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(54) Nazev vynalezu:
PoufZiti acetyl-L-karnitiny k pFipravé légiva pro
zvySeni exprese transfektovanych genii

(57) Anotace:
PouZiti acetyl-L-karnitiny (ALC} k pFipravs Iétiva uréeného
pro pouZit! v kombinaci s genovou terapii. Soutasné podgvant

acety -L-kamnitinu vede ke zvySenf exprese transfektovanych
gena.
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Pou#iti acetyl-L—Kkarnitinu k piipravé lé¢iva pro zvyseni exprese transfektovanych gend

Oblast techniky

Zde popisovany vynalez se tyka pouziti Cy - Cs alkanoyl-L-karniting, zviastd acetyl-L-karnitinu
k pripravé rekombinantnich proteind.

Dosavadni stav techniky

Vyroba proteint technologii genetického inzenyrstvi, tj. vyuZivanim bun&énych klond, ve kte-
rych jsou vloZeny geny transfekei, je znama. Jeden z problémi, se kterym je nutno pocitat pfi
pouZiti transfektovanych klond tkvi v tom, Ze po urtité dobé se geny uméle do bunék vkladané za
&elem tvorby pozadovaného proteinu utlumi. Problém ttlumu gent si uvédomujeme mnohem
pronikavéji v genove terapii. V tomto piipad¢ geny, které byly pacientovi viozZeny pfestavaji
vytvafet terapeuticky nezbytny protein.

Podstata vynalezu

Nyni bylo zjisténo, ze C,~C; alkanoyl-L~karnitiny a zviasté acetyl-L—karnitin nebo L—karnitin
zvySuje genovou expresi transfektovanych genu.

"Karnitinem” je pro G&el tohoto vynalezu mingn C—Cs alkanoy!-L—kamitin nebo L—karnitin.
V nasledujicim popisu, &isté jako piiklad, se bude odkazovat na upfednostitované feSeni s acetyl-
L—karnitinem.

Piisobeni acetyl-L—karnitinu v bunéénych klonech transfektovanych znamymi technikami, napf.
liposomy, znacné zvy$uje expresi proteind, kodovanych transfektovanymi geny.

Pfedmétem predlozeného vynalezu je zplsob zvyseni genové exprese transfektovanych geni
spolivajici v podavani acetyl-L—karnitinu.

7 hiediska promyslové vyuzitelnosti pfi pouZiti acetyl-L—kamnitinu odkazuje zde popisovany
vynalez na zvySeni exprese rekombinantnich proteinti soucasné se zpsobem vyroby téchto
rekombinantnich proteind spotivajici v pouZziti acetyl-L—karnitinuje zvySeni exprese jmenova-
nych proteind.

V terapeutické oblasti a v oblasti genetického inZenyrstvi obecné, je pfedmétem zda popisované-
ho vynalezu pouZiti acetyl-L-karnitinu k pfipravé produktu vhodného ke genové terapii pro zlep-
Seni exprese proteind, rovnéz tak jako jeho pouZiti (acetyl-L—karnitinu) k ptipravé produktu
vhodného k udrzeni transfektovanych genii v klonech.

Zde popisovany vynalez je dale ilustrovan dale uvadénou pokusnou Casti.

Materialy a metody

Pokusy in vitro

Buné&&né kultury.

Byly pouzity bunéné linie HeLa ATCC rakoviny délozniho hrdla. Buiiky byly kultivovany
v mediu RPMI 1640 (eurobio) obsahujicim antibiotika a 10% fetalni teleci sérum.
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Pokusy s acety!-L—karnitinem (ALC)

4.10° 2 5.10° bunek kultivovanych v mediu obsahujicim ALC o vysledné koncentraci 5mM a
10mM bylo naoékovino po dvou 125mi lahvi, pfi¢emz 2.10° bun&k, na které se nepisobilo ALC
bylo nao&kovano do 75mi lahve. Pokus byl opakovan po 48 hodinach (shodujici se s naokovs-

nim bun&k pro transfekci} a po 72 hodinach (na konci transfekce) a opakoval se také po 120
hodinach, a to pouze u vzorkd transfektovanych na lysi ve 72 hoding,

Ptechodna transfekce plasmidu pRL-CMV
Buriky pro transfekci byly naogkovény 24 hodin pfedem na 12 jamkové plotny (Corning) v poétu

odpovidajicim 10° bungk na Jamku. Transfekce byla provedena trojnasobné pro kazdy vzorek
5 pouZitim liposomu DOTAP (Boehringer—-Mannheim, Indianapolis, IN) a plasmidu pRL-CMV

Pokusy in vivo

Pisobeni acetyl-L~kamitinem (ALC)

Utraceni zviFat
Zvitata byla utracena 24, 48 a 72 hodin po transfekei.

Z kazdého zvifete byly odebriny plice, promyty fyziologickym roztokem, zvaZeny, zmraZeny
kapalnym dusikem a skladovény pfi —80 °C a3 do doby extrakce proteinu.

Transfekce plasmidu pRL-CMV
injekce 25 ug pRL-CMV plasmidu na jednu mys pouzitim liposomu o koncentraci 12 um.pg’!

injikované DNK, Liposomy a DNK byly smiseny v roztoku PBS a uchovévany na ledu po dobuy 1
hodiny pred injikovanim. Dalsi tfi skupiny zkoumanych zvirat obdrzely injekce 25 pg pRL-CMV
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plasmidu na jednu mys v roztoku samotného PBS. Vysledny objem injikovaného roztoku kazde-
mu zvifeti byl 208 pl.

Extrakce proteinii z plic a Juciferazova zkouska
Vysledky
Exprese luciferazy pfi transfekci in vitro

Lyzaty ve 24 hodin&. Exprese luciferdzy ziskana ze vzorki zkousenych s ALC byla vy3si nez u
vzorki kontrolnich bun&k. Stiedni hodnota RLU na mg celkovych proteini poéitana na zdklade
trojnasobné provedenych vzorki vykazovala v porovnani s kontrolnimi vzorky pfiblizné 1.6
nésobné zvydeni u vzorkd na které se pisobilo 5SmM ALC. Navic bylo pozorovano, Ze ve vzor-
cich zkougenych s 10mM ALC nebylo zadné dalii zvySeni. Ziskané vysledky ukazuji, ze neexis-
tuje vztah dalkove zavislosti mezi ALC a expresi luciferazy, a to alespoit u koncentraci pouzitych
v nadich pokusech, zatimco na expresi transfektované luciferazy kladny a¢inek vykazuji. U
vzorkil transfektovanych samotnou DNK, ktera tvoii nasi kontrolni skupinu, nebyla pozorovana
74dna aktivita luciferazy.

Lyzaty ve 48. hoding. Pozorovany uginek na vzorcich vystavenych lyzi ve 24. hodiné se neudrZel
48 hodin po transfekci, kde se exprese luciferazy v absolutnich hodnotach snizovala u viech
transfektovanych vzorka. Ziskané hodnoty RLU na mg proteinu nevykazuji zadné vyznamné
rozdily mezi pokusnymi a kontrolnimi vzorky.

Lyzaty ve 72. hoding. Vzorky nevykazovaly zadnou expresi luciferazy, takze hodnoty RLU.mg"
nemohly byt stancveny.

Exprese luciferazy in vitro

Pokus 1. HeLa 100 000/12 jamkove plotny 1,5 pg na jamku

RLU.mg stfedni hodnota a std. odch.

Dotap. + LUC 491,090

142,451

Dotap + ETC ‘ 20,802
2,283

smM ALC + LUC 18,060
3,241

smM ALC + ETS 17,025
3,481

5mM ALC + dotap + LUC 779,340

159,453

5mM ALC + dotap + ETS 22,411
2,447

10mM ALC + LUC 20,481
7,044

10mM ALC + ETS 17,724
1,020

10mM ALC + dotap + LUC 750,034
94,431

10mM ALC + dotap + ETS 20,520
2,180

_3- -
—— S —
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Usoudili jsme, ze k ovefeni, zda kladny {dinek ALC na aktivitu luciferdzy ma vztah k aktivaci
transkriptniho mechanismu nebo zvySeni propustnosti bunék, vyhodnotime celkové mnoZstyi
transtektované nitrobunégné plasmidové DNK analyzou "slot blot",

"Slot blot"

Bun&éna kultura. Bunééné linie HeLa (ATCC) rakoviny délozniho hrdla byla uchovavéna v
médiu RPM! (Europio) dopinéného 10% fetdlnim telecim sérem, 1% P/S ve zvlhéené atmosfére
obsahujici 5% CO,.

Pfisobeni s ALC.

zim postupu a obsahujiciho ALC ve dvoy koncentracich (5SmM a 10mM) 4 dny pied transfekei.
Pisobeni bylo opakovano na konci transfekee. Buriky, na které nebylo pisobeno ALC byly kulti-
vovany za stejnych podminek a pouZity jako kontrolni,

Prechodna exprese pPRL-CMV.

Na 12jamkové plotng {Comning) bylo 1 den pied transfekci nao&kovano 10° bunék na jamku. Pro
transtekci byl pouzit liposom DOTAP (Boehringer—Mannheim, Indianapolis, IN) a plasmid pRL—-
CMV (Promega, &. kat. E2261) v 6 jamkach na vzorek. Struéng: 1,5 Hg DNK a vodny roztok
liposomu o koncentraci 9.2uM na jamku byly za laboratorni teploty smiseny (25 ul na vzorek)
k vytvoreni komplexu DNK-liposom. Po inkubaci po dobu 30 minut byl pfidan stejny objem

Extrakce DNK.

Celkové bunééni DNK byla od transfektovanych bungk extrahovana alkalickou lyzi metodou
uvadénou maniatisem. Po promyti PBS byly buriky odebrany s PBS (1 molii na Jamku) a centri-
fugovany pti 15 000 & po dobu 10 minut za laboratornj teploty.

Podle postupu byla kazda peleta umisténa na led lyzovana za pouziti: 100 ul roztoku I (50mM
glukéza, 25mM Tris—HC] (pPH = 8), 10mM EDTA (pH = 8)), 200 pl roztoku i] (0,2N NaOH, 1%
SDS), 150 pl roztoku 1] (5M octan draselny, ledova kyselina octova). Po odstiedéni pti 12 000 g
po dobu 5 minut pfi 4 °C byl supernatant oddélen a DNK vysriZena EtOH. Pelety byly resuspen-
dovény v Te 1x (50 pl na vzorek).

Znadeni vzorki

potom za stejnych podminek BamH]. Po Stépeni byla smés podrobena elektroforéze na 0.8 %
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"Slot blot"

vzorky DNK byly absorbovany na kladné nabitou nylonovou membranu (Boehringer, ¢. kat.
1209299) za pouZiti pristroje Biorad Slot Blot. DNK byla navdzana na filtr UV Stratalinkerem—
2400 (Stratagene). Po piedbéZné inkubaci na filtru s hybridizaénim roztokem QuikHyb (Stra-
tagene, ¢. kat. 201220) po dobu 20 minut Pfi 68 °C bylo po povafeni s DNK lososiho spermatu
po dobu 2 minut pfidano 2.5.10° cpm.ml” znaceného vzorku. Hybridizace byla provadena pii
68 °C po dobu 1 hodiny a potom byl filtr dvakrat promyvan astojnym roztokem 1 (SSC 2x SDS
0.1 %) po dobu 15 minut za laboratorni teploty a potom (stojnym roztokem 11 (SSC 0,1x, SDS,
0,1% po dobu 30 minut pfi 60 °C. Filtr byl k zobrazeni vystaven v Juminiscen&nim piistroji

(""Phosphor Imager") zafeni a potom denzitometricky analyzovan s pouZitim softwaru IPlab Gel.

Denzitometrie "slot blot" (viz tabulka) prozrazuje, Ze neexistuje Zadny rozdil mezi hodnotami
ziskanymi u transfektovanych bunék v piitomnosti a nepfitomnosti ALC. Maly pokles byl pozo-
rovan u 10mM ALC. Tyto vysledky ukazuji, Ze pritomnost ALC neméni bunéénou absorpci
komplexu DNK-liposom bufikou, coZ ukazuje, Zze by ALC mohla ovlivivovat expresi luciferazy
v oblasti transkripce.

Denzitometrické hodnoty (v relativnich jednotkach)

slot objem stiedni hodnota
tista DNK 1 81620
2 93505
3 853058 72618.2
4 54280
5 56680
[} 54119
xomplex Dotap/ONK 7 239350
8 250530
] 251720 252088.5
10 258812
11 258100
12 253970
Tsta DNK+ 5SmM ALC 13 59846
14 58324
15 51431 51441,5
16 70373
17 53045
18 55630
komplex Dotap/DNK + s5mM ALC 19 222013
20 255756
21 253422 240634.,5
22 234854
23 239053
24 238909
Gista DNK +_10mM ALC 25 26328 )
28 71831
27 54172 525085.2
28 70498
29 48707
30 44037
kompiex Dotap / DNK + 10mM ALC i 173870
32 225644
33 116848 165345
M4 114911
35 157762
36 203035
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Tabulka: na obrazku jsou znazornény jednotlivé hodnoty (v relativnich Jednotkéch) navzokova-
nych filtrd ziskané denzitometrickou analyzou za pouziti softwaru IPlab Gel. Jak Jje vy3e uve-
deno, pRL-CMV DNK byla transfektovina Dotap (komplex Dotap/DNK) a transfekce byla pro-
vedena jak s butikami, na které nebylo piisobeno (slot 7 a3 12), tak s buttkami s SmM (slot 19 az
24) a 10mM (slot 31 a2 36) ALC. Jako kontrolni byla za stejnych pokusnych podminek pouizita -
PRL-CMYV bez liposomu (&ista DNK): buiiky, na které nebylo pisobeno (siot 1 a2 6), buriky s

SmM (slot 13 a2 18) a 10mM (slot 25 az 30) ALC.
Shmuti,
Porovnani mezi denzitometrickymi hodnotami ziskanymi transfekci provedenou v piitomnosti

nebo nepFitomnosti ALC ukazuje, Ze mezi permeabilitou bunék pro komplex DNK/Dotap a klad-
nym ucinkem ALC na aktivitu luciferazy neni zidny vztah,

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti acetyl-L-kamitinu k pripravé Iétiva pro pouziti v kombinaci s genovou terapii ke
zvySeni exprese proteinii kodovanych transferovanymi geny.

Konec dokumentu




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

