Arg

Arg I1

Lys

Arg

Tvr

Val

recombinant human FGEF18

13

Gln

T
iliec

Glu

Ser

Pro

Pro

Thr

His=

Len

Val

Ala

Gly

Lys=

Lys=
170

Wal G

Arg

Leu

Gln

Gly

WVal

Val

Trp

Thr

Gly

155

Arg

Leu

Gly

Leu

Lys

Gly

Leu

Tvr

140

Fln

Ser

Asn

Tyr

Lrg

Leu

Lya

Val

125

Glu

Pro

Arg

Eln

Eln
30

Arg I

Val

Pro

Aan

Glu

Thr

Leu T

Glu

Aap

A=n

Phe T

Gln

Leu

Arg

Ser

Thr

Fhe

B
B

Gly

Iyr

GEln

Gln
160

Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Glvy Leu Val Pro

1

5

-34 -

10

13



Arg Gly

Glu Asn

Leu

[ |

Gly Arg

Leu Leu

Lys Glu

Ely Lya

Leu Glu
130

Tyr Val
145

Arg Glu

zln Pro

Ser Arg

<210>
<211
<2alax»
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln
a5

Gln

Val

Thr

Fra

115

A=n

Gl

A=n

Glu

Arg

195

14
182
ERT

Hi=

Z0

Thr

Len

Ile

Glu

Glu

o0

Asp

A=n

Fhe

Gln

Len
1B0

Ile

Met

Arg

Tyr

Ser

Thr

Phe

Gly

Tyr

Thr

Gln

185

&1ln

Arg

artificial

Cz2021 -303 A3

kla

Rla

Ser

Ela

Lsp

Tyr

Thr

Thr

Lys

150

Lap

Lys

Ero

3-point mutant

14

Glu

Arg

Arg

55

Arg

Thr

Leu

Ser

Ala

133

Lya

Val

Pro

Thr

Met Ala Glu Glu Asn Vel Asp

1

Arg Ala Arg Asp Asp Vel Ser Arg

20

5

Tyr Ser Arg Thr Ser Gly Lwvs

a5

Glu Asn Val

25

Eap Asp Val

Thr Ser Gly

Gly Glu Asp

Fhe Gly Ser

Cys Met Asn I

105

Lys Glu Cys
120

Leu Met Ser

Ely Arg Pro

His Phe Met
170

Fhe Lys Tyr
185

His Pro Ala

Lep

Ser

Lys

Gly

E1ln

Val

Lla

Arg

155

Lys

Thr

Fhe

Arg

His

al

Aap

Val

Lws

Fhe

Lys

140

Lys

Arg

Thr

FPhe Arg Ile His Val

10

25

Lys Gln Leu Arg

His TIle= Gln Val Leu

40

-35 -

Arg Ile
30

Lys Gln

435

Ile Gln

Lys Tyr

Arg Ile

Gly Lys

110

Ile Glu

125

Tyr Ser

Ely Pro

Tyr Pro

WVal Thr
190

Glu Asn

Leu

Val

&la

Lys

L

Leu

Lys

Lys

Ly=
175

Lys

Gln
15

WVal

Arg

Leu

Gln

Gly

Val

Val

Trp

Thr

160

Gly

Arg

Leu Tyr Gln Leu

30

Gly Arg Arg Ile

43



Ser Ala
50

Thr Asp T

Fhe Tyr

Gly Thr

Tvr Thr

130

Pro RAsp
145

Gln Ly=

Arg Pro

<210
<211
<21d>
<213

<220
<223

<400

Met Ala

Arg Rla

Tyr Ser

Ser RAla
50

Thr Asp T

&5

Phe Tyr

rg

Len

Val

Pro

Thr

13
174
PRT

Gly

Fhe

Cys

Lys

100

Fhe

Gly

His=

Fhe

His
180

Glu

Gly

Met

Glu

Met

Arg

Phe

Lys

las

Pro

artificial

Cz2021 -303 A3

Lzp

Ser
70

Lzn

Cys3

Ser

Pro

Met

150

Tyre

Zle

3—point mutant -

15

Glu

Arg

Arg

a5

Arg

Len

Glu

Azp

Thr

Gly

FPhe

Cys

Azn Val

3

Asp

Ser

Glu

Gly

Met

Val

Gl

Lap

Ser

70

L=n

Gly Asp Lys=
55

Gln Val Arg

Arg Lys Gly

Wal Phe Ile

120

Arg Lys Gly
135

Lys Arg Tyt

Thr Thr Val

shortened

Bap Phe Arg

Lys His Tle
49

Gly Rhap Lys
o5

Gln Val Arg

-36 -

Arg Lys Gly

Ivr

Ile

Ly=

a0

Glu

Pro

Pro

Pro

Thr
170

Ile
10

Gln

Gln

Ile

Lys
a0

Ala

Lys=

75

Len

Lys

Gly

Lys

Lys

155

Ly=

His=

Len

Val

Alm

Lys

75

Len

Eln

al

Gly

Val

Val

Trp

Thr

140

LArg

Val

Arg

zln
al

Gly

Val

Leu

Lysa

Gly

Leu

Tyr

125

Arg

Gln

Elu

Leu

Gly
45

Leu

Lya

e

ul}'

Leu

Glu

Lys

Glu

110

Val

Glu

Pro

arg

Ran

Tyr

30

Arg

Leu

Glu

Lys

Val

Thr

Pro

A=zn

Gly

Azn

Arg
175

Gln
15

Gln

Val

Thr

Pro

Glu

Glu

g0

Azp

Azn

Phe

Gln

Len

la0

Ile

Thr

Leu

Ile

Glu

Glu

g0

A=p



Gly

Tyr

Pro
145

51n

Thr

Thr

Lya

130

Lys

<210>
<211>
<21l2>
<213>

<220%
<223x

<400

Ser

Ala
115

Lys

Val

Pro

16
182
FRT

Ly=s Glu

100

Fhe Met

Gly Arg

His Phe

Phe Lys=
185

artificial

Cz2021 -303 A3

Cys

Ser

Pro

Met

150

Tvr

d-point mMUTant

16

Met Ala Glu

Arg

Tyr

Ser

Thr

65

Gly

Pro
145

Ala

Ser

50

Rap

yr

Thr

Thr

Lys

130

Asp

Arg

Brg

Arg

Thr

Leu

Ser

Ala

113

Lys

WVal

GElu A=zn

Asp Asp

20

Thr Ser

Gly Glu

Phe Gly

Cys Met

B5

Lys Glu

100

Phe Met

Gly Arg

Hi= Phe

Val

Val

Asp

Ser

Ta

Aan

Cva

Pro

Met
130

Val

Ala

Thr

Bap

Ser

Lys

Ely

55

Arg

Val

Rla

Arg

135

Lys

Fhe

Lys

120

Lya

Arg

Thr

Fhe

Arg

s

[

Wal

Lya

Fhe

Lya

120

Arg

I1e
105

1IyT

Val

Arg

Lya
25

Arg

Gly

2
Ile

103

Tyr

Gly

-37-

GElu

Fra

Frao

Prao

Thr
170

Ile
10

Gln

Gln

I1e

Ly=

an

Glu

Prao

Pro

Pro

Ly=

Gly

Lys

Lys

155

Lys=

His=

Len

Val

Alm

Lys

75

Len

Lys

Gly

Lys=

Lys=
155

Val

Irp

Thr

140

Gly

Arg

Val

Arg

Leu

Gln

a0

Gly

Val

Val

Trp

Thr

140

Gly

Leu

Tyr

1

25

Arg

5

=

L

L

L

L

T
1

1n

er

lu

2u

=4F)

Y3

2u

¥E
25

Arg

-
=

1n

Glu

Pro

Arg

Aan

Iyr

30

Leu

Glu

Lya

Glu

110

Val

Glu

Pro

A=n

A=n

Glu

Gln
15

Gln L

Arg

Val

Thr

Pro

&5

Asgn

A=n

A=n

Fhe

Gln

Len
1&60

Ile

Glu

Gly

B0

Asp

Aszn

FPhe

Gln

Len
160



Eln

Arg

Lys

Pro

<210
<211
<dldx
<213

<220
Cdd3F

<400

Cz2021 -303 A3

Pro Phe Lys Iyr Thr Thr Val Thr Lys Lrg Ser Lrg Arg Ile

145

Thr His Pro
180

17

182

PRT
artificiel

Ela

4-point mMUtant

17

Met Ala Glu Glu Asn
1 5

Arg

Ser

Thr

a5

Fhe

Gly

Tyr

Fro
145

Gln

Arg

Rla

a0

Tyx

Thr

Thr

Lysa

130

Lys

Pro

Arg Asp Asp
20

Arg Thr Ser G

Arg Gly Glu

Thr Phe Gly

Leu Cys Met
g5

Ser Lys Glu C

100

Ala Fhe Met
115

Lys Gly Arg

Val His Phe

Pro Phe Lys
1a5

Thr His Pro
180

Val

Val

E3p

Ser

70

Esn

Ser

Pro

150

Iyr

Ela

Lsp

L3

Gly

33

Gln

Arg

Val

Ala

Arg

135

Lys

Fhe

Arg L

His
40

Val

Lys

Fhe I

Arg T

r Thr

Arg

Ile

Lys

Arg

Gly

Gly

Val

-38 -

170

Ile

10

Gln

Gln

Iyr

Ile

Lys

&0

Glu

Pro

Pro

Pro

Thr
170

His=s

Leu

Val

Ala

Lys

75

Leu

Lys

Gly

Lys

Lys

155

Lys

Val

Lrg

Leu

Trp

an

Glv

Val

Val

Irp

Thr

1440

Gly

Arg

Glu

Leu

Leu

Lys

Gly

Leu

Iyr

125

Lrg

Gln

Ser

Z3n

Tyr

30

Arg

Leu

Glu

Lys

Val

Glu

Pro

Arg

175

Gln

15

Arg

Val

Thr

Pro

85

A=n

Gly

Asn

Glu

Arg
175

Thr

Ile

Glu

Glu

BO

Azn

Fhe

Gln

Leu

1ald

Ile



<210
<211
<2lar
213>

<220
<2d3r

<400
Met Ala
1

Arg Ala

Tyr Ser

Ser Ala
50

Thr Asp
&5

Fhe Tyr

Gly Thr

Tyr Thr

Thr Lys
130

Pro Asp
145

Eln Lys

Arg Pro

<210
<211>
<212
<213>

<220
C223r

18
182
FRT

artificial
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S—point mutant

18

Glu

aArg

Thr

Leu

Eer

Ala

115

Lys

Val

Pro

Thr

15
20
DHA

Glu

Lzp

Thr

Gly

Fhe

Cys

Lys

100

Fhe

Gly

His

Fhe

His
180

Asn

Asp

Ser

Elu

GEly

Met

=
B

Glu ¢

Met

Lrg

EFhe

Lys

1a5

Pro

artificial

Vel

Val

Lap

Ser

70

Asn

Ser

Fro

130

Iyr

Rla

Lap

Lys

Gly

55

Eln

Arg

Val

Arg
135

Lys

Fhe

Asp

Val

Lys

Fhe

Lys

Ly=

Arg

Thr

Arg

Lys

25

Ile

Arg

Gly

Ile

105

Ivr

Gly

Ivr

Val

examnple of coding sequence

-39 -

Ile

10

Gln

Gln

Tvr

1le

Lys

a0

Glu

Pro

Pro

Ero

Thr
170

His

Leu

Val

Ala

VE

75

Leu

Lys

Gly

Lys

Lys
155

Val

Arg

Leu

ad

Gly

Val

Val

Trp

Thr

140

Gly

LArg

,-.

Elu

Leu

Ely

Leu

Lya

Ely

Leu

Iyr

125

hrg

Gln

Ser

nan

Tyr

30

Arg

Leu

Glu

Lys

Glu

114

Val

Glu

Fro

Arg

Gln T

15

Arg

Val

Thr

Pro

Aszn

Gly

Aszn

Glu

Arg
175

1 Len

Ile

Glu

Gly

B0

Asp

L=n

Fhe

Gln

Leu

160

Ile



<400> 19
ccatgggoag

atatggocoga
atgatgttag
atattecaggt
agctgotggt
pattctatcct
aagaatgtgt
aatatageogg
cacgogaaaa
tgocagaaaco

atcocggeoata

cagcocatcat
agazaatgtyg
CCgtaaBcag
totgggtogt
tgaaaccgat
gtgcatgaac
gtttattgaa
ttggtatgtt
tcagcaggat
gttcaaatat

atagctcgeg
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catcatcate
gattttogea
ctgogtotgt
cgtattageg
acctttggta
cgcaaaggta
gaagtgctgg
ggctttacea
gttocatttoa

goccaccgtta

acagcagogg
tccatgttga
atcagcotgta
cacgtggtga
gocaggttog
aactggttog
8333CAECTAE
aaasaggtog
tgaagogtta

ccaaacgtag

- 40 -

coctggtgoog
aaatcagaco
tagcogtace
agatggtgat
tattaaaggt
taaaccggat
caccgoactyg
tocogogtaaa
tococgaaaggt

cogtogtatt

cgoggoagoc
cgtgoacgtg
agcggtaaac
433TATOCAC
aaagasacoy
ggcaccagcoa
atgageogcaa
ggtcocgaaaa
cagoocggaac

cgtocgacac

a0

120

240

3040

3ad

420

340

a0a

a20
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