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Toto fedeni v podstats popisuje sekvence nukleovych kyselin,
které podporuji epizomélni replikaci v savich butikéch. Tyto
sekvence nukleovych kyselin zahrnuji za a) deletovanou
sekvenci OriP a za b) deletovanou sekvenci EBNA 1
operativné napojenou na promotor.
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Kompaktni replikony viru Epstein-barr

Oblast techniky

Epstein-barr virus (EBV) je lidsky oparovy virus s latentni fazi, ktery je
pouZivany v genové terapii vektorg.

Dosavadni stav technikv

Epstein-barr virus (EBV) je lidsky oparovy virus s latentni fazi
charakterizovany stabilni epizomalni propagaci cirkularni formy virove DNA.
Pro latentni replikaci fazi jsou poZadovany dva prerusované prvky DNA,
cis-actingovy zdroj replikace OriP a Epstein-barr nuklearni antigen 1 (EBNA 1),
samotny vitové kodovanv protein pro replikaci (Yates et al.. Proc. Natl. Acad.
Seii USA 81 - 3806-10. 1984: Yates et al.. Nature 313: 812-3. 1985, VétSina
EBV vektort jsou velmi velké vektory jako 10 kb nebo vice (bez inzertu).
vzhledem k velké velikosti EBNA 1 a OrilP segment(. Velikost vétsiny
existujicich EBV EBNA 1 a OriP segmentt byla interferovana s rozvojerm
zlepsené exprese vektord a tvorbou kompaktni genové exprese a stalosti kazet,
které mohou byt ulozené v jin¥eh vehikulech doddvajicich genv jako jsou
retroviry nebo adenoviry.

Podstata vynalezu

Tento vynalez v podstaté oznaluje sekvence nukleovych kyselin které podporuji
epizomalni replikaci v savéich buitkach. Tvto sekvence nukleovych kyselin
zahrnuji za a) deletovanou sekvenci OriP a za b) deletovanou sevkenct EBNA
| operativné napojenou na promotor a sckvence nukleovych Kyselin ma délku
alespoft meni nez 3 kb vihodné mensi ne? 2 kb a nejvvhodnéji mensi nez 1.8
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kb.

Ve vyhodnych provedenich sekvenci OriP zahrnuje priblizné zbytky 1-4935
SEQ ID NO: 1, sevkence EBNA 1 zahruje pfiblizné zbytky 627-1718 SEQ ID
NO: 1. a sekvence nukleovych kyselin dale zahrnuji sekvenci shodnou
polyadenylaci (napiiklad piiblizné sekvenci SEQ ID NO: 2) a promotorem je
virovy promotor.

Ve spojenych ohledech tento vynalez uvadi vektory a buiiky (napiiklad savci

butiky a vyhodnéji lidské butiky), které zahrnuji tyto sekvence nukleovych
kvselin.

Prehled obrazkl na vvkresech

Obrazek 1 popisuje sekvenci zkraceny EBV OriP a kazetu EBNA 1.

Obréazek 2 popisuje sekvenci kompaktni syntetické dvousmeérné polvadenylace,
kterd mize byt pouZita v konjukei s kompaktnim EBV replikonem.

Priklad provedeni vyndlezu

Priklad 1

Po rozsahlé deleci a mutagenezi bvla zjisténa moZnost vioZit cis- a
trans-actingové funkee nezbytné pro epizomélni replikaci EBV do fragmentu o
délee alespoii 2 kb. Ve zvlastnim piipadé ukazkove fragment o délce 1748
parii bazi. ktery reaguje jako kompaktni EBYV replikon je ukazan na obrazku |
(SEQ ID NO: 1). Tento fragment obsahuje vSechny sekvence potiebné pro
G&innou expresi proteinu EBNA-1 s vyjimkou sekvence shodné polvadenylact.
Fragment je Bgl2 az BamH1 segment, ktery obsahuje prvek OriP mezi zbytky
| a 495, modifikovany promotor z thymidin kinazového genu viru Herplex
simplex 1 mezi zbvtky 496 az 616 a kodujici sekvenci pro vypustény a
modifikovany EBNA 1 gen mezi zbytky 627 a 1718, Plasmidové vektory
salozené na této sekvenci replikugi jako epizomy v jadru transfekiovanych
bundk nchlodavéiho plivodu (Yates et all.. 1985, viz vuse).

Abv byla celkové minimalizovana délka sekvence, fragment uvedeny vvse byl
oznaden. aby mohl byt vlozen do proti sméru exprese genu sekvence




dvousmérné polyadenylace ve vhodném vektoru.

Pfiklad sekvence kompaktni syntetické dvousmérné polyadenylace je ukdzan na
obrazku 2 (SEQ ID NO: 2).

Priimvslové pouZiti

Kompaktni replikony viru Epstein-barr (EBV) nalézaji pouZiti v genové terapii
vektort napiiklad ve vehikulech dodavajicich geny jako jsou expresni vektory.
Ostatni provedeni jsou uvnitf narokd.




e e0e e - LX) LE
* L d L LR L] . L]
L] * L . .
L) . * L] * . e
_4_ . L] . . L
asee . ese G090 .

1979450

PATENTOVE NAROKY

1. Sekvence nukleové kyseliny ktera podporuje epizomalni replikact v savci
butice, pfi¢emZ uvedena sekvence nukleové kyseliny obsahuje za a) sekvenci
OriP aza b) sekvenci EBNA 1 operativné napojenou na promotor, sekvence
nukleové kyseliny ma délku mensi nez 3 kb .

2. Sekvence nukleové kyseliny podle naroku 1, kde uvedena sekvence nukleové
kyseliny ma délku mensi nez 2 kb .

3. Sekvence nukleové kyseliny podle naroku 1, kde uvedena sekvence nukleové
kyseliny ma délku mensi nez 1,8 kb .

4. Sekvence nukleové kyseliny podle naroku 1, kde sekvence OriP obsahuje
piiblizné zbytky 1-495 SEQ ID NO: 1.

3. Sekvence nukleové kyseliny podle naroku 1, kde sevkence EBNA 1 obsahuje

piibliZné zbytky 627-1718 SEQ 1D NO: 1.

6. Sekvence nukleové kvseliny podle naroku 1, kde uvedena sekvence nukleové
kyseliny dale obsahuji sekvenci shodnou polyadenylact.

7. Sckvence nukleové kvseliny podle naroku 3. kde uvedena sekvence shodné
polvadenvlace obsahuje piiblizné sekvenci SEQ 1D NO: 2.

8. Sekvence nukleové kvseliny podle naroku 1. kde uvedenvm promotorem je
virovy promotor.

9. Vektor obsahujici sekvenci nukleové kvseliny podle naroku 1. kde uvedeny
vektor je schopny replikovani jako episom v jadru trapsfektované bunky.

I3

10. Buiika obsahujici sekvenci nukleové kyseliny podle naroku 1.
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51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

901

951

1001

AGATCTCCTT

ACTACTGGGT

ACCCGGATAC

AGCATATGCT

AAATTAGGAT

ACCCAGATAT

AGCATATGCT

CTGTTCCTTA

CGTTGGGTAA

TACTACCCGG

CCCCGCCCAG

GGGCGGCGCG

CTCGAACACA

AGAGGACGAG

ATCAGGGCCA

GTTGCATTGG

GCGGGAGGGG

AGGCCGGGGT

GCCGCCGGGG

GCCAGGGGGA

TAGTCAGTCA

GGGAGGTGGC
ATCATATGCT
AGATTAGGAT
ACCCAGATAT
AGCATATACT
AGATTAGGAT
ACCCAGATAT
GGACCCTTTT
CATATGCTAT
GRAGCATATG
CGTCTTGTCA
GTCCCAGGTC
GCTGCAGGCC
GACGAGGAGG
AGACATAGAG
CTGCAAAGGG
CAGGAGCAGG
CGAGGAGGTA
TAGAGGACGT
GAGGTCGTGG

TCATCATCCG

1/3

GGCATATGCA
GACTGTATAT
AGCATATACT
AGATTAGGAT
ACCCAGATAT
AGCCTATGCT
AGATTAGGAT
ACTAACCCTA
TGAATTAGGG
CTACCCGTTT
TTGGCGAACT
CACTTCGCAT
GCCATCATGG
CGGAAGACCA
ATGGTGTCCG
ACCCACGGTG
AGGTGGAGGC
GTGGAGGCCG
GABRAGAGCCA
ACGTGGAGAA
GGTCTCCACC

FIG. 1

AAGGATAGCA

GCATGAGGAT

ACCCAGATAT

AGCCTATGCT

AGATTAGGAT

ACCCAGATAT

AGCATATGCT

ATTCGATAGC

TTAGTCTGGA

AGGGTTAATA

CGAACACGCA

ATTAAGGTGA

CACATGGACG

GGAGCCCCGG

GAGACCCCAA

GAACAGGAGC

CGGGGTCGAG

GGGTCGAGGA

GGGGGGGAAG

ARGAGGCCCA

GCGCAGGCCC

CTCCCACTCT
AGCATATGCT
AGATTAGGAT
ACCCAGATAT
AGCATA&GCT
AGATTAGGAT
ATCCAGATCG
ATATGCTTCC
TAGTATATAC
AGGGGGATCT
GATGCAGTCG
CACGCGCGGC
AGGACGGGGA
GCGGCTCAGG
AAACGTCCAA
AGGAGCAGGA
GAGGCAGTGG
GGTAGTGGAG
TCGTGAAAGA
GGAGTCCCAG

CCTCCAGGTA




1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

GAAGGCCATT

CAAGAAGGCG

TCAGGGTGAT

GTGGTCAAGG

AGAGCTCTCC

TTGGGTCGCC

ACCTAAGGCG

TTGAGTCGTC

CCCGCTAAGG

ATATATTTGC

AAGCCCGCTC

TGGAGTAGAT

CGGAGGGTGA

GGTGAGGAAG

TTTCCACCCT
GCCCAGATGG
GGAGGCAGGC
AGGTTCCAAC
TGGCTAGGAG
GGTGTGTTCG
AGGAACTGCC
TCCCCTTTGG
GAGTCCATTG
TGAGGTTTTG
CTACCTGCAA
TTGCCTCCCT
TGACGGAGAT

GGCAGGAGTG

2/3

GTAGGGGAAG
TGAGCCTGAC
GCAAAAAAGG
CCGAAATTTG
TCACGTAGAA
TATATGGAGG
CTTGCTATTC
AATGGCCCCT
TCTGTTATTT
AAGGATGCGA
TATCAGGGTG
GGTTTCCACC
GACGGAGATG

ATGTAACTTG

FIG'. 1

(SEQ ID NO:

CCGATTATTT

GTGCCCCCGC

AGGGTGGTTT

AGAACATTGC

AGGACTACCG

TAGTAAGACC

CACAATGTCG

GGACCCGGCC

CATGGTCTTT

TTAAGGACCT

ACTGTGTGCA

TATGGTGGAA

AAGGAGGTGA

TTAGGAGACG

1)

TGAATACCAC
GCAGCGGGGG
GGAAAGCATC
AGAAGGTTTA
ACGAAGGAAC
TCCCTTTACA
TCTTACACCA
CACAACCTGG
TTACAAACTC
TGTTATGACA
GCTTTGACGA
GGGGCTGCCG
TGGAGATGAG

ATGGATCC
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3/3

1 GGATCCAAAA ATAAAATAAA ATAAAAATTA AAAAAAAAGT GTTGTGTCAC
51 ACAAAAAACC AACACACATT TTTTTTTGTT TTTATAAACC CTTTATTGTT

101 AAC

FIG. 2
(SEQ ID NO: 2)




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

