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bunécnym cyklem, butiky obsahujici tyto kohétrukty a jejich

pouziti k vyrob& 1lé&&iv

Oblast techniky

Vyndlez se tykd pF¥ipravy konstruktd nukleovych kyselin (NK)
pro expresi genu regulovanou buné&&nym cyklem, buné&k
obsahujicich takové konstrukty 3jakoZz i jejich wvyuZiti pro

vyrobu lékud.

Dosavadni stav techniky

Byly popsdny konstrukty NK, které mohou byt vyuZiviany v genové
technologii a predevSimv genové terapii onemocnéni. P¥i genové
terapii se zavedou geny do organizmu, ve kterém se maji
exprimovat. Regulace exprese takovych gend je duleZitd pro

terapeuticky efekt genové terapie.

Podstata vyndlezu

Predmétem vyndlezu jsou konstrukty nukleovych kyselin, které
mohou byt vyuZity v genové terapii. Konstrukty nukleovych
kyselin podle vyndlezu pro buné&né& nebo virové specifickou,
jakoZ 1 pro bun&fnym cyklem regulovanou expresi nejméné

jednoho z gend, obsahuji ndsledujici komponenty:

a) aktivdtorovou sekvenci, kterd miZe aktivovat bunddné

nebo virové specifickou bazdlni transkripci.

b) promotorovy modul obsahujici nukleotidovou sekvenci,
kterd vaZe alesporl jeden protein rodiny E2F a jinou
nukleotidovou sekvenci, kterd viZe nejméné jeden protein

rodiny CHF, a kterd miZe ddle obsahovat sekvenci

iniciujici transkripci.
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c) strukturni gen kédujici G&innou  latku, kterd Jje
exprimovdna jednak bun&Zné nebo virové speciﬁicky, jakoZ
i v zavislosti na buné&ném cyklu. {
Promotorovy modul konstruktu nukleovych kyselin (b)
podle vyndlezu je nukleotidova sekvence, kterd vaZe alespoil
jeden protein rodiny E2F. Tato sekvence ve vyhodném provedeni
vyndlezu obsahuje nukleotidovou sekvenci CTTGGCGGG nebo
funk&n& podobnou (analogickou) sekvenci, jako nap¥iklad
TTTCGCGCC (E2F-vazebné misto pro DHFR gen) nebo TTTCGCGGC

(E2F-1 vazebné misto).

Promotorovy modul (b) podle vyndlezu obsahuje také
nukleotidovou sekvenci, kterd vaZe alespoil Jjeden protein
rodiny CHF. Tato sekvence obsahuje ve vyhodném provedeni
vyndlezu nukleotidovou sekvenci TAGGAAA nebo funkdné podcbnou

(analogickou) sekvenci.

Promotorovy modul (b) konstruktd nukleovych kyselin
podle vyndlezu miZe brzdit i&%inek aktivdtorové sekvence
lokalizované proti sm&ru transkripce (upstream sequence) v GO
a Gl-fizi bun&ného cyklu, a tak inhibdvat expresi po sméru

transkripce lokalizovanych genl (c) (downstream sequence) .

Ve vyhodném provedeni vynédlezu jsou konstrukty
nukleovych kyselin aktivatorovych sekvenci (a) buné&lné nebo

virové specifické.

Konstrukty nukleovych kyselin se vyhodné& skladaji z DNA.
Pod pojmem "konstrukty nukleovych kyselin (NK)" se rozumi
um&lé vytvory z nukleovych  kyselin, které se mohou
transkribovat v cilovych buiikdch. Ve vyhodném provedeni
vyndlezu jsou vloZeny do vektoru, p¥idemZ jsou obzvlasté

vyhodné plazmidové a virové vektory.

Podle vynidlezu miZe byt prost¥ednictvim konstruktl
nukleovych kyselin néjaky gen (c) exprimovan jednak bun&éné,

nebo virové specificky, jakoZz i v zavislosti na bunélném




cyklu, pficemZ se vyhodn€ jednd o gen, ktery kéduje
farmakologicky aktivni latku nebo enzym, ktery Stdpi inaktivni

pfedstuperi 1é&iva v jeho aktivni formu.

Konstrukty nukleovych kyselin podle vyndlezu obsahuji
aktivacéni sekvenci (a), kterd je vyhodn& vybrdna ze skupiny
promotoru nebo enhancert (zesilovada), které aktivuji
transkripci v endothelidlnich butikdch, v butikdch hladkych
svalli, v krvetvornych burikdch, lymfocytech, makrofdzich, v
tumorovych burikach nebo gliovych burikdch, nebo z
promotorovych, eventudlné 2z enhancerovych sekvenci vird HBV
(virus hepatitidy B), HCV (virus hepatitidy C), HSV (herpes
simplex wvirus), HPV (lidsky papilomavirus), EBV (virus
Epsteina-Barrové), HTLV (lidsky T-leukemicky wvirus), HIV

(virus lidské imunodeficiencie).

P¥edmétem p¥edloZeného vyndlezu Jjsou také izolované
buriky, které obsahuji konstrukt nukleovych kyselin podle

vynalezu.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu se konstrukty nukleovych
kyselin podle vyndlezu, nebo buiiky, kteréd je obsahuji,
vyuZivaji k vyrob& 1éka pro léZbu nemoci, kterd se objevuje s
nadmérnym mnoZenim bunék, p¥idemZ p¥iprava 1ékd zahrnuje
zavedeni konstruktu nukleovych kyselin do cilové buiiky a jeho

expresi ve stadiu bun&cné proliferace (d&leni).

Konstrukty nukleovych kyselin podle vynidlezu se v této
form& nevyskytuji v p¥irod&, to znamend, Ze gen (c) konstruktu
NK neni p¥irozené kombinovany s aktivitorovou sekvenci (a) a

promotorovym modulem (b).

Pod pojmem aktivalni sekvence (a) se rozumi J&astedny
Usek genu, na ktery se mohou vazat regula&ni proteiny,
takzvané transkripéni faktory, které jako celek aktivuji geny

lokalizované po sméru transkripce.




Jako sekvence po sm&ru transkripce (down stream
sequence) se oznaluji ty oblasti DNA, které le%i ve sméru
transkripce, naproti tomu sekvence, které jsou QSpofédané v
opadném sméru, se oznaduji Jjako sekvence proti sméru

transkripce (up stream sequence) .

Na promotorovy modul podle vyndlezu, ktery Jje od
aktivadni sekvence lokalizovany po sm&ru transkripce, se vazou
transkripdni faktory rodiny E2F, jakoZ i transkrip&ni faktory

rodiny CHF.

K rodind E2F-molekul pat¥i nap¥iklad molekuly E2F1,
E2F2, E2F3, E2F4 a E2F5, které mohou byt eventudlné v komplexu
s DPl, DP2 nebo DP3. K E2F-molekuldm pat¥i aktivujici dimerni
komplexy, jako nap¥iklad E2F1-DP1 a trimerni komplexy jako
nap¥iklad E2F1-DP1-pRb (viz Bandara a dalgi, Nature, 252,
strana 249 (1991); Chellappan a dal&i, Cell 65, strana 1053
(1991); Chittenden a dal&i, Cell 65, strana 1073 (1991); Helin
a dalZi, Cell 70, strana 337 (1992); Kaelin a dal3i, Cell 70,
strana 351 (1992)). Komplexy E2F4-DPLl a E2F4-DP1-pl107 byly
popsédny napfiklad v publikaci Beijersbergen a dalsi, Genes
Dev. 8, strana 2680 (1994) a Ginsberg a dal$i, Genes Dev. 8,
2665 (1994). Dale by byly popsany odpovidajici komplexy
obsahujici E2F2, E2F3, DP2 a DP3.

Transkripéni faktory, ke kterym pat¥i E2F-molekuly, maji
spolednou vlastnost, Ze obstarivaji vztah mezi expresi geni a
stavem, ve kterém se buflka nachdzi. V klidovych buiikdch je
transkripce gend velmi mald, naproti tomu v d&licich se
butikdch je transkripce zvySend. V experimentu s kultivovanymi
buiikami miZe byt stimulace exprese dosdhnuta p¥iddnim séra,

vyhodn& fetdlniho teleciho séra, ke klidovym buiikam.

Butiky se mno%i bun&fnym d&lenim, p¥idemZ se genom builiky
p¥ed mitézou zreplikuje. Ned&lici se, klidové buiiky se
nachizeji ve fazi oznalené jako GO nebo jsou v buné&lné

progresi inhibované Gl f4zi. Kdy? zalne bun&fné de&leni,




opousté&ji butikky GO fdzi eventudln& Gl blok. Gl faze je obvykle
pomérné dlouhotrvajici fdze. V GO a Gl fizi se obsah DNA buriky
nachdzi v diploidnim stavu. Na Gl f&zi navazuje S-fdze, ve
které probihd syntéza DNA a ve které je genom duplikovan. Na
ni navazuje druhd G-fdze (G2-féze), ve které je budka v
tetraploidnim stavu. Poté probihd mitdéza a butika se dostane

opét do Gl- nebo GO faze.

Gen B-myb participuje na buné&lném dé&leni. Transkripce
gend B-myb vzrlistd (nap¥iklad u myZich fibroblastd) v pozdni
Gl-fazi buné&lfného cyklu a je nejvyrazn&jsi v S-fazi, viz Lam a
dals$i, EMBO J. 12, strana 2705 (1993). Nukleotidovd sekvence
CTTGGCGGGAG je souldsti promotorové sekvence genu B-myb a
zGlastfluje se represe gend v GO a Gl fazi (Lam a dalZ%i, EMBO
J. 12, strana 2705 (1993)). Sekvence TTTCGCGC ije soulasti
promotoru E2a adenoviru a reprezentuje zdénu aktivujicich
E2F-vazebnych mist, viz Mudryj a dal3i, EMBO J. 9, strana 2179
(1990) .

Urcitd oblast promotorové sekvence genu B-myb miZe ¥idit
expresi jiného genu, ktery je souddsti konstruktd nukleovych
kyselin podle vyndlezu. Tato sekvence, podle vyndlezu oznadeni
jako promotorovy modul (b), se podstatnd& G&astni na regulaci

pfedeviim represe po sm&ru transkripce lokalizované v genu v

GO a v rané Gl fazi.

Podle vyndlezu md& pouZivany promotorovy modul (b)
nukleotidovou sekvenci, na kterou se mohou vizat transkrip&ni

faktory E2F rodiny. Jednd se o ndsledujici sekvence:
CTTGGCGGG Sekvence Id. &. 1

nebo analogické varianty této sekvence jako nap¥iklad
TTTCGCGCC Sekvence Id. &. 2

TTTCGCGGC Sekvence Id. &. 3




Ddle md& podle vyndlezu promototovy modul (b) sekvenci
lokalizovanou od E2F mista na 3°-konci po sméru ranskripce,
na kterou se mi¥e vézat molekula rodiny CHF. Tato gukleotidové
sekvence je nutnad pro represi a navic kooperuje pfi represi s
vazebnym mistem pro E2F. Tato sekvence obsahuje obsahuje

sekvenci
TAGGAAA Sekvence Id. &. 4
nebo funk&n& analogickou variantu této sekvence.

V genu B-myb leZi sekvence 1 a sekvence 4 promotorového modulu

podle vyndlezu v nasledujicim uspofddani:
CTTGGCGGGAGATAGGAAAGT Sekvence Id. &. 5

Promotorovy modul obsahuje tuto sekvenci ve zvlist& vyhodném

provedeni vynédlezu.

Tento promotorovy modul podle vyndlezu ma vysokoafinitni
vazebné misto pro E2F. Dochdzi k p¥ekvapujici vazbé molekul
E2F na tuto sekvenci (predevZim CTTGGCGGG) in vivo, tedy v
¥ivych Dbuiikdch (v protikladu k biochemickym (in vitro)
vazebnym dattm, viz Lam a daldi, EMBO J. 12, strana 2705
(1993) . Tato vazba je Casové omezend na GO- a rannou Gl-fazi,
zatimco v S, G2 a M fazi (to znamend pti intenzivné&jsi

transkripci genu B-myb) neni prokazatelnd.

Dile nebylo zndmo, Ze pro u&innou represi je potfebny
daldi vazebny region pro proteiny, lokalizovany po sméru
transkripce od vazebného mista E2F 2z rodiny CHF (vyhodné&
TAGGAAA) .

Proto¥e v okamfiku transkripce genu B-myb nebyla
zjist&na Z4adnd vazba proteinu E2F na nukleotidovou sekvenci
CTTGGCGGGAG, nehraji aktivované E2F-dimery, které jsou v
pufikdch k dispozici, 2Z&dnou znatelnou roli. Tim Jereprese
zprost¥edkovand molekulou E2F rozhodujicim mechanizmem Vv

regulaci B-myb.




Uspofaddni konstruktd nukleovych kyselin podle vyndlezu

miZe byt schématicky znédzorn&no nasledovnéd:

Aktivdtorovd Promotorovy modul Stukturni gen pro
sekvence (vyhcdné regulovany bun&dnym Géinnou latku
bun&&né neko virové cyklem a obsahujici
5 "konec specificka vazebné sekvence pro 3 konec

transkripéni faktory
rodin E2F a CHF

Aktivdtorovd sekvence a strukturni gen pro G&innou latku
konstruktd nukleovych kyselin se podle vyndlezu voli dle G&elu

pouziti. Pfedeviim jsou to ndsledujici moZnosti pouZiti:

inhibici

Co

t

i
ja
(D¢

1. Terapie tumoru a chronickych z
proliferujicich endothelidlnich bun&k

l.1.a. Aktivatorovad sekvence aktivovand v endotheliilnich
burikadch

Vyhodné aktivdtorové sekvence podle vyndlezu jsou takové

sekvence, které reguluji gen, pop¥ipad& elementy promotord pro

geny, které kéduji proteiny vyskytujici se p¥edev8im v buiikidch

endotélii, nebo v Dbuilkdch v bezprost¥ednim sousedstvi s

proliferujicimi endothelidlnimi buiikami.

Né&které z té&chto proteind byly popsdny, viz Burrows a
dalsi, Pharmac. Therp. 64, strana 155, (1994) a Plate a dalsi,
Brain Pathol. 4, strana 207 (1994). Predev3im se k t&mto

endothelidlné-specifickym proteindm nap¥iklad poditaji:

- mozkové-specificky, endothelidlni glukéza-1 p¥endsed, jeho
promotorova sekvence byla popsdna, viz Murakami a dals{i
(J. Biol. Chem. 267, strana 9300, (1992)).

- endoglin, jeho promotorovd sekvence byla popsdna, viz
Bellon a dalS$i (Eur. J. Immunol. 23, strana 2340 (1993))
a Ge a dals$i (Gene 138, strana 201 (1994)).




- receptory VEGF. Byly rozliSeny dva receptory, viz Plate a
dalsi, Int. J . Cancer 59, strana 520 (1994))’

VEGF-receptor-1 (ftl-1), viz de Vries a daﬁéi, Science
255, strana 989 (1992)) a

VEGF-receptor-2 (flk-1, KDR), viz Terman a dalsi, BBRC
187, strana 1579 (1992)

Oba receptory jsou téméyt vylu&né exprimované na
endothelidlnich buiikdch, viz Senger a dalsi, Cancer Metast.

Rev. 12, strana 303 (1993).

- ostatni endothelidln& specifické receptor-tyrozinkinazy

£i1-1 nebo til-2, viz Partanen a dal3i, Mol. Cell. Biol.
12, strana 1698 (1992), Schniirch a Risau, Development
119, strana 957 (1993), Dumont a daléi,. Oncogene 7,
strana 1471 (1992)).

receptor pro Bé6l (Eck-receptor), viz Bartley a dalsi,
Nature 368, strana 558 (1994), Pandey a dals$i, Science
268, strana 567 (1995), van der Geer a dalsi, Ann. Rev.
Cell. Biol. 10, strana 251 (1994)).

- B61, molekula B61 je ligandem pro B6l-receptor, viz Holzman
a dal%i, J. Am. Soc. Nephrol. 4, strana 466 (1993),
Bartley a dal®i, Nature 368, strana 558 (1994)

- Endothelin, a to p¥edeviim

Endothelin B, jeho promotorovd sekvence byla popséna,
viz Benatti a dalsi, J. Clin. Invest. 91, strana 1149
(1993) .

Endothelin-1, 3jeho promotorovd sekvence byla popséana
Wilsonem a dalimi, Mol. Cell. Biol. 10, strana 4654
(1990) .

- Receptory pro endothelin, predevSim receptor = pro
endothelin-B, viz Webb a dalsi, Mol. Pharmacol. 47,




strana 730 (1995); Haendler a dalsi, J. Cardiovasc.
Pharm. 20, strana 1(1992).

- Receptor pro mandza-6-fosfdt, Jjeho promotorovd sekvence
byla popsédna, viz Ludwig a dal¥%i (Gene, 142, strana 311
(1994)), Oshima a dalsi ( J. Biol. Chem. 263, strana
2553 (1988)) a Pohlmann a dal3i (PNAS USA 84, strana
5575, (1987)).

- von Willebrandiv faktor, jeho promotorovd sekvence byla
popsédna v publikaci Jahroudi a Lynch, Mol. Cell. Biol.
14, strana 999 (1994); Ferreira a dal3i, Biochem. J.
293, strana 641 (1993) a Aird a dal$i, PNAS USA 92,
strana 4567 (1995)).

- IL-la, IL-1B (interleukin 1a a 1B), jejich promotorové
sekvence byly popsdny v publikacich Hangen a dal$i, Mol.
Carcinog. 2, strana 68, (1986); Turner a daldi, J.
Immunol. 143, strana 3556 (1989); Fenton a dalSi, J.

Immunol. 138, strana 3972 (1987); Bensi a dalsi, cCell
Growth Diff. 1, strana 491 (1990); Hiscott a dal$i, Mol.
Cell. Biol. 13, strana 6231 (1993) a Mori a dal$i, Blood
84, strana 1688 (1994).

- IL-1-receptor, promotorovd sekvence byla popsdna, viz Ye a

dalsi, PNAS USA 90, strana 2295 (1993).

VCAM-1 (adhezivni molekula vaskuldrnich buné&k), promotorova
sekvence byla popsdna, viz Neish a dal3i, Mol. Cell.
Biol. 15, strana 2558 (1995); Ahmad a dal$i, J. Biol.
Chem. 270, strana 8976 (1995); Neish a dal3i, J. Exp.
Med. 176, strana 1583 (1992), Iademarco a dalsi, J.
Biol. Chem. 267, strana 16323 (1992) a Cybulsky a dal3i,
PNAS USA 88, strana 7859 (1991).

- syntetické aktivatorové sekvence, jako alternativa k
pfirczenym endothelidlné& specifickym promotorim se daji
pouzit také syntetické aktivdtorové sekvence, které se

skladaji z oligomérnich vazebnych mist pro transkripé&ni
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faktory, které jsou preferenné& nebo selektivné& aktivni
v endothelidlnich bufikdch. P¥ikladem Je ranskripéni
faktor GATA-2, jeho? vazebné misto v,/ genu pro
endothelin-1 je 5°-TTATCT-3" , viz Lee a da;éi, J. Biol.
Chem. 266, strana 16188 (1991); Dorfmann a dalsi, J.
Biol. Chem. 267, strana 1279 (1992) a Wilson a dalsi,
Mol. Cell. Biol. 10, strana 4854 (1990).

1.1b Aktivdtorové sekvence aktivovanéd v buflkdch v sousedstvi

aktivovanych endothelidlnich bunék

U proliferujicich endothelidlnich bund&k se stévajil sousedni
pbutiky p¥istupné pro makromolekuly z  krevniho Yedisté
prost¥ednictvim otev¥enych "t&snych spojeni™ (tight
junctions). Pro vzdjemné funk&ni a anatomické vztahy Jjsou
butiky v sousedstvi aktivovanych endothelidlnich bunék cilovymi

builkami v smyslu tohto vyndlezu.

- VEGF, regula&ni sekvence genu VEGF jsou:

promotorovd sekvence genu VEGF (5° hraniéni oblast),
viz Michenko a dal3i, Cell. Mol. Biol. Res. 40, strana
35 (1994); Tischer a dalsi, J. Biol. Chem. 266, strana
11947 (1991) nebo

enhancerové sekvence genu VEGF (3~ bo&ni oblast), viz
Michenko a dal3i, Cell. Mol. Biol. Res. 40, strana 35
(1994) nebo

gen c-Src, viz Mukhopadhyay a dalgi, Nature 375, strana

557

(1995); Bonham a dal3i, Oncogene 8, strana 1973
(1993) ; Parker a dalsi, Mol. Cell. Biol. 5, strana 831
)
)

4
(1985) ; Anderson a dalSi, Mol. Cell. Biol. 5, 1122
(1985

?

nebo

gen V-Src, viz Mukhopadhyay a dalsi, Nature 375, strana
557 (1995); Anderson a dal3$i, Mol. Cell. Biol. 5, 1122
(1985) ; Gibbs a dalsi, J. Virol. 53, strana 19 (1985)




-11-

- receptory pro steroidni hormony a jejich promotorové
elementy (Truss a Beato, Endocr. Rev. 14, strana 459

(1993)), p¥edevSim

- virovy promotor tumoru myS8i prsni Zlazy (mouse mammary
tumor virus, MMTV), cDNA sekvence promotorové oblasti
LTR (long terminal repeat, dlouhd koncovi repetice) viru
MMTV byla popsédna, viz Chalepakis a dal8i, Cell 53,
strana 371 (1988) a Truss a Beato (Endocr. Rev. 14,
strana 459 (1993).

1.2 Strukturni geny pro protinddorové (nebo protizidn&tlivé)
latky.

1.2.a Inhibitory proliferace.

Za protinddorové a protizdnétlivé 1latky podle vyndlezu jsou

povazZované DNA sekvence kédujici proteiny, které inhibuji

proliferaci  endothelidlnich  buné&k. Pat¥i sem naptiklad

sekvence DNA pro:

retinoblastomovy protein (pRb/pl10) a jeho analoga pl07 a
p120

1

- protein p53

- protein p21 (WAF-1)
- protein plé

- CdK-inhibitory

- protein GADD45

- protein bak

Aby se zabranilo rychlé intraceluldrni inaktivaci t&chto
inhibitord buné&&ného cyklu, 3jsou vyuZivdny vyhodn& takové
geny, které vykazuji mutace v inaktivadnich mistech
exprimovanych proteinl, p¥icdemZ neni nijak omezena jejich

funkce.
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Retinoblastomovy protein (pRb) a jeho p¥ribuzni plo7 a
pl30 Jjsou inaktivovdny prost¥ednictvim fosforylaFe. Vyhodné
jsou tudiZ vyuZivany sekvence cDNApro pRb/pllO-,4 pl07- nebo
pl30-protein, které maji takové bodové mutace, %e mista, kde
je pﬁVodné kédovany protein fosforylovan, Jsou zaménéna za

nefosforylovatelné aminokyseliny.

1.2b) Inhibitory angiogeneze

Za protinddorové eventudlné protizdnétlivé lacky jsou
povaZovany sekvence DNA kédujici proteiny, které inhibuji

angiogenezi. K témto proteinlim se poditaji napriklad:

tkafiovy faktor (tissuefactor, TF) a jeho fragmenty schopné

koagulace
- inhibitor-1 plasminogenového aktivatoru (PAI-1)
- PAI-2
- PAI-3
- angiostatin
- interferony
IFN-a
IFN-B
IFN-y
- faktor krevnich destidek 4 (platelet factor)
- IL-12 (interleukin-12)
- TIMP-1
- TIMP-2
- TIMP-3

- leukémii inhibujici faktor (Leukemia Inhibitor Factor LIF)
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1.2c) cytostatické a cytotoxické proteiny
Za protinadorové eventudlné protizan&tlivé 1latky se také
povazuji sekvence DNA pro proteiny, které p¥imo nebo nep¥imo
vykazuji cytostatické dUlinky na tumory. K nim po&itame
predevgim:
- protilatky a stépné produkty protildtek
- perforin
- granzym
- IL-2
- IL-4
- IL-12
- interferony, jako nap¥iklad
IFN-«
IFN-B
IFN-vy
- TNF (faktor nekrotizujici tumory)
- TNF-«a
- TNF-B
- onkostatin M

- magainin a jeho derividty, viz Cruciani a dal&i, PNAS USA
88, strana 3792 (1991); Peck-Miller a dal3i, Cancer
Chemoth. Pharmac. 32, strana 109 (1993)

- - sfingomyelindza (Jarvis a dal8i, PNAS USA 91, strana 73

(1994) .

1.2d) Induktory zédnétu

Za protinddorovou latku je ddle povaZovadna sekvence DNA

proteinu, ktery p¥fimo eventuidlnd dodaten& stimuluje k
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protinddorovému G&inku z&dndty a tim p¥ispiva k eliminaci
rumorovych bun&k. K nim jsou p¥edeviimpoditany: |

;
- RANTES (MCP-2) :
- chemotakticky a aktivaldni faktor monocytl (monocyte

chemotactic and activating factor MCAF)

- IL-8
- makrofdgovy protein-1 zanétu (macrophage inflammatory
protein-1, MIP-la, - B)

- neutrofily aktivujici protein-2 (neutrophile activating

protein-2, NAP-2)
- IL-3
- IL-5

- inhibi¥ni faktor lidské leukémie (human leukemia inhibitory

factor, LIF)

- IL-7

- IL-11

- IL-13

- GM-CSF

- G-CSF

- M-CSF

- bakteridlni proteiny aktivujici komplement

- faktor kob¥iho jedu (Cobra Venom Factor, CVF) a jeho
Zistedné sekvence.

Jako G&inné latky vyndlezu podle vynédlezu mohou byt k pouzity

raké DNA sekvence kédujici fdzni proteiny sloZené z vybraného

cytokinu a Fc-&asti lidského imunoglobulinu. Takové sekvence

DNA a jejich ptiprava byly popsdny v EP 0464 633 Al.

1.2e) Enzymy aktivujici prekurzory cytostatika
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Za protinddorové eventudlné protizdn&tlivé latky je nutné také
povaZovat sekvence DNA pro enzym, ktery je schopen pfrevést

prekurzor protinddorové G&inné latky na aktivni protinddorovou

latku.

Takové enzymy, které stépi inaktivni prekurzory
(prodrugs) v aktivni cytostatika (drugs), Jsou ji% dle
pfisluSnych prekurzord i dle aktivnich 1ékd p¥ehledn& popsany,
viz Deonarain a dal$i, Br. J. Cancer 70, 786 (1994); Mullen,
Pharmac. Ther. 63, strana 199 (1994); Harris a dal8i, Gene

Ther. 1, strana 170 (1994).

Napfiklad je moZné vyuZit sekvence DNA pro nisledujict
enzymy:

- thymidinkindza viru Herpes Simplex, viz Garapin a dal3{i,
PNAS USA 76, strana 3755, (1979); Vile a dal$i, Cancer
Res. 53, strana 3860 (1993); Wagner a dal$i, PNAS USA
78, strana 1441 (1981); Moelten a dal3i, Cancer Res. 46,
strana 5276 (1986); J. Natl. Cancer Inst. 82, strana 297
(1990)) .

- thymidinkindza viru Varicella Zoster, viz Huber a daldi,
PNAS USA 88, strana 8039 (1991); Snoek, Int. J.
Antimicrob. Agents 4, strana 211(1994)

- bakteridlni nitroreduktdza, wviz Michael a daldi, FEMS
Microbiol. Letters 124, strana 195 (1994); Bryant a
dalsi, J. Biol. Chem. 266, strana 4126 (1991); Watanabe
a dals$i, Nucleic Acids Res. 18, strana 1059 (1990))

- bakteridlni B-glukuroniddza, viz Jefferson a dalsi, PNAS

USA 83, strana 8447, (1986)

- rostlinnd B-glukuroniddza ze Secale cereale, viz Shulz a

dal8i, Phytochemistry 26, strana 933 (1987))

- lidskd B-glukuroniddza, viz Bosslet a dal$i, Br. J. Cancer
65, strana 234 (1992); Oshima a dal3i, PNAS USA 84,

strana 685 (1987)
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1idska karboxypeptiddza (CB) nap¥iklad:

CB-A %irngch bundk, viz Reynolds a daléﬁ, J. Clin.
Invest. 89, strana 273 (1992) ! '

CB-B pankreasu, viz Yamamoto a dalgi, J. Biol. Chem.
267, strana 2575 (1992); Catasus a dalgi, J. Biol. Chem.
270, strana 6651 (1995))

bakteridlni karboxypeptiddza, viz Hamilton a dalsi, J.
Bacteriol. 174, strana 1626 (1992); Osterman a dalsi, J

Protein Chem. 11, strana 561 (1992)

bakteridlni P-laktamdza, viz Rodrigues a dal8i, Cancer Res.
55, strana 63, (1995); Hussain a daldi, J. Bacteriol.
164, strana 223 (1985); Coque a dalgi, EMBO J. 12,
strana 631 (1993))

bakteridlni cytozindeamindza, viz Mullen a dal&i, PNAS USA
89, strana 33 (1992); Austin a dalgi, Mol. Pharmac. 43,
strana 380 (1993); Danielson a daldi, Mol. Microbiol. 6,

strana 1335 (1992)

1idski katalidza eventudlnd peroxiddza, viz Ezurum a dalsi,

Nucl. Acids Res. 21, 1607 (1993)
fosfatdzy, pfedeviim

1idskd alkalicka fosfatdza, viz Gum a dal3i, Cancer Res.

50, strana 1085 (1990)

lidskd kyseld fosfatdza, viz Sharieff a dals$i, Am. J.
Hum. Gen. 49, strana 412 (1991); Song a dalsi, Gene 129,
strana 291, (1993); Tailor a dalgi, Nucl. Acids Res. 18,
strana 4928 (1990))

kyseld fosfatdza typu 5, viz Gene 130, strana 201 (1993)
oxiddzy, predevsim

lidskd lysyloxiddza, viz Kimi a dal8i, J. Biol. Chem.
270, strana 7176 (1995)
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lidskd kyseld D-aminooxiddza, viz Fukui a dal$i, J.
Biol. Chem. 267, strana 18631 (1992)

- peroxiddzy, obzvlasgté

lidskd glutation peroxidéaza, viz Chada a dalsi,
Genomicis 6, strana 268 (1990); Ishida a dal%i, Nucl.
Acids Res. 15, strana 10051 (1987)

lidskd peroxiddza eosinofilll, viz Ten a dal8i, J. Exp.
Med. 169, strana 1757 (1989); Sahamaki a dal$i, J. Biol.
Chem. 264, strana 16828 (1989))

lidskd peroxiddza Stitné Zl&zy, viz Kimura, PNAS USA 84,
5555 (1997)

K usnadnéni sekrece enzymu miZe byt v DNA nahrazena homologni
signadlni sekvence heterologni sekvenci, kterd zlep&i sekreci

proteinu do extraceluldrniho prostoru.

Tak miZe byt nap¥iklad signdlni sekvence B-glukuronidizy
(nukleotidy na pozici 27 a%Z 93; viz Oshima a dal&i, PNAS USA
84, strana 685 (1987)) nahrazena signdlni sekvenci pro
imunoglobulin (nukleotidy na pozici 63 a% 107; Riechmann a
dalsi, Nature 332, strana 323 (1988)).

Dale jsou vyhodné DNA kédujici takové enzymy, které jsou

diky bodovym mutacim ve zmenSené mite uskladiiovdny v

lyzozdmech a vice sekretovany.

1.3. Kombinace né&kolika protinddorovych nebo protizanétlivych
latek

Pfedmétem vyndlezu jsou didle konstrukty nukleovych kyselin, ve

kterych existuje kombinace DNA-sekvenci n&kolika stejnych

protinddorovych nebo protizadn&tlivych 1latek (A,R) nebo

odlisnych protinddorovych substancii(A,B). AJako reguladni

element se k expresi dvou DNA-sekvenci mezi n& vsouvd cDNA
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vnitrogenového mista pro nasednuti ribosomu "internal
ribosome site" (IRES). |
i
Aktivatorova Promotorovy Protind- Interni misto Protinidorova
sekvence modul dorova pro navazéni latka A
regulovany latka A ribozdmu
bun&&nym (riboscmal entry
cyklem site)

Takové IRES regulalni elementy byly popsdny, viz napriklad
Mountford a Smith, TIG, 11, strana 179 (1995); Kaufman a
dal%i, Nucl. Acids Res. 19, strana 4485 (1991); Morgan a
dalsi, Nucl. Acids Res. 20, strana 1293 (1992); Dirks a dalsi,
Gene 128, strana 247 (1993); Pelletier a Sonenberg, Nature
334, strana 320 (1988); Sugitomo a dalsi, BioTechn. 12, strana

694 (1994).

Ke spojeni DNA pro protizdné&tlivou latku A (na 3~ konci)
a DNA pro protizdnétlivou 14tku B (na 5° konec) mohou byt
vyuZity cDNA IRES-sekvence Polioviru (nukleotidy na pozici 140
a¥ 630 5° nepreklddané termindlni &sti (UTR); viz Pelletier a

Sonenberg, Nature 334, strana 320 (1988)).

Takova ddinnd latka méd podle kombinace aditivni (A+A,

A+B1l) nebo synergické G&inky podle vyndlezu.

2.  0%inné 1latky k odstranéni nedostatku tvorby krevnich
bunék

2.1. Vyb&r aktividtorovych sekvenci pro bufiky krvetvorby

Aktivatorové sekvence podle vyndlezu vyhodné& vyuZivaji
regula&ni sekvence respektive elementy genu, ktery kdéduje
protein exprimovany  zv1a3té intenzivnd nebo selektivné
krvetvornych buiikdch. K takovym reguladnim sekvencim patfi
promotorové sekvence pro gJgeny cytokind nebo jeho receptory,
jejichZz exprese V nezralych krvetvornych builkdch (nebo v

okolnich butikdch, jako nap¥iklad v bufikich stromatu) poskytuje
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jako G&innou 1latku Zadany cytokin, G&inkujici na krvetvorné
burnky.
K takovym cytokinim piUsobicim na nezralé  buiiky

krvetvorby pat¥i nap¥iklad:

faktor kmenovych bunék (Stem Cell Factor)
- IL-1
- IL-3

- IL-6

GM-CSF

2.2. Vybér strukturnich gend pro alinné Llatky pouZité v

krvetvornych builkdch

U&innou létkou podle vyndlezu je sekvence DNA, jeji¥ protein

po exprimaci zpisobi proliferaci a/nebo diferenciaci krevnich

buné&k.

3. U&inné 1latky pro terapii autoimunnich onemocn&ni,
alergii, zanétl a pro zamezeni odhojeni orgdnu
3.1. Vybér aktivatorovych sekvenci pro autoimunni onemocné&ni
a jiné
JakoZto aktivatorové sekvence je moZné vyuZit promotorové
sekvence gend pro proteiny, které jsou intenzivn&ji tvoF¥ené
pfi imunitnich reakcich v makrofdzich a/nebo v lymfocytech.
Takovymi proteiny jsou napfiklad:
- IL-1
- IL-1 B
- receptor pro IL-1
- IL-2

- receptor pro IL-2
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- IL-3

- receptor pro IL-3 |
- IFN-y

- IL-4

- receptor pro IL-4

- IL-5

- IL-6

- LIF

- IL-7

- IL-10

- IL-11

- IL-12

- IL-13

- GM-CSF

- receptor pro GM-CSEF

- proteiny integrin-f 2

3.2. Vyb&r genl pro G&inné 1latky pro 1lécbu autoimunnich
onemocndni a jingch

G&inna 1latka podle vyndlezu je sekvence DNA pro cytokin,

chemokin, rustovy faktor nebo jeden z jeho inhibitoru,

protildtku, £ragment protilatky, inhibitor enzymu nebo enzym.

vgb&r G&inné latky se ¥idi podle 1lécZeného zdkladniho

onemocnéni a vybrané promotoroveé sekvence.

4. Géinnd latka k lé&eni artritidy
4.1. Vybdr aktivitorové sekvence pro artritidu

7za aktivatorovou sekvenci podle vynédlezu je povaZovéana

nukleotidovad sekvence (promotorova nebo enhancerova sekvence),
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interagujici s transkrip&nimi faktory, kterd je tvofena nebo
je aktivni v synovidlnich a z&n&tlivych buiikich. Vyhodnymi
promotorovymi sekvencemi  podle vyndlezu jsou reguladni
sekvence respektive elementy gend, které kéduji proteiny
exprimované obzv1l4d8t& v synovidlnich bulkdch a v buiikach

zanétu,
4.2. Vybér strukturnich gend dG&innych liatek pro artritidu

Aktivni latkou podle vynidlezu je sekvence DNA, ktera exprimuje
protein inhibujici p¥imo &i nep¥imo zan&t nap¥iklad v kloubu
a/nebo podporuje rekonstrukci extraceluldrni matrix

(chrupavky, vazebné tkan&) v kloubu.

5. Pr¥iprava G¢inné latky proti plvodci infekce
G&innd l&4tka miZe byt pF¥ipravend ve dvou zdkladn& rozdilnych

formach
- pro léCbu virovych infekci a parazitdrnich invazi nebo

- k ochran& pfred infekénimi onemocné&nimi zplsobenymi viry,

bakteriemi, nebo parazity.

K ochrané pred infek&nimi onemocnénimi slouZi o&kovaci latky.
MoZnosti konvenénich cest vyroby G&innych odkovacich preparatu
jsou vsak omezené, viz Brown, Int. J. Technol. Assessm. Health
Care 10, strana 161 (1994); Ellis, Adv. Exp. Med. Biol. 327,
strana 263 (1992); Arnon a dal3i, FASEB J. 6, strana 3265
(1992).

Disledkem toho byl vyvoj technologie DNA-vakcinace.
DNA-vakciny v8ak kladou vysoké poZadavky na bezpenost a
zamezenl vedlejsich ﬁéidkﬁ, viz Fynan a dal8i, 1Int. J.
Immunopharm. 17, strana 79 (1995). Donnelly a dal%i, Immunol.

2, strana 20 (1994).
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G&inné latky k ochrané p¥ed infekdénim onemocnénim podle
vyndlezu vykazuji vysokou mirou bezpednosti s ‘ohledem na

jejich bun&Enou specifitu a regulaci buné&lnym cyklep.

5.1. Vyb&r aktivdtorovych sekvenci

a) k 1é8&eni infek&nich onemocnéni:

7a aktivatorové sekvence jsou zvoleny promotorové sekvence
pun&&nych genld, jejichz aktivita se obzvlastd m&ni ve spojeni
s bakteriilni a parazitdrni infekci nebo promotorové sekvence
takovych vird, které infikované butiky transformuji a podniti

je k proliferaci.

K takovym virdm pat¥i napfiklad HBV, HCV, HSV, HPV, HIV,
EBV a HTLV.

5.2. Vyb&r strukturnich gend pro G&inné latky

a) pro lé&eni infek&nich onemocnéni

7a G&innou latku Jje zvolena takovd DNA proteinu, ktery
vykazuje cytostatické, cytotoxické, antibakteridlni nebo
antiviralni d&inky. P¥iklady pro cytotoxické a cytostatické
proteiny byly uvedeny ji vySe. Jako p¥iklad pro
antibakterialni nebo antivirdlni proteiny Jje moZné vzit
protildtky nebo fragmenty protildtek. P¥i volb& enzymu je
pt¥ihliZeno k tomu, zda enzym poskytuje ze sté&pitelného
prekurzoru antibakteridlni, antivirdlni, cytotoxicky nebo
antiparazitdrné G&innou latku.

G¢innymi latkami podle vyndlezu jsou antivirdln& d&inné
cytokiny a ristové faktory. K nim se po&itaji napfiklad

sekvence DNA kédujici ndsledujici G¢inné latky:
- IFN-«
- IFN-B

- IFN-y
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TNF-f

TNF-a

- IL-~-1

- TGF-B
Jako UG¢inné latky ve smyslu vyndlezu mohou byt vyuZity také
sekvence DNA fdznich proteind mezi cytokinem, rlstovym
faktorem nebo extraceluldrni <¢d&sti receptoru a Fc-&asti

lidského imunoglobulinu. Takové sekvence a jejich vyroba byly
popsany nap¥iklad v EPA 0464 633 Al.

b) k ochrané p¥ed infekénimi onemocné&nimi

Jako G&innd latka je zvolena DNA pro protildtku nebo fragment
protildtky se specifitou proti plvodci infekce, nebo DNA pro
takovy protein puvodce infekce, ktery imunitni reakci (to
znamena prost¥ednictvim vazby protilatky a/nebo
prost¥ednictvim cytotoxickych T-lymfocytd) zpusobi
neutralizaci a/nebo odstiné&ni ptvodce. Takové neutralizadni
antigeny se jiZ pouZivaji jako olkovaci antigeny, viz. p¥ehled

Ellis, Adv. Exp. Med. Biol. 327, strana 263 (1992).

6. U&inné latky k 1lédeni leukémii a tumort
6.1. Vybér aktiviatorovych sekvenci pro leukémie a tumory.

Za aktivatorovou sekvenci je povaZovana nukleotidovid sekvence
(promotorovad nebo enhancerovd), kterd je vytvofena nebo je
aktivni v leukemickych nebo tumorovych butikdch, a ktera

interaguje s transkripénimi faktory.

Vyhodné aktivatorové sekvence podle vyndlezu jsou
reguladni sekvence respektive elementy gend, které kéduji

proteiny tvorené predevSimv leukemickych a tumorovych buiikidch.
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6.2. Vyb&r strukturniho genu pro latky G&inné v leukemickych
a nadorovych buiikdch |
Za G&innou 14tku ve smyslu vyndlezu je povaZovana #ékvencé DNA
kédujici protein, ktery po exprimaci inhibuje . proliferaci
bundk a to predev3imbunék tumorovych a leukemickych. K t3mto
inhibitorum bun&Zného cyklu pat¥i nap¥iklad sekvence DNA pPro
cytostatické a cytotoxické proteiny a enzymy, jak jiz byly
popsany .
7a inhibitor bun&Zného cyklu je dile povaZovdna sekvence
DNA, ktera exprimuje protein vykazujici pfimy nebo nepfimy

cytostaticky nebo cytotoxicky Gcdinek na leukémie a tumory.

7. Litky G&inné v inhibici proliferace buné&k hladkych svald
p¥i ucpédni cév
7.1. Vybdr aktivdtorové sekvence pro buiiky hladkého svalu

Jako aktivatorové sekvence podle vyndlezu Jsou vyhodné
vyuZivdny reguladni sekvence respektive elementy gend,
kédujicich proteiny tvotené p¥rednostnd v Dbuilkdch hladkych

svalt.

7.2. Vybdr strukturnich gent latek G&innych v buiikdch

hladkého svalu

7a G&inné latky podle vyndlezu jsou povaZovany sekvence DNA,
které exprimuji protein inhibujici proliferaci bunék hladkého
svalu. K t&mto inhibitorim proliferace pat¥i vySe zmin&né
proteiny.

za G&innou latku je vdak také povaZovana sekvence DNA
kédujici enzym, ktery méni inaktivni prekurzor cytostatika ve

formu aktivni.

8. 6%inné latky pro inhibici nebo aktivaci koagulace

8.1. Vyb&r aktivdtorové sekvence k inhibici nebo aktivaci

e g
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Jako aktivdtorové sekvence podle vyndlezu jsou vyhodné&
vyuZivadny reguladni sekvence respektive elementy genl, které
kéduji proteiny prokazané v buflkdch hladkého svalu, v
aktivovanych endothelidlnich burnikdch, v aktivovanych

lymfocytech nebo v aktivovanych makrofdzich.

a) buriky hladkého svalu

P¥iklady promotorovych sekvenci gend exprimovanych v butikdch

hladkého svalstva jiZ byly uvedeny.

b) aktivované endothelidlni budky

P¥iklady proteind, které jsou p¥ednostné tvoreny \%
aktivovanych endothelidlnich buiikdch byly popsény, viz Burrows
a dalsi (Pharmac. Therp. 64, strana 155 (1994)). K t&mto

proteinim produkovanym intenzivndji v endothelidlnich buiikdch
se pocitaji predevSim proteiny, které ji%Z byly popsany vy&e a

to 1 se svymi promotorovymi sekvencemi

c) aktivované makrofdgy a/nebo aktivované lymfocyty.

Za aktivatorové sekvence podle vyndlezu jsou povazZovany
promotorové sekvence genl pro proteiny, které jsou intenzivng&

tvorené p¥i imunologické reakci v makrofdzich a/nebo v

lymfocytech.

8.2. Volba strukturniho genu pro G&innou 1latku k inhibici
nebo aktivaci srédZeni.

Jako G¢innd latka podle vyndlezu je vyuZivdna sekvence DNA

kddujici protein, ktery p¥imo nebo nep¥imo inhibuje agregaci

trombocytd nebo néktery krevni koaguladni faktor nebo

stimuluje fibrinolyzu.

Takova 4&innd 1ldtka je oznalovand jako inhibitor
koagulace. Jako inhibitory koagulace je moZné pouZit nap¥iklad
geny pro: aktivatory plasminogenu (PA), tkafové aktivitory
plasminogenu (tPA) nebo urokindze podobné PA (uPA), dile pak

protein C, antitrombin-III, C-1S-inhibitor, pl-antitrypsin,
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inhibitor drahy tkafového faktoru (Tigsue Factor Pathway

Inhibitor, TFPI) nebo hirudin. ’

Jako G&inné latky podle vynédlezu jsou takb vyuZivany
sekvence DNA, které kéduji protein podporujici sraZeni krve.
P¥iklady takovych proteinl jsou nap¥iklad proteiny krevni
plazmy jako je faktor VIII nebo faktor IX.

9. G&inné 1atky k ochrané& poskozeni  CNS (po&kozeni
centralni nervové soustavy)

9.1. Aktividtorové sekvence pro G&innou latku vhodnou ochrang
pted poZkozenimi CNS

9.1a) Aktivdtorové  sekvence aktivované v endothelidlnich
burikdch

predevéimse mezi takové aktivatorové sekvence poc&itaji

promotorové sekvence pro geny endothelidln& specifickych

proteind.
9.1b) Aktivatorové sekvence aktivované v gliovych buiikdch

Za preferovanou aktivatorovou sekvenci Jje dale povaZovana
nukleotidovad sekvence (promotorovd nebo enhancerova), kterd
interaguje s transkripdnimi faktory a je tvorend nebo je

aktivni zvlastni mirou v gliovych burikach.

9.2. Volba strukturniho genu pro neurospecifické faktory.
Za neurospecificky faktor podle vyndlezu je povaZovdna DNA
sekvence, kterd kdéduje neurondlni rustovy faktor. Vyndlez je

bliZe popsén v nasledujicich p¥ikladech.
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P¥ikady provedeni wvynédlezu

P¥iklad 1: Biochemické experimenty

Vzajemny G¢inek mezi nukleotidovou sekvenci CTTGCGGGAG B-myb

promotoru a E2F-komplexy byl zkoumén pomoci zmény
elektroforetické mobility (electrophoretic mobility shift
assay) (EMSA) a otiskem bazi chran&nych b¥ed methylaci

(methylation protection footprinting, MPF) .

EMSA byla provedena podle publikace Barberis a dal3i,
Cell 50, strana 347 (1987).

Nasledujici fdzni proteiny GST byly exprimovdny v E.
coli a prelisStény afinitni chromatografii:

- E2F1, aminokyseliny 87 aZ 1398, viz Helin a dal3i, Cell 70,
strana 337 (1992); Kaelin a dal3i, Genes Dev. 8, strana

2665 (1994)

E2F4, cely protein, viz Beijersbergen a dal3i, Genes Dev.

8, strana 2680 (1994); Ginsberg a dal3i, Genes Dev. 8,
strana 2665 (1994)

protein pRb, aminokyseliny 300 a% 928, Bernards a dalsi,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, strana 6474 (1989)

protein pl07, aminokyseliny 744-2460 (Ewen a dal3i, cCell
66, strana 1155 (1991)

Purifikované proteiny (asi 100 ng) byly inkuboviny s
0.5 pmol *P-znalené sondou 30 minut p¥i 22°C v 15 pl pufru
obsahujiciho 50 mM Tris/HCLI pH 8.0, 50 mM NaCl, 10% v/v
glycerol, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT a 67 pg poly[dA/dT]/ul. Sondy
byly znaleny zavedenim 4 a% 6 bdzi na 5° p¥esahujici konec.
Sondy byly rozd&leny ve 4% nedenaturujicim polyakrylamidovém
gelu s 0.5 x TBE p¥i 4°C a 10 V/cm. Gely byly exponovany s

-

filmem citlivym na rentgenové zd¥eni a kvantitativng
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analyzovany s pomoci za¥izeni "Molecular Dynamics
Phosphor-Imager". |

Byly pouZity ndsledujici sondy:
- B myb, viz Lam a dals$i, EMBO J. 12, strana 2705, (1993)

5'—GGCGCCGACGCACTTGGCGGGAGATAGGAAAGTGGTTCTGTG

Sekvence Id. &. 6 (E2F vazebné misto je podtrZené)

mutovany B-myb

5’—GGCGCCGACGCACTTGGCTGGAGATAGGAAAGTGGTTCTGTG

Sekvence Id. &. 7

E2a promotor adenoviru

5'-gatCGACTAGTTTCGCGCCCTTTCTACtag

Sekvence Id. &. 8 (mald pismena zndzortfiuji nedlilezité
sekvence, které byly pouZity pro dopliiovaci reakci

(fill-in labelling reaction))

kontrolni sonda:

5" -GATCCTCTCACCTGCTGCTAG
Sekvence Id. &. 9
MPF byla provedena ndsledujicim zpUsobem:

oligonukleotid kddujici B-myb byl oznalen na konci, prelistén
a spojen s antikddujicim Yetdzcem. Vazba proteini byla
provedena tak, jak u bylo popsdno u metody EMSA. Bylo pf¥idéany
dva mikrolitry 2% dimethylsulfdtu (DMS) a methylaéni reakce
byla zastavena jole) 3 minutdch p¥idanim 2 pl 60mM
B-merkaptoethanolu. Sondy byly rozd&leny ve 4% gelu a
pfeneseny na iontom&nidovy papir. Pruhy byly vystt¥izZeny,
promyty v TE pufru a eluovany p¥i 65°C s TE pufrem, ktery
obsahoval 1,5 M NaCl. Eluovand DNA byla extrahovéna

chloroformem, precipitovdna a rozpusténa ve vod&. Stejna
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mnoZstvi radiocaktivné& znadenych pruhd, které zustaly na mistd&
naneseni (volnd sonda) a které odputovaly (komplex), byla
stépena 10% piperidinem p¥i 95°C po dobu 30 minut. DNA byla

precipitovdna a nanesena na 15% denaturujici akrylamidovy gel.

Jak ukazuje obrazek 1, vdZou se proteiny E2F1-DP1,
E2F1-DP1-pRb, E2F4-DPl a E2F4-DP1-pl07 na vazebné misto pro
E2F B-myb promotoru se srovnatelnou silou a s podobnou
afinitou jako k vysokoafinitnimu E2a-promotor-vazebnému mistu

adenoviru, viz Mudryj a dals$i, EMBO J. 9, strana 2179 (1990)).

Kvantifikace wvazby E2F-komplexu na E2F-vazebné misto
B-myb promotoru byla stanovena pomoci za¥izeni

"Phosphor-Imager", pf¥icemZ se ukidzalo mnoZstvi vazané sondy.
Byly ziskany ndsledujici vysledky (podil vdzané sondy) :

- E2F-vazebné misto E2a-promotoru: 1.0%( E2F1-DP1l) respektive

0.8% (E2F4-DP1)

- B-myb: 0.7% (E2F1-DP1) eventudlné 2.0% (  E2F1-DP1)
eventudlné 2.0% (E2F4-DP1).

- mutovany B-myb: < 0.01%
- negativni kontrolni sonda: <0.002%.

E2F4 komplexy byly vybrany pro "protection
footprinting" analyzu s dimethylsulfitem (DMS), protoZe
protein pl07 byl prokdzadn jako duleZity vazebny protein E2F
komplexu, ktery reaguje s vazebnou strukturou, viz Lam a
dals$i, EMBO J. 13, strana 871 (1994)) a E2F4 je jediny znamy
¢len Rodiny E2F, ktery reaguje s pl07, viz Beijersbergen a
dalsi, Genes Dev. 8, strana 2680 (1994); Ginsberg a dal3i,
Genes Dev. 8, strana 2665 (1994)).

Jako ukazuje obrdzek 2, byly nukleotidy v oblasti
E2F-vazebného mista chradnény (CTTGGCGGGAG, chran&né guaniny
jadra E2F-vazebného mista jsou podtrZené, p¥idemZ dva

nejkrajné€jsi guaniny lokalizované na 3° konci po smé&ru
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transkripce vykazuji jenom gistednou ochranu). Vysledky dale
ukazuji, Ze nebyly prokdzany Z4adné rozdily Tezi otisky

E2F4-Dpl (volny E2F) a E2F4-DP1-pl07. Tato pozo#ovéni jasné
ukazuji, %e se E2F-komplexy vidZou na DNA nezévislg'na proteinu
plo7 é Ye tyto vazby na DNA mchou byt prokdzdny metodou MPF.
Ve shod& je taky zjisténi, Ye asocia®ni a disociadni pomér pro

E2F4-DPlL a E2F4-DP1-pl07 komplexy si je velmi podobny.

p¥iklad 2: V¢zkum na Zivych buikach.

Aby byla prokdzana vazba E2F na B-myb promotor nejen Vv
biochemickych testech, ale také v ¥ivych bufikdch, byly NIH3T3
fibroblasty synchronizovany odejmutim séra a ndslednd
stimulovany 10% FKS. V ruznych Gasech po stimulaci byla in
vivo zkoumdna progrese bun&lného cyklu (obsah DNA), exprese
mRNA B-myb a vazba E2F-komplexd na E2F-vazebné misto (ochrana
pfed methylaci). Jako ukazuje obrdzek 3A, vede stimulace

klidovych bunék asi po 12 hodinich ke vstupu do S-faze.

Jak jiZz bylo prokdzano, viz Lam a dalgi, EMBO J. 12,
strana 2705 (1993)), vzristéd exprese B-myb mRNA 8 hodin po
stimulaci (to znamend v pozdni Gl-fazi) a dosahuje nejvyssi
hodnoty po asi 12 hodindch, to znamend v Jase vstupu do

s-faze.

Pro analyzu role E2F-vazebného mista v Dbufice, byl
proveden genomicky DMS "footprinting", viz Lucibell a dalsi
EMBO J. 14, strana 132 (1995); Pfeifer a dal3i, Science 246,
strana 810 (1989).

Byly pouZity nédsledujici primery:

1. primer: 5 -TCAGGACTCAGGCTGCT Sekvence Id. &. 10

2. primer: 5° - CGAGCCGCTCCGGGCCCCAGG Sekvence Id. &. 11

3. primer: 5~ -GGCCCCAGGCGGTGCTCTCAGGCG Sekvence Id. g. 12
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Analyza bunék v GO fazi prost¥ednictvim genomického
"footprintingu" (obrazek  3C) ukazuje zfetelné obsazeni
E2F-vazebného mista, a to jak ja&dra elementu tak také dvou
guanind bezprost¥edné& lokalizovanych po sm&ru trankripce. dJ%
guaninid v pozicich -209, -208, -206, -205, -204 a -202
(vztaZeno na ATG start koddén (Lam a dal$i, EMBO J. 12, strana
2705, (1993)) bylo jednoznac¢né& chrédnéno, p¥ifem? posledni dva
vykazovaly jenom <&&astednou ochranu. Tato ochrana proti
methylaci byla podobnd ochran& pozorované p¥i biochemickych
vyzkumech. Z toho vyplyvd, Ze proteinovy intraceluldrné

chanici komplex je E2F.

Podobné vysledky by byly dosaZeny s komplexy, které
obsahovaly E2F2, E2F3, E2F5, DP2 a DP3. Podle odekadvani nebyla
zjisténa Zdnad vazba, kdyZ do E2F-vazebného mista byla vloZeni
bodova mutace (CTTGGCGG -> CTTGGCTG) .

Analyza bun&k stimulovanych sérem wukdzala podobnou
ochranu E2F-vazebné sekvence po 4 hodindch. Po 8 hodinidch byla
tato ochrana vsSak znadné€ sniZend a pozd&ji nebyla pozorovana
Z2adnd signifikantni ochrana. Tento dbytek ochrany probihal
soucasné se vzrlUstem B-myb transkripce. V protikladu k ochrang
E2F-vazebné sekvence pfed methylaci, kterd je regulovana
bunéénym cyklem, byl nap¥iklad guanin v poloze -223 po cely
cyklus hypermethylovan.

Vysledky dokazuji, Ze E2F-komplexy nebyly v Zivych
burikdch (in situ) vézadny na E2F-vazebnou sekvenci B-myb,
pfestoZe byly objeveny p¥i analyze bun&&nych extraktl v pozdni

Gl a S fazi, naptiklad jako volné E2F a E2F-komplexy.

Tyto vysledky dale dokladaji, Ze vazba E2F na
E2F-vazebnou sekvenci nehraje rozhodujici roli v aktivaci
transkripce genu B-myb, proto¥e tato sekvence neni obsaena
faktorem E2F v okamZiku vzrlistu transkripce. Naopak:

principidlni mechanizmus G¢inku E2F nap¥iklad v regulaci B-myb
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exprese po dobu pun&&ného cyklu je inhibice exprese Vv GO0- a

Gl1-fazi. |

Porovnani proximdlni promotorové | sekvenﬁe CDC25C,
cyklinu A a CDC2-genu s B-myb-promotorem ukazuje na z¥etelnou
podobnost nejen mezi CDE a E2F-vazebnym mistem, ale 1 Vv
oblasti CHR (obrizek 4). Vazebné pokusy EMSA in vitro s
jadernymi extrakty Hela pundk ukazuji na skutednost, Ze
B-myb-CHR je rozpoznano nuklearnim(i) proteinem(y). Na zdkladé
tohoto ndlezu byly pfipraveny konstrukty, ve kterych byl B-myb
promotor, viz Lam a dal%i, EMBO J. 12, strana 2705, (1993)
spojen s luciferdzovym reportérovym genem (p X p2-vektor, viz
Nordeen BioTechnniques 6, strana 454, (1988)) . Tento konstrukt
vykazuje, Jjak bylo popsdno Lam a dal&imi (1993), asi 15
niasobnou represi v klidovych buiikdch oproti proliferujicim.

Tato represe byla prakticky Gpln& eliminovand (asi 2 nasobna

represe) prot¥ednictvim mutace v CHR-sekvenci
(TAGGAAAG->TAGGCCTG) . V  dalZich pokusech byly vyrobeny
konstrukty, ve kterych byl CDC25C-promotor spojen S
Luciferdzovym reportérovym gdgenem. Mimoto byl v  tomto
konstruktu vymén&n CHR-element CDC25C-genu za CHR-element
B-myb-genu (obrdzek 5). Tento chimericky konstrukt nebyl

regulovan bun&&nym cyklem. Tato data jednozna®né& dokladaji, Ze

B-myb-CHR a CHR z CDC25C-genu nejsou funk&n& ekvivalentni.

Nukleotidové sekvence, na které se véaZou transkripcni
faktory rodiny E2F a CHF, jako nap¥iklad nukleotidovd sekvence
CTTGGCGGGAGATAGGAAAGT musi byt povaZovany za nové promotorové
moduly, které vazbou E2F- a CHF-komplexi v GO a Gl fdazi
inhibuji transkripci genu lokalizovanych po sm&ru transkripce.

Vysledky pokusl bliZe vysvdtluji predloZené obrazky.
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Popis obrazkt

Obrazek 1:

Vzajemny UG&inek B-myb E2F-vazebného mista s ridznymi E2F-DP1 a
E2F-DP1-pl07 komplexy. Komplexy byly p¥ipraveny jako
rekombinantni GST-fdzni proteiny a analyzovany EMSA metodou,
viz Barberis a dalZi, Cell 50, strana 347 (1987) s pomoci
syntetickych oligonukleotidd, které obsahovaly bud B-myb
E2F-vazebné misto, viz Lam a dal$i, EMBO J. 12, strana 2705,
(1993) nebo vazebné misto E2F promotoru E2a adenoviru, viz
Mudryj a dalsi, EMBO J. 9, strana 2179 (1990). Rozdily v
intenzit&, které jsou pozorovdny mezi E2F1 a E2F4 komplexy,
odrdZeji rozdily v rlznych purifikidtech proteinu E2F a ménd
rozdily ve vazebnych afinitdch. Symbol A znadi hybridizadni

sondu, symbol B pak jednotlivé proteiny

Obrazek 2

"Methylation protection fooprints" E2F2-DP1 (a) a
E2F4-DP1-pl107 (d) komplexd. Methylované komplexy byly
rozdéleny pomoci EMSA (obrdzek 1) a chrian&né guaniny byly
analyzovany (viz text). b, <¢: volnd sonda; £: sekvence
E2F-vazebného mista; plné body symbolizuji plnou ochranu,

Céstelné vypln&né body pak &astednou ochranu.

Obrizek 3
Kinetika exprese mRNA B-myb a obsazeni vazebného mista E2F v

bulice.

3A) Analyza buné&&ného cyklu bund&k NIH3T3, synchronizovanych v
GO fazi odebranim séra a stimulovanych 10% FKS. Bufky byly
barveny na dikaz DNA barvivem Hoechst 33258 a analyzovany
pomoci FACS, viz Luzibello a dalsi, EMBO J. 14, strénaleZ

(1995); osa y: relativni aktivita.
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3B) Exprese mRNA B-myb po dobu bun&&ného cyklu méf¥ené RT-PCR.
Izolovani RNA a RT-PCR bylo provedeno podle Luzibello a dalsi,
EMBO J. 14, strana 132 (1995). Oblast B-myb CDQA od pozice
+1630 do +2228 byla amplifikovéna pomoci ndsledujicich
primerd: 5 -GACACCCCTGCACCAGAAGTATC a 5’-GGCTGGA¢TTCAGGCGGCT.
GPDH slou¥ilo jako kontrola; <Zasové ddaje (0 a% 20 hodin)

udavaji dobu od stimulace tkaiiové kultury.

3C) Genomicky DMS "footprinting", viz Luzibello a dalsi, EMBO
J. 14, strana 132 (1995); Pfeiffer a dal3i, Science 256,
strana 810 (1989) j&dra B-myb promotorové oblasti Vv odlisnych
stadiich bun&dného cyklu. E2F-vazebné misto a potencidlni
Spl-vazebné misto jsou oznadeny. Symbol A znali dobu od
stimulace tkafové kultury, v prvni stopé& z leva je vzorek z
nestimulovanych bun&k péstovanych in vitro; plné kruhy v
sekvenci: silnd ochrana (> 80 %, podle "phosphor-imaging"
analyzy; z poloviny vybarvené kruhy : JZ&stednd ochrana (asi

50%) .

Analyza na obrdzcich 3A, 3B a 3C byla provedena s totoZnymi

bun&&nymi populacemi.

Obrazek 4

Sekvendni srovnani proximdlni promotorové sekvence cdc25C,
cyklinu A, cdc2 a genu B-myb. Udaje pozic jsou pfevzané =z
literatury, viz Zwicker a daldi, EMBO J. 14, strana 132 (1995)
respektive vztahuji se k podatku transkripce, (B-myb, Lam a

dal&i, EMBO J. 12, strana 2705 (1993)) .

Obriazek 5

Analyza reporterového konstruktu cdc25C-promotor-luciferdza v
klidovych (G0) a v rostoucich NIH3T3 burikdch. Divoky typ
Cde29C konstruktu (sekvence A, viz Zwicker a dalsi, (1995) byl
v CHR mutovany (sekvence B, baze podtrhnuté), takZe vznikla

CHR oblast B-myb. Analyza byla provedena jako u Luzibello a
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dalsich, EMBO J. 14, strana 132 (1995) a Zwicker a dalsi, EMBO

J. 14, strana 132 (1995);
- rostouci buiky; osa

luciferazy.

grafovand - klidové

(GO) bunky, plné&

x vyznaluje relativni aktivitu
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INFORMACE O SEKVENCI ID. . 1:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(a) DELKA: 9 paru basi
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JIMENO/KLIZ: exon
(B) UMISTENI:1 aZ 9

(xi) POPIS SEKVENCE 1D.C¢. 1:

CTTGGCGGG

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 9 paru basi
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(a) JMENO/KLI&: exon
(B) uMisTENI:1 aZ 9

(xi) POPIS SEKVENCE 1D.C. 2:

TTTCGCGCC
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INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 9 pdrt basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(11) TYP MOLEKULY: DNA (genomovai)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENT:1 a% 9

(xi) POPIS SEKVENCE ID.(. 3

TTTCGCGGC

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 7 paru basfi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomovi)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JIMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENI:1 a% 7

(xi) POPIS SEKVENCE ID.&. 4.

TAGGAAA




-38-

INFORMACE O SEKVENCI ID. . 5:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE :
(A) DELKA: 21 pdrud basi
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(a) JMENO/KLIC: exon
(B) uMisTENI:1 aZ 21

(xi) POPIS SEKVENCE I1D.C. 5:

CTTGG CGGGA GATAG GAAAG T

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 42 pdru basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENI:1 aZ 42

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 6:

GGCGC CGACG CACTT GGCGG GAGAT AGGAA AGTGG TTCTG TG
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INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 7:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 42 paru basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENI:1 a% 42

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 4:

GGCGC CGACG CACTT GGCTG GAGAT AGGAA AGTGG TTCTG TG

INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 8:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 paru basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENT:1 a¥ 30

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 8:

GATCG ACTAG TTTCG CGCCC TTTCT ACTAG
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INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 parl basi
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(11) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENI:1 aZ 21

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 9:

GATCCTCTCACCTGCTGCTAG

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 17 p&ru basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomovd)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLIC: exon
(8) UMISTENI:1 aZ 17

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 10:

TCAGG ACTCA GGCTG CT
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INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 11:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 paru basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomovi)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(a) JIMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENI:1 a% 21

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 11:

CGAGC CGCTC CGGGC CCCAG G

INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 12:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
A)
B)
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D)

(A) DELKA: 24 paru basi
( TYP: nukleovd kyselina
TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENI:1 a% 24

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 12:

GGCCC CAGGC GGTGC TCTCA GGCG
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PATENTOVE NAROKY

Konstrukt nukleové kyseliny v y z n a ¢ u jfi ci se
t {m, %e umoZfiuje bundfnym cyklem regulovanou expresi

alespoil jednoho genu a obsahuje nédsledujici komponenty:

a) aktivdtorovou sekvenci

b) promotorovy modul obsahujici nukleotidovou
sekvenci, kterad vaZe alespoii jeden protein rodiny
E2F a jinou nukleotidovou sekvenci, kterd vaZe
nejmén& jeden protein rodiny CHF a

c) strukturni gen kédujici d&innou latku, kterd = je

exprimovdna v zdvislosti na bun&&ném cyklu.

Konstrukt nukleové kyseliny podle naroku 1
vyznadujici se t i m , 2%e promotorovy modul
(b) obsahuje nukleotidovou sekvenci, kterd véZe alespoil
jeden protein rodiny E2F, kterad a obsahuje alesponl jednu
sekvenci obsahujici oligonukleotid vybrany ze skupiny
tfvofené oligonukleotidy CTTGGCGGG, TTTCGCGCC a
TTTCGCGGC.

Konstrukt nukleové kyseliny podle ndroku 1 nebo 2
vyznadujici s e tim, ze promotorovy
modul (b) obsahuije nukleotidovou sekvenci, ktera
véd?e alespoii jeden protein rodiny CHF, a kterd obsahuje
alespoil jednu sekvenci, ve které je obsaZen
oligonukleotid TAGGAAA.

Konstrukt nukleové kyseliny podle ndroku 2 nebo 3

vyznadujici s e t im, ze nukleotidova
sekvence, kterd vaZe protein CHF lezi po sméru
‘transkripce od nukleotidové sekvence pro vazbu proteinu
E2F a mezi ob&ma sekvencemi se nachdzi triplet AGA

(CTTGGCGGGAGATAGGAAA) .

G Jf-92
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Konstrukt nukleové kyseliny podle libovolného z nirokd 1
azZ 4 vyznadcdujici se tim, 3e promotorovy
modul (b) miZe interagovat s aktivatorovou sekvenci (a)
leZici proti sméru transkripce a tim ovliviiovat po sméru
transkripce poloZené geny (c), zvléét%ﬁak tyto geny

inhibovat.

Konstrukt nukleové kyseliny podle libovolného z ndrokd 1

az 5 vyznadcuijici s e tim, ze

aktivatorovd sekvence je bun&&n& specificki.

Konstrukt nukleové kyseliny podle libovolného z nirokt 1

az 6 vvyznadcuijici s e tIim, Ze

aktivatorovd sekvence je virové specificki.

Konstrukt nukleové kyseliny podle libovolného z nirokd 1
az 7 vyznadujici se tim, 3e nukleovou

kyselinou je DNA.

Konstrukt nukleové kyseliny podle libovolného z ndrokd 1
az 8 vyznadcuijici s e t im, Zze timto

konstruktem je vektor.

Konstrukt nukleové kyseliny podle néaroku 9
vyznacdujici se tim, 3Ze timto konstruktem

je plazmidovy vektor.

Konstrukt nukleové kyseliny podle naroku 9

vyznacujici se tim, Ze jde o nevirovy

vektor.

Konstrukt nukleové kyseliny podle libovolného z niroki 1

az 11 vyznaduijici se t in , Z2e gen (c)
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kéduje G&innou létku, kterd je vybrdna ze skupiny tvorené
cytokiny, rustovymi faktory, receptory Ppro cytokiny a
rastové faktory, antiproliferativn& nebo Fytostaticky
G&inkujicimi proteiny, protildtkami, fragmenty
protiléatek, inhibitory angiogeneze, koaguladnimi faktory

a faktory inhibujicimi koagulaci.

Konstrukt nukleové kyseliny podle libovolného z narokd 1
az 12 vyznaduijicit s e tim, zZe
aktivatorovd  sekvence (a) je vybrdna @ ze skupiny
promotory, které aktivuji transkripci v endothelidlnich
putikdch, v§ butikdch hladkych svald, lymfocytech,
makrofazich, v leukemickych nebo tumorovych buiflkdch nebo
v gliovych buiikach, nebo z promotorovych sekvenci wvird

HBV, HCV, HSV, HPV, EBV, HTLV nebo HIV.

Konstrukt nukleové kyseliny podle libovolného z ndrokd 1
az 13 vyznacujic { se tim, Ze gen (c)
kéduje enzym, ktery $t8pi prekurzer 1léciva na jeho

aktivni formu.

Py

Izolované buiky vy znacuj i ¢ci se tim, Ze
obsahuji konstrukt nukleové kyseliny podle libovolného 2z

nidrokd 1 aZz 14.

Pousiti konstruktu nukleové kyseliny podle libovolného z
nidrokd 1 a¥ 14 nebo builky podle niaroku 15 pro vyrobu
16%iva k 188b& nemoci, kterd jJe spojena s nadmérnou
proliferaci punék vyznadujici se ¢t im, Ze

je dosaZeno vloeni konstruktu nukleové kyseliny do

cilové buitiky.
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Pouziti podle ndroku 16 vyznaduijici s e
t im, Ze onemocnénim spojenym s nadmérnou proliferact

bunék je tumor.

PouZiti podle ndroku 16 nebo 17 vy znadu jici

s e tim, Ze vyroba 1lé&iva zahrnuje ptrevedeni
konstruktu nukleové kyseliny podle libovolného z nirokd
1 aZ 14 do takové formy, kterd umoZni vlo¥eni tohoto

konstruktu do cilové buiiky.
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Obr. 4
CDE CHR
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