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Rekombinantni nukleova kyselina obsahujici
negativni regulaéni elementy pro nervové
specifickou expresi transgenu a jeji pouziti
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{37} Anotace
ReSeni se ka nosyeh konstrukiu a zpusobu fizeni exprese
nukleoveeh kyseling zejména konstrukio obsahujicich
sekvence NRSE, kterymi Ize dosdhnout cilené exprese
transgenu v nervovyeh burkiach in vivo nebo ex vivo. Reseni
jc 2¢jména vhodné pro aplikace pfenosu genu in vivo, nape.
pro téely genové terapic nebo védeckého vy Zkumu.
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Rekombinantni nukleova kyselina obsahujici negativni regulacni elementy pro nervové
specifickou expresi transgenu a jeji pouziti

Oblast techniky

Predkladany vynalez s¢ tyka nove rekombinantni nukleove Kysehny. konstrukti a vektoru, obsa-
hujicich tyto konstrukty, které umoziuji regulovat expresi nukleovych kyselin, Konkrétné se
vynalez tyka novvch zplsobl. konstruktdt a vektorl, které umoZiuji dosahnout cilené exprese
transgenu v nervovych buikach in vivo nebo ex vivo, Vynalez je zejména vhodny pro aplikace.
kde se gen piendsi in vivo, napf. pfi [é¢ebném neho vyzkumném pouziti.

Dosavadni stav techniky

Genova terapie fn vivo nebo ex vive umoziuje lokdlni a Gcinny prenos gend (transgeni)
koddujicich pozadované faktory, a to zejména do nervového systému hostitele. V tomto ohledu
byla usp&iné pouzita fada vektort pro pienos riznych transgend do nervovyeh bunék in vive
nebo ex vivo. Mezi t€mito vektory lze uvést zejména virové vektory typu adenoviru, AAV nebo
HSV, nékteré nevirové vektory typu kationtovyeh polymert (napf. polvetylenimin). Tyto vektory
umoznily 0¢inné a trvale prenést geny do bunék nervového systému in vive (WO 94/08026,
WO 93/09239 a WO 96/02655). Moznost uskutecnit takovy prenos genii skyta Siroké pole
aplikaci, zejména v oblasti mediciny. Tyto vektory lz¢ uZit pro genovou terapii i vivo nebo
ex vivo. V soucasnc dob¢ jsou v béhu klinické studie tykajici se pfenosu trotickveh faktord do
nervovych bunék. Tyto vektory lze také uzit pro vytvoreni transgennich zvifat, kterd umozni
testovani sloucenin, nebo pro riizné znacici studie nebo studic biologické dostupnosti. Ve vech
téchto aplikacich, i kdyZ se zd4, Ze je dosazeno (¢inného a trvalého pienosu, je nezbytna potieba
recgulovat expresi transgenl. Byly jiz popsany rizné systémy, kieré se pokousely omezit expresi
transgenu vylutné na uréitou tkan, napi. pomoci tzv. tkaiové specifickych™ promotor ncbo
komplexnich chimérickych systémii, které vyzadovaly pouziti nékolika konstrukti a/nebo regu-
laénich faktor. Jako ptiklad tkarové specifického promotoru lze zminit konkrétné promotor
gliového fibrilarniho kyselého proteinu, ktery je zejména aktivni v gliovych nervovych buiikach.
Aviak regulacni systémy. které jsou v soucasnosti dostupné, trpi nékterymi nevyhodami, zejména
tim. Ze jejich sila a/nebo selektivita nejsou vzdy dostatecné. Takze u valné vétdiny znamych
systémti je dobré selektivity dosazeno na (kor sily promotoru a je tudiz obtizné dosahnout expre-
se. ktera je souCasng dostatedn¢ silna, stala a speciticka.

Predkladany vynalez poskytuje konstrukty a vektory obsahujici tyto konstrukty, kieré umoziiuji
odstranit nevyhody dosavadniho stavu techniky. Predkladany vynalez popisuje chiméricky pro-
motor, ktery umoziiuje neuronové zacilenou expresi. Vynalez vyuZziva negativni regulaéni ele-
menty, které zabraiuji expresi genu v jinych buiikach nez nervovych buiikach. Konstrukty tohoto
typu vykazuji fadu vyhod ve srovnani se systémy dosavadniho stavu. Na jedné strané, jelikoz
represorové sekvence a viudypfitomné (). nespecifické) promotory jsou Casto kriatké a dobre
charakterizované, je mozné je snadno kombinovat s daldimi regulaénimi elementy. Na druhé
stran¢, tyto reguladni elementy lze teoreticky kombinovat s jakymkoliv viudypfitomnym (ubikvi-
tarnim) promotorem a tudiz predstavuji vtipny systém, ktery dovoluje dosdhnout nervové speci-
fické cxprese pozadovaného transgenu jednoduchym zpisobem. dokonce i tehdy. kdyz pouzity
vektor nema Zadny nebo mé jen maly tropismus pro nervové buitky. Velky pocet studii popisuje
cis sckvence, Které potlacuji transkripei neuronovych genti v jinveh nez nervovych buikach.
Jeden typ sekvence s touto vlastnosti je element NRSE (,.ncurone restrictive silencer element®,
neuronovy element restriktivniho umléeni), oznacovany také RE-1s (represorovy element |).
NRSE je kratké sekvence, piblizné velikosti 21 bp, ktera byla nalezena v poloze proti sméru
transkripce (.upstream™) nékolika neuronovych gent: napé. genu SCG10 [17. genu pro sodikovy
kanal 11 [2] a synapsin I [3]. Kromé toho analogické sekvence byly nalezeny proti sméru tran-
skripce velkého podiu neuronovych geni, i kdyZ jejich funkce nebyla dosud vzdy prokazana [4].
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Tyto sekvence NRSE reprimuji (potlacuji) expresi genu v jinych nez nervovych buikach tim, ze
vazi specifické transkripéni faktory, tj. protein NRSF (.neuron¢ restrictive silencer factor™,
neuronovy restriktivai umléovaci faktor). nazyvany také REST (RE-1. .silencing transcription
factor™. RE-1 faktor uml¢eni transkripee), ktery je pfitomen vyluéné v jinveh buiikach nez nervo-
vych [5]. Tento protein patfi k rodiné transkripénich fakiori sc ..zinkovymi prsty”. V pribehu
vyvoje zasahuje, aby inhiboval represi neuronovych genti v ostatnich buiikach kromé nervovych.
a i v dospélosti se podiii na udrzovam teto represe. Vyzkumne skupiny. které charakterizovaly
piitomnost sekvenci NRSE proti sméru transkripce ncuronovych genil také ovéfily schopnost
téchto sekvenci sniZzovat expresi reportérového genu po transfekei jinych bunék nez nervovych,
Aby se toto ovétilo, kombinovala se sekvence NRSE s minimélnim heterolognim promotorem.
coZ je promotor. ktery dovoluje pouce bazalni transkripei. Tak napi. kdyz byla sekvence NRSE
kalciového kanalu I umisténa proti sméru transkripce promotoru thymidinkinazy. cxprese repor-
térového genu se snizila na polovinu v buiikich jinych nez nervovych [9]. A podobné také dvé
kopie sekvence NRSE synapsinu [ kombinované s minimalnim promotorem ¢ fos snizily expresi
v bunikach jinveh nez nervovyeh 073 % |[3]. Kromé toho pfitomnost sckvence NRSIE také
umoznila to, Ze aktivita promotoru SV 40 byla regulovana v bunkach jinych nez nervovych [10].

Aviak sekvence NRSE nebvly nikdy uzity k fizeni exprese silného viudyptitomného (nespecitic-
kého) promotoru, ant nebyly vyuZzity 7 hlediska genové terapie. Takze dosud nebylo ukazino, zda
tyto sckvence jsou schopny potladit expresi, kterd je indukovana silnym promotorem. Podobné
také nebylo dosud nikdy ukdzano, jestli jsou tyto sckvence aktivii in vivo, kdyZ jsou umistény do
chimérick¢ho prostiedi. Obecené fedeno, dosud nebylo prokazano, zda tyto sekvence jsou aktivni
in vive, kdyZz se zkombinujt s heterolognim promotorem.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka rekombinantnich nukleovych kyselin, které dovoluji nervove speci-
fickou expresi gend. Vyndlez se také tyka vektord, které obsahuji takové nukleové kyseliny,
zejména virového plvodu, a také bunék, které obsahuji tyto nukleové kyseliny a/nebo vektory.
Vynalez se také tyka specifickych chimérickych promotord, které jsou schopny exprimovat geny
specificky v nervovém systému fr vivo. Vynélez se dale tyka farmaceutickych kompozic, kreré
obsahuyi tyto elementy a jejich pouziti pro pienos gent.

Prvnim aspektem predkladaného vyndlezu je rekombinantni nukleova kyselina. ktera obsahuje:

—  ubthvitarni promotor
—  jednu nebo nékolik sekvenci NRSE, a

—  lerapeuticky gen.

Konstrukty podle vyndlezu tudiz obsahuji Gsek pro represi, v jinych buikach nez neuronech.
aktivni exprese terapeutického genu, ktery je indukovan promotorem. Tento represorovy tsck se
sklada 7 jednoho nebo nékolika motivi NRSE.

Motiv. NRSE, ktery se uziva podle piedkladaného vynalezu. vyhodné obsahuje nasledujici
sekvenci velikosti 21 bp nebo alespoit jeji ¢ast:

TTCAGCACCACGGAGAGTGCC (sekvence id.

(813

1)

Tato sekvence odpovida sekvenci NRSE genu SCG10 [2]. Nicméné je jasné, ze moliv NRSE
pouzity podle pfedkladaného vynalezu mize obsahovat 1 n&jaké variace ve srovndni s touto sck-
venci, pokud si uchovava vyse uveden¢ represorové vlastnosti. Sekvence typu NRSE vykazujicl
ur¢ity stupen variability byly nalezeny v riznych genech. jak bylo popsano v publikovaném ¢lan-
ku Schoenherr et al. [4]. ktery je pné zahmut formou odkazu. Na zakladé pozorovanych variant
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byla identifikovana kanonické sekvence NRSE, ktera odpovida sckvenci, se kierou se lze nejcas-
€)1 setkat. Jde o nasledujici sekvenci:

y
;.

[

TTCAGCACCACGGACAGCGCC (s=kvence id. C.

Vyhodné varianty sckvence podle pfedkladaného vynalezu obsahuji substituce tykajici se | az
5 paru bazi v sekvenci id. €. 2. Vyhodnéji jsou to varianty tykajici se | az 3 part bazi. Nejvyhod-
nejt se varianty tykaji zbytko 1. 2. 10, 11, 15, 18, 19 a/nebo 20 vySe uvedene sekvence. dSubstitu-
ce mohou odpovidat deleci nebo nahrazeni baze jakoukoliv jinou bazi. Takze motiv NRSE je
predstavovan obecné celou nasledujici sekvenci nebo jeji ¢asti:

[

NNCAGCACCNNGGANRGNNNC f{sekvence 1a. <. 3j,
il

kde N znamena bazi vybranou ze A. T. C a (5. Specifické piiklady motiviit NRSE. které 1ze uzit
podle predkladaného vynalezu, jsou nasledujici:

TTCAGCACCACGGACAGCGCC (sekvence id. &. 2)
TTCAGCACCACGGAGAGTGCC (sekvence id. &. 4)
TTCAGCACCGCGGACAGTGCC (sekvence id. &. 5)
TTCAGCACCTCGGACAGCATC (sekvence id. &. %)
TTCAGCACCGCGGAGAGCGTC (sekvence id. &. 7)
TCCRGCARCZCGTGGACAGAGCT (sekvence id. &. 8)
TTCACCACCGAGGACGGCGGA (sekvence id. &. 9)
ATCAGCACCACGGACAGCGGC (sekvence id. ¢. 10)

{

TTCAGCACCTAGGACAGAGGC (sekvence id. &. 11)

Kromé toho tyto motivy mohou obsahovat. na jednom ¢z koneh nebo na obou koncich, dalii baze.
kter¢ neinterferuji s vySe popsanou represorovou aktivitou. Konkrétné tyto dal§i biaze mohou
obsahovat restrikéni mista. ncutralni sekvence nebo sekvence pochazejici z klonovacich krokl
a obsahujici napt. dseky plazmidu nebo vektoru. nebo sekvence, které obklopuji motiv NRSE
v plivodnim genu,

Tyto rlizn¢ motivy lze piipravit jakymkoliv zptisobem pro piipravu nukleovych kyselin odborni-
kovi znamym. Takze je lzc napf. pripravit postupem automatizované syntézy uzitim komeréné
dostupncho automatického syntetizatoru nukleovych kyselin. Také je lze ziskat screeningem
DNA knihoven. napr. hybridizaci se specifickymi sondami nebo vazbou na specifické NRSF
faktory. Kromé tohe jakakoliv varianta sekvence id. €. | muze byt identifikovéna v DNA kni-
hovné metodou vyhledavani homologic.

Jakmile je motiv NRSE syntetizovan, muze byt funkéné testovan. Prvni test zejména obsahuje
stanoveni schopnosti daného motivu vazat NRSF faktor. To lze provadét riznymi zplsoby, napf.
experimenty s retardaci migrace v gelu, jak to bylo popséno v publikacich Mori et al. [2] nebo
Schoenherr et al. [5], které jsou zahrnuty formou odkazu. Pak se stanovi schopnost motivu repri-
movat expresi, & to tak, Ze se tento motiv vlozi do plazmidu, ktery obsahuje reportérovy gen
{chloramtenikolacetyltransferaza, luciferaza, lacZ. atd.} Fizeny promotorem, a porovnaji se hladi-
ny exprese reportéroveho genu v nervovyeh buikach a jinych nez nervovych bunkach. Tento
postup je napf. popsan v publikaci Schoenherr et al. [4, 5] a také v pfikladech. Vyhodné je motiv
povazovan za funkeni pokud poskytuje expresi reportérového genu v nervovych buiikach a jinych
nez nervovyeh bunkach lisici se alespon o 40 %. Vyhodnéji je rozdil v expresi alespon 50 %,
nejvyhodnéji alespon 60 %.

Jak iz bylo uvedeno vyse, nukleova kyselina podle vynalezu obsahuje jeden nebo nékolik motivi
NRSE, kter¢ byly definovany vysc. Pokud je pfitomno nékolik motivl, tentyZ slejny motiv se
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mize opakovat nékolikrat nebo je piitomne nékolik vaniant. Vyhodné konstrukty podle vynalezu
obsahuji jeden motiv, ktery se opakuje nékolikrat. Konstrukty mohou obsahovat az 50 motivi.
Vyhodné je jeden motiv opakovan 2 az 20 x, vyhodné 3 az 15 x. Jak je ilustrovano v peikladech.
vyhodné vysledky byly ziskdny, kdyz byl motiv opakovan 3, 6 nebo 12 x, a zvlasté vyznamné
vysledky byly ziskany, kdyz byl motiv opakovan 6 a 12x.

motivy NRST se vkiadaji do konstruktl v jakémkoilv netranskribovanéim nebo netransiatovanem
useku nebo v intronu. Vyhodné se vkladaji do nekédujicich aseki 5'- konce a jesté vyvhodné)i do
proximalnibo tseku promotoru. Navic, jelikoz je aktivita téchto motivii nezavisla na jejich orien-
taci, je mozné je vloZit v orientaci souhlasné se smérem transkripce nebo v opaéné. A nakonec.
kdyz se pouzije nékolik motivi, jsou vyhodné uspofadany do tandemu. v jednom a témze Useku
konstruktu. Avsak je jasné, Ze mohou byt take vioZeny do riznyeh useki.

Druhy element, ktery je soucasti molekuly nukleové kyseliny podle predkiadaného vynalezu, je
promotor. ktery umoziuje, aby byl transgen exprimovan v poZadované bufice. Vyhodnym pro-
motorem je promotor, ktery j¢ aktivni v nervovych bunikach nebo tkanich, a zvIasté eukaryoticky
promotor. Promotor miize byt napf. ubikvitarni, tj. vSudyptitomny, nespecificky promotor. ().
promotor. klery je funkéni ve vetding typl bunék. Vyhodnéjsi jc cukaryoticky ubikvitarni promo-
tor.

Promotor je budto autologni. ). promotor, ktery pochazi ze stejného biologického druhu jako
buiika. v niz ma dojit k expresi. nebo je to promotor xenogenni. ktery pochézi z jiného druhu.
K vyhodnym piikladim viudypfitomného cukaryotického promotoru patfi silné promotory jako
je promotor genu fosfoglyceratkinazy 1 (PGK). Tzv. silnym promatorem je minén jakvkoliv pro-
maotor, jehoz aktivita je srovnatelnd s aktivitou virového promotoru. V eukaryotickych organis-
mech je PGK enzym Ggastnici se glvkolyzy. U mysi promotor tohoto genu velikosti priblizné
500 bp obsahuje tzv. zesilovaci uUsek {.enhancer*) (—440/-120) a promotorovy usek
(~120/+80). ktery obsahuje nékolik inicia¢nich mist transkripee [6]. Uéinnost promotoru PGK
byla ovérena v pfedchozich experimentech jak in vitro tak in vivo |7, 8.

V jednom vyhodném provedeni se vynalez tyka nukleové kyseliny, ktera obsahuje promotor
PGK a jednu nebo nékolik sekvenci NRSE. Jak je ilustrovano v piikladech, tento tvp konstruktu
umoznujc nasmérovat nervove specitickou expresi transgenu. Vynalez se dale tyka chimérického
premotoru, ktery obsahuje silny ubikvitarni promotor a jednu nebo nékolik sekvenci NRSE.
Vyndlez ukazuje, ze tyto sekvence NRSE lze uzit u¢inné k represi aktivity silného promotoru,
ato i v podminkach in vive. To tudiz umoZiuje vyuzit tyto nové promotory v celé rad¢ aplikaci.
Specificky chiméricky promotor podle predkladaného vynalezu je predstavovan promotorem
xNRSE-PGK, kde x je celé ¢islo od 1 do 50, vyhodné od | do 20.

Piikladem dalsich ubikvitarmich cukarvotickych promotord, které 1ze uzit v piedkladaném vyna-
lezu, jsou promotory. které fidi expresi geni obligatorniho bunééného metabolismu (to jsou geny
zakladniho metabolismu zvané .domestic™ nebo [ housekeeping™ geny, které koduji proteiny
nezbytné pro funkce spolecné viem bunkdm, jako je napf. dychani). Piiklady téchto gent jsou
geny enzymi zuastnénych v Krebsové cyklu, v bunééném dychani nebo transkripei a replikaci
jinyeh gent. Specifickym prikladem promotoru, ktery lze zminit, je promotor genu o l—antitryp-
sinu, J—aktinu. vimentinu, aldolazy A ncho Efla (clongaéni fakior).

Promotor, ktery |ze uzit podle predkladaného vynalezu mize byt také eukaryoticky promotor
neurospecifického typu, coz jesté zlepsi specifitu pro nervové buiiky. Piikladem takového promo-
toru, ktery lze zminit, je promotor genu NSE (enolaza specificka pro newrony), NF (neuroifi-
famenta). T11 (tyrosin hydroxyldza), DAT (prenased dopaminu), CHAT (cholinacetyliransferaza),
DBH (dopamin—B-hydroxylaza), TPH {tryptofanhydroxylaza) a GAD (dehydrogenaza kyseliny
glutamove), obeenépi fedeno viechny promotory genl pro enzymy syntézy nebo transportu
nervovych prenasei (neurotransmitert, neuromediatorit) nebo promotory gent, jejichz exprese
Je specificka pro dané typy nebo subtypy nervovych neho gliovych bungk.
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Nakonec vynales také zahruje vziti virovych promotori, napt. CMV (cytomegalovirus), RSV
(virus Rousova sarkomu}). TK {thymidinkinaza), SV40 (opi¢i virus) a LTR (dlouha koncova repe-
tice).

Kromé toho obsahuje nukleova kyselina podle predkladaného vynélezu terapeuticky gen. Tera-
peuiicky gen znanend ve smysiu predkiadanéno vynaiezu jakoukoliv nukieovou Kyseiinu. ktera
obsahuje atespon jeden otevieny Cteci ramec, ktery koduje RNA terapeutického nebo vakeina¢ni-
ho polypeptidu. Nukleové kyselina je komplementarni, genomova. synteticka nebo semisynte-
ticka DNA. Muze byt rizného pivodu, ze saved, rostlin. vird nebo mize jit o umélou sekvenci.
Transkripcni nebo translaéni produkt vykazuje terapeutické nebo vakcinadni viastnosti. Speci-
fickym prikladem jsou enzymy, ristové faktory (zejména trofické faktory). ncurotransmitery
nebo jejich prekurzory, toxické faktory (thymidinkinaza apod.), protilatky nebo fragmenty proti-
latek atd.

Vynalez se také tyka uziti konstruktd podle vvnélezu k nasmérovani exprese jednoho nékolika
gent kodujicich RNA nebo protein, ktery je tfeba exprimovat v neuronu, aniz by doslo k jeho
expresi v jinych bunkdch, k vytvofeni zvifecich modelli nebo pro 0gely substituéni nebo supre-
sivni. ctiologické nebo symptomaticke [é¢by. Mohou to byt geny napt. z rodiny trofickych fakto-
ri jako neurotrofiny (NGF, BDNF, NT3. NT4-5, GMF atd.). rodiny ristovych faktora (jako
fibroblastovy riistovy faktor, FGFa a FGFb), rodiny vaskularniho endotelového ristového faktoru
(VEGF). epidermalniho ristového faktoru (EGF) a superrodiny TGF[3, véetné rodin GDNF/neur-
turin a TGTf3.

Mohou to byt také geny, které koduji cytokiny, napt. CNTF. LIF, onkostatin M nebo kardiotro-
fin 1, nebo proteiny rodiny interleukini.

Mohou to byt take geny, které koduji receptory téchto mnoha riiznyeh faktord nebo hieré koduji
transkripeni faktory, které reguluji expresi riznych faktori. Také to mohou byt geny, které koduji
enzymy syntézy ncho degradace riznych neurotransmiterd a neuropeptidii nebo jejich prekur-
zort. nebo kofaktory, které jsou nezbytné pro jejich syntézu nebo katabolismus. nebo jiné trans-
kripeni faktory. které reguluji expresi téchto proteind. také mize jit o geny kodujici receptory
neurotransmiteri/neuropeptidd {nebo jejich podjednotky) a nebo proteiny. které se uéastni v dra-
ze signalni transdukce.

Dalsimi zajimavymi geny z hlediska predkladaného vyndlesu jsou zejména geny kodujici anti-
oxidanty. napf. SOD (superoxidismutaza). GPX (glutathionperoxidaza). katalazu nebo enzymy
bunééneho dychani, enzymy zicastnéné v bunééném cyklu jako je napf. p21, nebo jiné protei-
nove inhibitory dependentnich kinaz, a také geny souvisejici s apoptézou jako jsou ICE, Bel?2,
BAX. atd.

Obecne teceno, jakykoliv gen, jeho anomalni exprese zplisobuje poruchu nervového systému
mize byt exprimovan v konstruktu podle predkladaného vynalezu, jako napf. geny. jejichz muta-
ce je piimou pFicinou nemoci nebo geny, jejichz produkty se podileji na stejné metabolické draze.
Geny mohou také byt toxické geny pro protinadorovou terapii (napf. thymidinkindza nebo cyto-
sindeaminaza), geny pro antisense RNA nebo ribozymy, a nebo reportérové geny pro vyvojové
studic nebo pro vyzkum kinetiky a biologické dostupnosti, jako je gen 3—galakatosidazy. lucife-
razy nebo zelencho fluorescenéniho proteinu GFP (.areen fluorescent protein™). Také to mohou
byt geny, kieré jsou souCasti systému podminéné rekombinace v nervovém systému pro vytvofe-
ni zvifeciho modelu, jako jsou napi. transgenni zvifata, véetné systému podminéncho vyfazeni
genu {..knockout™).

Je ziejmé. Z¢ odbornik je schopen uzpiisobit pozadovany gen oéekavanému pousiti.
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V nukleové Kyseliné podle piedkladaného vynalezu jsou jednotlivé elementy uspofadany tak. z¢
promotor Fidi expresi terapeutického genu a sekvence NRSE (jedna nebo nékolik) fidi aktivity
promotoru. Obecné je tedy gen umistén po sméru transkripee (.downstream™) od promotoru a ve
shodné fazi s promotorem. Dale regulacni dsek je obecné umistén proti sméru transkripce
(.upstream™} od promotoru. agkoliv to neni pro aktivitu nezbyiné, jak bylo Jiz zminéno vyse.
Vzdalenost mezi regulacnim sekem (sekvence NRSE) a promotorem je proménliva v zavislosti
na povaze pouzité sekvence a podtu opakovani motivu NKSE. Vyiodne jsou reguiacni sekvence
umistény ve vzdalenosti mensi nez 2 kb od promotoru, vyhodnéji ve vzdalenosti mensi nez | kb
od promotoru.

V jednom vyhodném provedeni vynalezu jsou sckvence NRSE kombinovany s regulacnim systé-
mem, aby byla jemn¢ Fizena exprese nukleové kyseliny v buice. 1.ze uvést zvIaste regulacni
systém uZivajici na jedné strané tetracyklinem kontrolovany transaktivator tTA a na druhé strané
promotor senzitiviri k tTA, které byly popsany napf. v patentové piihlasce FR 98/140080, ktera je
formou odkazu soucasti pfedkliadaného piihlasky. Strugné shrnuto. nukleova kysclina se sklada
z prvniho tseku, ktery obsahuje nukleovou kysclinu kddujict systém tetracyklinem-regulovaného
transaktivatoru (1TA) fizeny promotorem, ktery je senzitivni k tTA. Tento senzitivai promotor
muze byt jakykoliv promotor, dokonce i silny promotor, jehoZ aktivita se zvysuje v piitomnosti
transaktivatoru. Ze strukturniho hlediska tento promotor obsahiuje ve své sekvenci nebo ve funke-
ni vzdalenosti od své sekvence alespoii jedno misto pro navézani faktoru tTA (operatorovy hsek.
Op). Vyhodné jsou tyto dva useky oddéleny. Pfi realizaci vynalezu je mozné sekvence NRSE
umistit proti sméru transkripce od tTA-senzitiviniho promotoru, aékoliv to neni podminkou jejich
aktivity, v¢etné polohy mezi dvéma vyse popsanymi Gseky. Toto vyhodné provedeni predklada-
ného vyndlezu umoZziuje dosahnout soucasné nejen regulace exprese nukleové kyseliny tetra-
cyklinem, ale také tkanové specificnosti exprese, zejména pro nervové buiiky, coz umoziuje
sekvence NRSE. Kromé toho tato jemnd regulace promotor zajistuje pozoruhodnou ¢innost
a spolehlivost exprese transgenu, jak je to potiebné pro genovou terapii.

Predkladany vynalez sc také tyka vektord, které obsahuji nukicové kyseliny definované v pred-
chozim popisu. JelikoZ tyto vektor jsou vyhodné schopny transdukovat savéi buiky. a konkrétné
lidské nervové buiiky, neni nutné, aby mély zvlastni tropismus pro uvedené buiiky. takze vynalez
vyhodn¢ umoziiuje pouzit jakykoliv typ vektoru. Miize to byt plazmidovy vektor (plazmid, epi-
som, umely chromosom atd.) neb virovy vektor. Z virovych vektord jsou vyhodné napt. vektory
odvozené z adenovirl, AAV a herpetickych vird, jejichz tropismus pro nervovou tkaf a nervoveé
buiky byl jiz dikladn¢ dokumentovan ve stavu techniky. Lze zminit i jiné viry, jako jsou napt.
retroviry nebo rhabdoviry. Piiklady uvedené v této pihlace ukazuji, Ze aktivita sekvenci NRSL:,
kter¢ byly vloZeny do virovych vektoril, je vyznamna. Takze zcela neodekdvané bylo zjisténo, ze
kdyz byly sekvence NRSE. a sice 6 a 12 sekvenci. vlozeny do virového vektoru (adenovirus).
snizily expresi transgenu v burikach jinych nez nervovych o 91 a 98 % in vitro a 0 90 a 96 % in
vivo. Tyto vysledky demonstruji. Ze je moZné podle tohoto jednoduchého systému diky regulag-
nitm sekvencim exprimovat pozadované nukleové kyseliny specificky v nervovyeh bufikach, aniz
by doslo k exprest v ostatnich buiikach. Kromé toho sekvence NRSIE vykazuji 7naéné vyhody,
nebot” vzhledem ke své mal¢ velikosti jsou zviadté vhodné pro regulaci exprese geni, které jsou
vlozeny do vektoru, kde je omezeny prostor pro vloZeni regula¢nich sekvenci. Navic jc moiné
kombinovat tyto sckvence s jinymi regulaénimi systémy v jednom a témze vektoru.

Predkladany vynalez se zvlasté tyka také rekombinantniho defektniho viru, ktery obsahuje poza-
dovanou nukleovou kyselinu pod kontrolou expresnich sekvenci, pricemz tyto expresni sekvence
obsahuji promotor a jednu nebo nékolik sckvenci NRSE.

Obeené rekembinantni virus podle predkladaného vynilezu je defektni, tzn. neni schopen auto-
nomni replikace v burice. Produkce defektnich rekombinantnich vird je odbornikiim znama, pro
ustraci lze uvést napf. publikace Graham, F. a Prevee. L. (In: Methods in Molecular Biology
(1991) Murray E. ). (ed.). The Human Press Inc.. Clifton. NJ, kapitola 11, str. 109-128). Kazdy
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z téchto vird maze byt pfipraven v enkapsidacni bunééne linii, kterd obsahuje funkci deficitni ve
viru. Takove bunééne linie byly popsany v odborng Iiteratute (napf. linie 293 a jeji derivaty).

V jednom provedeni vynalezu je defektni rekombinantni virus adenovirus. Byly charakterizovany
riizné sérotypy tohoto viru. jejichz struktura a vlastnosti jsou ponékud rozdilné. Podle ptedklada-
ného vynélezu je vyhodné uziti sérotypi 2 nebo 5 lidského adenoviru (Ad 2 ncbo Ad 5) nebo
adenovirll zvifecino pilvodu (viz priiaska W94/26914). Adenoviry zvireciho pavodu, které
mohou byt uzity podle predkiadaného vynalezu jsou napi. psi, hovézi nebo mySi adenoviry (napr.
Mavl, Beard et al.. Virology 75 (1990) 1981). nebo adenoviry ovei, prasat, ptaka nebo opis
(napi. SAV). Vyhodné adenoviry zviteciho plvodu jsou psi adenoviry, vyhodnéji adenoviry
CAV2 (napf. kimen Manhattan nebo A26/61 {ATCC VR-800)). Padle piedkladanéhe vynalezu je
vyhodné vziti adenovird lidského nebo psiho pivodu nebo snizeného pavodu.

Vyhodné¢ adenovirus podle predkladaného vynalezu obsahuje sekvence ITR, cnkapsidacni
sekvenci a nukleovou kyselinu podle vyndlezu. Jesté vyhodnéji je alespon Gsek E1 nefunkéni
v genomu adenoviru podle predkladaného vyndlezu. Tento gen je mozné udinit nefunkénim
kterymkoliv v oboru zndmym zplsobem, zejména uplnou deleci, nahrazenim, ¢asteénou deleci
a adici jedné nebo nékolika bazi. Takové modifikace lze provést i vitro (s izolovanou DNA)
nebo in situ, napt. S vyuzitim metod genového inZenyrstvi a nebo pomoci plisobeni mutagenti.
Mohou byt modifikovany 1 jiné dseky, zgjména E3 ((WO95/02697). E2 (W09Y4/28938), 4
(WO94/28152, W094/12649, W(095/02697) a L5 (W(95/02697). Ve vyhodném provedeni
vynalezu obsahuje adenovirus podle vynalezu deleci v Gseku ET a E4. V jiném vyhodném prove-
deni obsahuje deleci v Gseku El, do které je vloZen dsek E4 a pezadovana nukleova kyselina
podle vynalezu (viz FR94 13355). Rekombinantni adenovirus miaze byt také adenovirus, ktery je
defektni napt. v iscku E1 a/nebo E2 a/nebo E4. Ve viru podle predkladaného vynalezu je delece
v scku E1 vyhodné v useku nukleotidu 455 az nukleotidu 3329 v pripadé sekvence adenoviru
Ad5.

Defektni rekombinantni adenoviry podle piedkladaného vynalezu mohou byt pipraveny jakym-
koliv zptisobem odbornikiim znamym (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195, [P 185 573; Gra-
ham, EMBO J. 3 (1984) 2917). Mohou byt pfipraveny zejména napf. napfiklad homologni
rekombinaci mezi defektnim virem a plazmidem nesoucim. kromé jiného, sekvenci nukleové
kyseliny podle vynalezu nebo pozadovanou nuklcovou kyselinu pod kontrelou expresni sekvence
obsahujici promotor a jednu nebo nékolik sekvenci NRSE. K homologni rekombinaci dojde
v disledku kotransfekce uvedencho adenoviru a plazmidu do vhodné bunééné linie. Vhodna
bunééna linic, ktera se mhze pouzit. vwhodné musi 1) byt transformovatelna uvedenymi prvky
a 1l) obsahovat sekvence, kter¢ jsou schopny komplementovat ¢ast genomu replikaéné defekiniho
adenoviru, vyhodné v integrované formé, aby se zabranilo riziku rekombinace. Piikladem buné¢-
né linie, ktera se mize vzit, je linic lidskych bunék 293 z embryonalni ledviny (Graham et al..
J. Gen. Virol. 36, 1977, 59), ktera obsahuje levou ¢ast genomu adenoviry Ad5 (12%) integrova-
nou do svého genomu, nebo bunééna linie schopnd komplementovat funkce EI a [4. ktera je
popsana napi. v patentovych piihiaskach W(094/26914 a W095/02697. nebo v publikaci Yeh et
al..J. Virol. 70 (1996) 559.

Viry se poté namnozi, izoluji a purifikuji béznymi metodami molekulami biologie. které jsou
odbornikovi znamy.

Vjiném vyhodném provedeni predkladaného wvynédlezu delekini rekombinantni virus je
AAV. Adenoasociované viry (AAV) jsou DNA viry relativné malé velikosti, které se trvale
a mistné-specificky integruji do genomu bunék, kieré infikuji. Jsou schopne infikovat iroké
spektrum bunék, aniz by mely jakykoliv vliv na rist, morfologii nebo diferenciaci bunék. Kromé
toho se nepodileji na 2adné lidské nemoci. Genom AAV byl klonovan. sekvencovan a charakte-
rizovan. Obsahuje pfiblizné 4700 bazi a na kazdém konci obsahuje tsek invertované koncové
repetice (FTR) velikosti 143 bazi, ktery slouzi jako pocatek replikace viru. Zbytek genomu je
rozd¢len do dvou esencialnich €asti, které nesou enkapsidadni funkce: leva édst genomu, obsahu-
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jici gen rep, ktery se ucastni virové replikace a exprese virovych gent, a prava ¢ast genomu, ktera
obsahuje gen cap. ktery koduje proteiny virove kapsidy.

Pouziti vektorll odvozenych z AAV pro penos gend in vitro a in vivo bvlo popsano v patentové
literatufe (viz zgjména WO 91/18088: WO 93/092939: US 4797368, US 5135041,
EP 488 528). Tyto dokumenty popisuji rizné konstrukty odvozené z AAV, ve ktervch byly geny
rep a/nebo cap deietovany a nahrazeny pozadovanymi geny, a jejich pouzit pro prenos pozado-
vanych gent ju vitro (do bunék v kulturdch) nebo in vivo (pfimo do organismu). Defekini
rekombinantni AAV podle vynalezu jsou defektni v celém nebo ¢asti useku Rep a/nebo Cap. Lze
je pripravit kotransfekei plazmidi obsahujicich sekvence nukleové kyseliny. nebo kombinaci
sekvenci nukleove kyseliny podle vynédlezu obklopené seky invertovanych koncovych repetic
(ITR) a AAV a plazmidu nesouciho enkapsidaéni geny AAV (cap a rep) do bunék. které jsou
infikovany pomocnym lidskym virem (helper virus). napf. adenovirem. Pikladem bunéénc linie,
kterou lze pouzit, je bunééna linie 293. Jiné produkéni systémy jsou popsany napf. v patentovych
prihlaskach WO95/14771. WO95/13365, W095/13392 a WO95/06743. Rekombinanini AAV
takto pripravené se pak standardnim zpdsobem purifikuji.

V dalsim vyhodném provedeni vynilezu je defektni rekombinantni virus retrovirus, rhabdovirus
nebo HSV. Konstrukee rekombinantnich vektori zatoZenych na retrovirech a herpetickych virech
bvla popsana v odborne literatufe. zejména v Breakfield et al.. New Biologist 3 (1991) 203:
1P 453242 [P 178220, Bernstein et al.. Genet. Eng. 7 (1985) 235: McCormick. BioTechnolo-
gy 3 (1985) 689. Retroviry jsou integrujici se viry. které selektivné infikuji délici se buiiky.
Predstavuji proto zajimavé vektory pro naderové aplikace. Genom retrovirl nutné obsahuje dva
Gseky LTR. enkapsidacni sekvence a tit kodujici Useky, gag. pol a env. V rekombinantnich
vektorech odvozenych z retrovirg jsou geny gag, pol a env bud'to z &asti. nebo zcela deletovany
a nahrazeny pozadovanou sekvenci heterologni nukleové kyscliny, Tyto vektory lze piipravit
z retrovirl riznych typd, jako je napf. zejména MoMuLV (.Moloney murine leukaemia virus®,
Moloneyho myéi leukemicky virus, také oznacovany MoMLV), MSV (.Moloney murine
sarcoma virus”, Moloneyho mys§i sarkomovy virus), HaSV ( Harvey sarcoma virus®, virus
Harveyho sarkomu), SNV (.spleen necrosis virus™, virus nekrézy sleziny), RSV (Rous sarcoma
virus, virus Rousova sarkomu) nebo Friendiv virus,

Pro konstrukei rekombinantnich retroviri podle predkladaného vynalezu, které obsahuji nukleo-
vou kyselinu podle vynalezu nebo pozadovanou nukleovou kyselinu pod kontrolon expresni
sekvence obsahujici promotor a jednu nebo nékolik sekvenci NRSE, pfipravi se plazmid obsahu-
Jici zeyména oba Gseky LTR, enkapsidacni sekvence a pozadovanou nukleovou kyselinu, a pak se
transfekuje do (zv. enkapsidaéni bunééné linie, kterd je schopna v trans doplnit retrovirové funk-
ce. které chybi v plazmidu. Takové enkapsidaéni linic byly popsany v dosavadnim stavu techni-
kv, zejména napf. linic PA317 (viz US 4 861 719), linie PsiCRIP (viz WO90/02806), a linie
GP+envAM-12 (viz WO89/07150). Obeené tyto enkapsida¢ni linie jsou schopny exprimovat
geny gag, pol a env. Kromé toho rekombinantni retroviry mohou obsahovat zmény v dsecich
TR, kter¢ vedou K supresi transkripéni aktivity a nebo rozsifené enkapsidaéni sekvence, které
obsahuji ¢ast genu gag (Bender et al., J. Virol 61 (1987) 1639). Takto pfipravené rekombinantni
retroviry s¢ pak purifikuji standardnim postupy.

Ptedkladany vynalez demonstruje moznost pouzit sekvence NRSLE pro regulaci genové exprese
m vivo. Vysledky pokusu uvedenych v prikladech této prihlasky ukazaly. Ze tyto sekvence jsou
in vivo vzdy aktivni a umoziuji expresi transgenu v nervovych buiikach aniz by byla exprimova-
ny v bunkach jin¢ho typu.

Predkladany vynalez dale ukazuje, ze sekvence NRSE jsou také schopny, v zdvislosti na jejich
uspotadani (a poctu kopii) 0¢inné regulovat aktivitu silného promotoru, coz skyta cetné moznosti
vyhedného pouziti. Ziskané vysledky prekvapivé ukazaly, ze aktivita sekvenci NRSE je zesilena,
kdyz jsou tyto sckvence vloZzeny do vektoru virového pivodu. Konstrukt takového typu tedy
kombinuje zvlasté vyhodné viastnosti jako je G¢innost penosu a selektivita exprese.
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Predkladany vynalez se také tyka jakychkoliv bunék, které obsahuji nukleovou kyselinu podle
vynalezu. nebo vektor ¢i virus, které byly definovany vyse. Vyhodné se jedna o lidské nervove
buiiky. MizZe to byt buiika, ktera pochazi z trvalé bunééné linie nebo buika pochazejici z primar-
ni kultury. Buniky se mohou uzit napf. k produkei pelypeptidi nebo k testovani aktivity geni.
Také je lze vyuzit v bunééné terapii, kdy sc bunky implantuji nebo injikuji subjektu.

Piedkladany vynalez se také tyka farmaceutickych kompozic nebo farmaceutickych pripravka,
které obsahuji nukleovou kyselinu nebo vektor nebo virus nebo buiku podle piedkladaného
vynalezu a excipient. Pro pouziti podle predkladaného vynalezu jsou vvhodné nukleové kyseliny.
vektory nebo buiiky kombinovany s jednim nebo nékolika farmaccuticky piijatclnymi excipienty,
aby mohly byt podavany zpisobem topickym. zejména stereotaktickym peroralnim. parenteral-
nim. intranazalnim. intravendznim, intramuskularnim, subkutannim, intraokularnim. transdermal-
nim atd. Nukleove kyseliny, vektory nebo bunky podle vynalezu jsou vyhodné uzivany v injiko-
vatelné formé. Tato injikovatelna forma je vyhodné zejména sterilni isotonicky solny roztok
(dihydrogen- nebo hydrogenfostoreénan sodny, chlorid sodny, hofeénaty, draselny nebo vapena-
ty. ncho simési téchto soli}, nebo jsou to suché. vyhodné lyofilizované pfipravky, které umoziuji
po pridani steritni vody nebo fyziologického roztoku rekonstituovat injikovatelny roztok.

Ve vyhodném provedeni se pripravek podle piedkladaného vynalezu podava intramuskularng,
vvhodne intramuskulami injekei. Divodem je. Zze intramuskularni injekce zeela prekvapive
umoziuje dosahnout podstatného terapeutického ucinku diky zpétnému transportu produkiu tera-
peutického genu tvofeného ve svalech. Takze tyto produkty. které odpovidaji nukleovym kyseli-
nam podle vynalezu ncho jsou odvozeny 2 vektoril podle vynalezu, jsou absorbovany na drovni
nervosvalove ploténky (motorického zakongeni) a zpétnym pienosem prostfednictvim axonu se
dostava)i do bunétného t¢la motorickych neuront. Tento zpasob podavani ma navic vvhodu, ze
zabrafuje nezadoucim dusiedkim ektopické exprese terapeutickych gend pii 1é¢eni neurologic-
kych nemoci. Pokud se uzije tato metoda, je mozné okamzité infikovat specificky nervové bunky.
aniz hy doslo k exprest v injikovaném svalu ncbo exkreci produktd do krevniho ob¢hu. Takze
tato metoda nepochybné prekonava viechny nedostatky dosavadnich terapii zptisobované zejmé-
na nedostateénym pfistupem neurotofickych faktord k motorickym neuroniim. velmi kratkym
poloCasem téchto proteini a Skodlivymi vedlejdimi a¢inky. ke kterym dochazelo pfi systémovém
podavani téchto produktd. Navic vzhledem ke snadnému pristupu k mistu, které ma byt injiko-
vano, Ize tuto metodu vyhodng uzit pro jakoukoliv nemoc neurond nebo motorickyeh neurond.

Mnozstvi jednotlivych elementd lze nastavit kompetentnim odbornikem ve shodé s predpoklada-
nou aplikaci a zepména s mistem podavani, pociem injekci. genem, ktery ma byt exprimovan
a otckdvanou dobouy légeni.

Predkladany vynélez se také tyka pouziti, pro pripravu pripravku pro prenos pozadované nukleo-
vé kyseliny a jeji expresi v tkani nebo nervové bunce, Konstruktu, ktery obsahuje:

—  ubikvitarni promotor
- jednu nebo nékolik sekvenci NRSE, a

—  nukleovou kyselinu

uspofadane tak, Ze exprese nukleové kyseliny je fizena promotorem a aktivita promotoru je
fizena uvedenou sekvenci nebo sekvencemi NRSE.

Pouziti nukleové kyseliny podle vynalezu k pienosu genl in vitro a in vivo, napf. pii genové
terapii, umoziuje omezit cktopickou expresi pozadovanych transgent a zaméfit terapeuticky
ucinek specificky na populaci nervovych bunék. Zabrani s¢ tim Skodlivym, ke kterym by mohlo
dojit v disledku difiize transgenu do organismu. Tento systém miize byt uzit pfi [éceni mnohych
poskozeni, degenerativnich ncbo traumatickych, michy nebo jinych nemoci centralnich nebo
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perifernich nervii nebo neuropsychiatrické nervové nemoci, pii kterych je specificky ovlivnéna
populace neuront. V zakladni neurologii lze tento systém vyuzit k objasnéni piivodu (gliového
nebo neuronoveho) pfiznakia pozorovanych in vivo nebo in vitro.

Predkladany vynalez se dale také tyka pouziti, pro piipravu pripravku pro lé¢eni nemoci motoric-
kych ncuroni intramuskularnim podavanim pozadované nukleové kyseliny do nervove thané
nebo nervovych bunék, Kiery obsahuje konstrukt, kiery obsanuje:

—~ ubikvitarni promotor
- jednu nebo nékolik sekvenci NRSE. a

nukleovou kyselinu

uspofadané tak, 7e exprese nukleové kyselny je fizena promotorem a aktivita promotoru je fize-
na uvedenou sekvenci nebo sekvencemi NRSE.

Predkladany vynalez se dale tyka pouziti vyse definovanyceh vektor, které obsahuji poZzadovanou
nukleovou kyselinu pod kontrolou expresnich sekvenci, kdy tyto sekvence obsahuji promotor
a Jednu nebo nékolik sekvenci NRSE.

Pouziti virovvch vektorl je zalozeno na piirozené transfekéni schopnosti virl (). schopnosti
nfikovat buiiku). Bylo prokazano. ze tyto vektory jsou zviasté uéinné pit transfeker. Vektory
pedle vynalezu se tedy pouziji k prenosu pozadovanych genti a jejich expresi v nervovych bu-
Kach. in vivo. in vitro nebo ex vivo, a to zejména pro acely genove terapic. K expresi pozadované
nukleové kyseliny, kterd je zejména pod kontrolou jedné nebo nékolika sekvenci NRSE. dochazi
specificky v nervovych burikach, pticemz ektopicka exprese je omezena. Tyto vektory jsou proto
vhodné k 1é€eni a/nebo prevenci riiznyeh nemoct centrdlniho nebo periferniho nervsiva nebo
neuropsychiatrickych nervovych nemoci, které ovliviiuji nervové bunky, zejména neurodegenera-
tivnich onemoenéni a riznych nemoci michy. Jako priklady takovych nemoci lze uvést zejména
Alzheimerovou nemoc, Parkinsonovu nemoc. ataxii michy a Huntingtonovu nemoc.

Vektory podle vynalezu lze uZit zejména k prevenci a/nebo 1é&eni nemoel motorichyeh ncurond

Jako je napf. amyotrofni lateralni skierdza, amyotrofie michy typu [ (Werdnig—Iloffmannova

nemoc) a typu 11 a 1l (Kugelberg—Welanderova nemoc) a amyotrolie misnich uzlin {napr. Ken-
nedyho nemoc).

Vektory podle vynalezu jsou zejména vhodné pro Iééeni a/nebo prevenci téchto nemoci intra-
muskularnim podavanim. Jak jiz bylo vysvétleno vyse, tento zpisob umoziuje dosdhnout moto-
rickych neuronu prostiednictvim zpétného transportu.

Presnéji, pfedkladany vynalez se tyka pouziti, pro ptiprave piipravku pro pienos pozadovand
nukleove kyseliny a jeji expresi v nervové tkam nebo nervovych buikach, ktery obsahuje vektor
definovany vyse, ktery obsahuje konstrukt, kde

ubikvitarni promotor
- jedna nebo nékolik sekvenci NRSE, a

~ nukleova kyselina

Jsou uspotadané tak, 7e exprese nuklcové kyseliny je Fizena promotorem a aktivita promotoru je

flzena uvedenou sekvenci nebo sekvencemi NRSE.
Dile se predkladany vynalez také tyka pouziti, pro pripravu piipravku k 1é¢eni nemoci motoric-

kych neurond intramuskularnim podavanim pozadované nukleové kyseliny do nervové tkang
nebo nervovych bungk, ktery obsahuje vektor definovany vyse, ktery obsahuje konstrukt, kde
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~  ubikvitarni promotor
- jedna nebo nékolik sekvenci NRST, a

- nukleova kyselina

Jsou uspofadanc tak, zc exprese nukleove kyseliny je fizena promotorem a aktivita promotoru je
tizena nvedenon cekvenci neho sekvencemi NRSE,

Dale se predkladany vyndlez tyka zpusobu regulace exprese genu in vivo. piicemz tento zplisob
obsahuje vloZeni sekvenci NRSE do mista proti sméru transkripce (.upstream™) od pozadované-
ho genu a i vivo podani vysledného konstruktu a/nebo vektoru obsahujiciho tento konstrukt.

Ptedkladany vynalez bude dale podrobnéji popsan formou nasledujicich pfikladi, které jsou ilust-
rativni a vynalez nijak neomeezuji. V téchio piikladech se nejdiive popisuje klonovani zvéSujici-
ho se poétu sekvenci NRSE do mista | upstream™ od promotoru genu PGK v plazmidu obsahuji-
cim luciferazovy reportérovy gen a naslednou selekei konstruktu, u kterych je exprese luciferazy
snizena, kdyz jsou transfckovany jiné bunky ne? neurony. Pak byly piipraveny odpovidajici
adenovirove konstrukty a testovany in vitro tim, 7e se infikovaly bunégné linic a primarni kultu-
ry. a také in vivo poté, co byly my$i intramuskularné injikovany rekombinantnim adenovirem.
Uvedené vysledky demonstruji vyhody nukleové kyseliny podle vynélezu.

Prehled obrizki na vykresech

Obr. 1: Schematické znazornéni plazmida, které nesou chiméricky promotor podle predklada-
ného vyndlezu.

Obr. 2: Studie funkéni kapacity plazmidi, kterd byla provedena transfekeni plazmida do nervo-
vych (PC12, obr. 2B) a jinych bunék (313, obr. 2A) a pak méfenim luciferdzové aktivity.

Obr. 3: Studie tunkéni kapacity delektniho rekombinantniho viru in vitro, kdy se méfila lucife-
razova aktivita a po injekcich:

— dojinych nez nervovych bunék ([ibroblasty 373 potkana. obr. 2A)
- nervovych bunék (feochromocytom PC12 potkana, obr. 3B)

- primarni Kultury jinych nez nervovych bunék. neonatalnich ledvinnych bunék potkana
{obr. 3B).

- primarni kultury nervovych bunék, neonatalnich hornich krénich nervovvch ganglii
{obr. 3D).

—  primami Kultury jinych nez nervovych bunék, primarni kultury astrocytl pochézejicich
2 embrya potkana (obr. 3[),

primarni kultury nervovveh bunék. infekce primarni kultury kertikalnich neuront
z embrya potkana (obr. 3F).

Obr. 4: Studic funkéni kapacity defektniho rekombinantniho viru in vivo, kdy mys byla injiko-
vana intramuskularné a pak byla méfena luciferdazova aktivita.

Obr. 5: Studie funkéni kapacity defektniho rekombinantniho viru in vivo, kdy my3 byla injiko-
vana intramuskularné do svalu jazyka a pak byla mérena luciferazova aktivita.
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Obr. 5A: Méfeni aktivity luciferazy ve svalu jazyka 8. a 35, den.

Obr. 5B: Méfeni aktivity luciferdzy v buiikach nervového systému (prodlouzena micha)
8 a35. den.

Priklady provedeni vynalezu

Materily a metody pouzité v nasledujicich pfikladech
Bunééné linie a primarni kultury

Budky ziskané z linie feochromoceytomu potkana (PC12) byly kultivovany v médiu RPMI 1640
(Gibeo) obsahujicim 15 % teleciho fetilniho séra (FCS) (Bochringer). Builky ziskané z linie
fibroblasti 373 potkana byly kultivovany v Eagleho médiu modifikovaném Dulbeccem (DMEM)
s ptidavkem 10 % teleciho fetalniho séra. Kultury bunék hornich krénich nervovych uzlin (5CG)
ziskanych z novorozenych potkant Wistar (Iffa-Credo) starych 1 az 2 dny. kdy bunky byly diso-
ciovany pomoci 3 mg/ml dispazy (Bochringer) a pak naneseny na desticky, které byly predem
potazeny kolagenem ziskanym z ocasu potkana. Buiky byly kultivovany v 0.5 mi Leibovitzova
média [-15 (Gibco). kieré bylo pufrovino bikarbonatem a obsahovalo riizné faktory véetng
70 ng/ml NGF {nervovy rlistovy [aktor), 5% sérum dospélého potkana a 10uM cytosinarabino-
furanosid.

Primarni kultury ledvinnych bunck byly pfipraveny tak, ze ledvinna tkan z novorozenych potka-
na Wistar (Iffa-Credo) staryeh 1 aZz 2 dny byla disociovana trypsinem. Buiiky pak byly prenese-
ny na desti¢ky do 10 % FCS. aby se umozZnilo jejich déleni az do okamziku pouziti k mfekci,

Kultury kortikalnich bunék byly ziskany z embryi potkani kmene 17 Sprague-Dawley (Iffa—
Credo). Bunky byly ziskany pitvou a mechanicky disociovany a pak byly kultivevany v médiu
DMEM obsahujicim transferin 100 pg/ml, inzulin 25 pg/ml, putrescin 10 pg/ml. selenit sodny
5 ng/ml, progesteron 6.3 ng/ml a 2mM glutamin (Sigma).

Primarni kultury astrocvtd byly odvozeny z kortikalni tkané embryi potkand (E17. Sprague-
Dawley) a kultivovany v médiu DMEM obsahujicim 10 % FCS a v atmosfére 10% CO»/90%
vzduch.

[:xperimenty in vifro

Pro experimenty s piechodnou expresi byl milion bunék transtekovan elektroporaci pomoci
systému firmy Bio-rad, pfi 960 uF a 190 V v pfipadé bunék PC12. nebo 250 V v pfipadé bunék
3T3. a sice 6 pg kazdého z testovanych plazmida, 7 pg plazmidu Bluescript (Stratagene) a 2 ug
kontrolniho vektoru pCAT (Promega), ktery koduje chloramfenikolacetyltransferazu (CAT), coz
umoznilo monitorovani transfekce.

Bunéené kultury byly transtekovany tak, ze kultivaéni médium bylo nahrazeno médiem bez séra,
které obsahovalo virovou suspenzi s MOI ptiblizné 200 pfu (plaky tvofici jednotky) a inkubovaly
se 45 minut. Pro kazdy konstrukt (plazmid nebo adenovirus) byly stanoveny 3 hodnoty lucifera-
zové aklivity ze 3 riiznych jamek. Pro kazdy virovy konstrukt se infekéni experimenty opakovaly
dvakrat vzdy s uzitim Jiného zasobniho roztoku viru.

48 hodin po elektroporaci nebo infekci byly buniky sklizeny do 200 pl lyzovaciho pufru nésledu-
Jictho slozeni: 25mM Tris/foslal, pH 7.8. 0,08mM luciferin; 0,imM ATP, 8mM MgCl;, ImM
dithiothreitol, ImM EDTA, 15% glycerol a 1% Triton. Lucilerazova aktivita byla méfena
lumimometrem LUMAT LB9301 (Berthold). V ptipadé transfekovanych bunék byl k lyzovacimu
pufru piidan 1% hovézi sérovy albumin (BSA) a aktivita byla standardizovana na zaklade aktivi-
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ty CA'T. ktera byla méfena kapalinovou scintilatni metodou. V pripadé rekombinantnich adeno-
virG byla luciferdzova aktivita standardizovana pomoci koncentrace proteinu v bunééném extrak-
tu. ktera byla stanovena pomoci systému Bio—rad (Bio-Rad I.aboratorics).

Experimenty in vivo

samci mysi kmene C37B16 (Charies River) ve stafi 6 mésict byly podrobeni anesiczi smési
Rompun (BayeryKetamine (UVA) a konstrukt Ad-NRSE PGK Luc byl pomalu injikovan
(2.5 pl/mly do jazyku (10” pfu/4x2.5 uly a do Iytkového svalu v davee 2.10° pfussval (30 ul),
Mysi byvly v obdobi od 7. do 35. dne po infekei utraceny pentobarbitalem (Sanofi). Byly vyjmuty
prodlouzend micha, jazyk a latkovy sval pro méfeni aktivity luciferazy. Prodlouzend micha byla
disociovana mechanicky ve 200 pl lyzovaciho pufru. Sval a jazyk byly disociovany pomoci poly-
tronu THAX 900 (Heidolph) v 1 a 2 ml lvzovaciho pufru (v uvedeném poradi).

Priklad |
Konstrukee chimérickych promotorti a plazmidovych vektor(

Cilem tohoto ptikladu je popsat piipravu chimérickych promotori a konstrukci plazmidovych
vektoru, kler¢ obsahuji pravé tyto promotory.

Plazmid pPGK-Luc obsahuje gen Luc pod kontrolou viudypfitomného eukaryotickeho promoto-
ru PGK. Pro ziskani plazmidu pPGK-Lue byl fragment velikosti 500 bp my3iho promotoru PGK
vlozen do komeréniho plazmidu pUT 103 (CAYLA FRANCE), ktery obsahuje luciferazovy
reportérovy gen flizovany se zeocinem a polyadenylacni sekvenci SV40 v casné konfiguraci
(PolyA).

V dalsim kroku byla vloZena jedna nebo dvé, téi, Sest a dvanact kopii sekvence NRSE 2z genu
SCGI10 (TTCAGCACCACGGAGAGTGCC, sekvence id. ¢. 1) [2] v antiparalelni konfiguraci do
polohy proti sméru transkripee (upstream) od promotoru PGK. Pro tento a¢el byl zkonstruovan
fragment velikosti 26 bp obsahujici sekvenci NRSE obklopenou dvéma misty Mlul, a sice hybri-
dizaci dvou odpovidajicich oligonukleotidd. Tento fragment byl vloZen v jedné nebo nékolika
kopiich do Mlul mista pPGK-Luc, ¢imz vznikly plazmidy obsahujici 1. 2 a 3 kopic NRSL
sekvence. Plazmid obsahujici 6 sekvenci NRSE byl ziskan z plazmidu obsahujiciho 3 kopie
(PNRSE3-PGK~l.uc) nasledujici strategii: fragment Bamll/Xhol obsahujici 3 kopic NRSE byl
vyjmut z pNRSE3 -PGK Luc a vlozen do mista Xhol v pNRSE3-PGK-Lue, ¢imz vznikl
p6NRSE-PGK-Luc. Podobné byl plazmid obsahujici 12 kopii NRSL pfipraven z plazmidu obsa-
hujiciho 6 kopii (p6NRSE-PGK-Luc) tak, Zze do p6NRSE-PGK-Luc byly vloZzeny dvé kopie
fragmentu BamHI1/Xhol.

Nakonec expresni kazeta .PGK(s nebo NRSE)}-Luc—PolyA™ z raznych plazmidl popsanych vyse
byla vloZena do TR levé &asti adenoviru {invertovana terminalni repetice, replikaéni pocatek)
a sekvenci kadujici polypeptid IX (virovy kapsidovy protein) kyvadlového plazmidu, ktery mtze
byt uzit ke konstrukei defektnich rekombinantnich virl (obr. 1).

Je jasné. Ze stejny postup lze uZit ke konstrukei daldich plazmidi, které obsahuji 1 az 50 kopii
motivu NRSE kombinovanych s ubikvitarnim promotorem odlisnym od PGK. pod jehoZ kontrolu
lze vlozit jakykoliv fransgen.




1

20

30

40

43

50

C7 299915 B6

Priklad 2
Funkéni analyza provedena transfekei bunéénych linii

Cilem tohoto prikladu bylo ukazat. ze plazmidové konstrukty obsahujici chiméricky promotor se
sekvenci NRSE jsou funkéni a umoziuji bunéénou expresi pozadovaného genu.

Plazmidové konstrukty popsané v pitkladu | byly testovany prechodnou transfekci (elektropora-
ci) linie nervovych bunék PC 12 (fecochromocytom potkana) a 3T3 (fibroblasty potkana). Vysled-
né hodnoty luciferazové aktivity byly standardizovany vzhledem k aktivité CAT (chloramfeni-
koltransferazy). ktera byla méfena v roztoku obsahujicim 125mM tris—fosfat, pH 7.8. 125uM
chloramfenikol a 0,12uM radioaktivné znaCeny acetylkoenzym A. Test byl proveden, po inkuba-
¢ive 37 °C po | hodinu, po pFidani scintilaéni kapaliny Econotfluor pomoci pocitace KONTRON.
Hodnoty luciferazové aktivity byly stanoveny pro kazdy plazmidovy konstrukt. a ziskané prii-
mérné hodnoty a stiedni chyby jsou uvedeny na obr. 2.

Ziskané vysledky ukézaly, Ze konstrukty obsahujici 6 a 12 kopii NRSE byly schopny snizit
expresi luctferazy o 66 a 82 % v bunkach jinyeh nez nervovyceh (3T3), coz je snizeni exprese
fadu téméef logaritmu ve srovnani konstruktem pPGK—Luc. Vysledky také ukazaly, Ze ptitomnost
motivi NRSE v nervovyeh buikach PC12 nesnizuje expresi luciferdzy a ve skutednosti je dokon-
ce schopnr ji 2vySit. Statisticky vyznamné zvySeni v rozsahu 25 % mezi bylo pozorovano pri
srovnani pI2NRSE-PGK—L.ue a pPGK-Luc.

Vysledky tedy prokazaly. ze plazmidové konstrukty obsahujici chiméricky promotor se sekven-
cemi NRSE jsou funkéni a dovoluji bunéénou expresi pozadovaného genu vyluéné v nervovych
bufikach. zatimco exprese genu je v jinveh nez nervovych bunkach vyznamné inhibovana.

Pfiklad 3
Konstrukee defektnich rekombinantnich viri

Cilem tohoto prikladu je popsat pripravu chimérického promotoru a konstrukei virovych vektori,
které obsahuji konkrétné tyto promotory.

K provedent této studie in vitro a in vive byly pFipraveny tfi odpovidajici adenovirové konstrukty:
Ad-PGK-Luc. Ad-6NRSE-PCK-Lue a AD-12NRSE PGK-Luc. Tyto rekombinantni viry byly
zkonstruovany pomoci odbornikovi znamych technik, a to tak. 7e se kotransfekoval kyvadlovy
plazmid popsany v ptikladu 1 a defekini genom adenoviru typu 5 do enkapsidacni linie (buiiky
293). Kyvadlovy plazmid byl nejdfive linearizovan restrikénim Stépenim v misté Fspl a pak byl
kotransfekovan spoleéné s dlouhym fragmentem adenoviru $tépeného Clal do bunék 293 meto-
dou kalciumfosfatové precipitace DNA.

Enkapsidované rekombinantni genomy pak byly purifikovany standardnimi postupy, zejména
plakovou purifikani technikou. Integrovany fragment byl pak ovéfen analyzou restrikénich frag-
mentd a pomoci PCR. Byl pfipraven virovy zasobni roztok namnozenim rekombinantniho adeno-
viru na bunkach 293 a pak ultracentrifugaci z¢jména na gradientu chloridu cesného. a purifikaci
na puritikaéni kolon¢ s¢ Sephadexem G25M (Pharmacia). Virové titry byly stanoveny méfenim
optické hustoty a dodateéné byly ovéfeny plakovou metodou. Viechny zasobni roztoky viru mély
titr priblizng 2 x 10* pfuspl.
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Prikiad 4
Funkéni analyza in vitro

Cilem tohoto piikladu bylo ukazat. ze virové konstrukty uvedené v pfikladu 3. které obsahuyji
chimericky promotor s¢ sekvencemi NKSE, Jsou funkeni a umoznuji ridit promotor v ruznych
typech bunék.

Tti adenoviry ¢konstruované v piikladu 3 byly testovany in vitro tak, ze byly infikovany bunééné
linic a primarni kultury davkami 20 a 200 pfu/buiika. Méfeni byla provedena s 50 pl superna-
tantu, jak bylo popsano vyse. a standardizovana vzhledem k mnozstvi celkovéhe proteinu, ktery
byl stanoven pomoci soupravy Bio-rad ke stanoveni proteinu (Bio-Rad). Pro kazdy adenovirus
byly stanoveny 3 hodnoty aktivity luciferazy v riiznych jamkach. Ziskané primérné hodnoty
a stiedni chyby jsou uvedeny na obr. 3 pro bunééné linie a na obr. 4 pro primami kultury.

Kdyz byly uzity rekombinantni adenoviry Ad-ONRSE-PGK-Luc a Ad 12NRSE PGK Luc.
exprese luciferazového reportéroveho genu byla snizena o 97a 99 %, v uvedeném pofadi.
v bunééné linit jinych nez nervovych bunék (fibroblasty 3T3).

V linii nervovych bunék PCI12 byla pezorovana luciferazova aktivita dvou adenovirl obsahuji-
cich sekvence NRSE vy$si nez u adenoviru Ad—PGK-Luc. Podobné takeé luciferazova aktivita
ziskana sc 3 adenovirovymi konstrukty je podobnd po infeker primarnich kultur bunék hornich
krénich ganglii (SCG) z novorozenych potkanii (jednofaktorova globalni analyza rozptylu
ANOVA ncukazala zadny vyznamny rozdil mezi skupinami). Na druhé strané exprese luciferazy
byla snizena o 91 az 98 % po infekei primarnich kultur ledvinnych bunék z novorozenych potka-
nd konstrukty rekombinantnich adenoviri Ad-6NRSE-PGK-Luc a Ad-12NRSE-PGK-Luc, coz
Jje pokles v fddu 2 logaritmi exprese fizené PGK v pfitomnosti 12 kopii NRSE.

KdyZz byly tfi konstrukty uzity Kinfckei astrocytd a nervovyeh bunék ziskanveh z kortexu
1 7dennich embryi potkana. ukazalo se, jak se dalo &ekat, velmi vvznamné snizeni luciferazové
aktivity (10 x) u astrocyti v piipadé konstrukii obsahujicich 6 nebo 12 sekvenci NRSE (obr, 3E),
coz potvrdilo predchozi vysiedky. Jak se také o¢ekavalo. luciferazova aktivita viech tiech vyse
zminénych virovych konstrukti byla srovnatelna v bunkach kortexu (obr. 3F).

Tyto vysledky jsou zejména piekvapujici a pozoruhodné, nebot demonstruji. ze (1) chimérické
promotory podle predkladancho vynélezu jsou funkéni v primamich Kulturach. (11) promotory
jsou funkéni ve virovém kontextu a (I{l) represorova aktivita jc vy3si v adenovirovém kontextu
nez v odpovidajicim plazmidovém vektoru (srovnej obr. 2 a 3).

Takze tento priklad ukazal, ze virové konstrukty obsahujici chiméricky promotor, ktery obsahuje
sekvence NRSE. jsou funkéni a umoziuji buncéénou expresi pozadovaného genu vyluéné v ner-
vovych buitkach, zatimeo v jinych nez nervovych buiikach je exprese vyznamné inhibovana.
Ptiklad 5

FFunkéni analyza in vive

Cilem tohoto ptikladu bylo ukdzat, 7e virové konstrukty popsané v piikladu 3 obsahujici chimé-

ricky promotor. ktery obsahuje sekvence NRSE, jsou funk&ni a dovoluji kontrolu promotoru in
vivo.
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Vzhledem k velmi povzbudivym vysledkim v ptikladu 4 byla aktivita konstruktd podle predkia-
daného vynilezu testovana in vivo méfenim exprese luciferazy po intramuskularni injekei
(Iytkovy sval a sval jazyku) téchto 3 rekombinantnich adenovird do mysi.

5.1. Injekee do Iytkoveho svalu

2

Kazdy adenovirovy konstrukt byl injtkovan ve 3 stadiich do praveho Iytkoveho svalu / mysi
v davee 2 x 10° pfufsval a objemu 30 pl. Injikovany sval byl vyjmut 7 dnii po injekei a disocio-
van v | ml pufru. aby bylo mozné stanovit luciferazovou aktivitu, ktera byla méfena ve 150 pl
supernatantu. Primeérné hodnoty a stiedni chyby ziskané ze 7 méfeni, vztazenc k hodnoté celko-
vého proteinu. jsou uvedeny na obr, 5.

Vysledky ukazuji. e kdyz byly uzity rckombinantni adenoviry Ad 6NRSE-PGK-l.uc a Ad-
[2NRSE-PGK-1.uc, exprese luciferazy byla snizena o 90 a 96 % jeden tyden po injekcich.

Exprese luciferdzy po intramuskularmi injekei Ad—12NRSE-PGK Luc a Ad-PGK-l.uc byla
u mysi porovnavana v delsim casovém obdobi. Kdyz byl uzit konstrukt Ad-12NRSE-PGK Luc.
aktivita byla vZdy snizena jeden mésic (95 %) a tit mésice (91 %) po injekeich.

5.2. Injekee do svalu jazyka

Bylo vyuzito zpétného transportu. aby bvlo mozné srovnat expresi dvou konstruktic Ad—PGK-
Luc and Ad-12NRSE-PGK-Luc v prodlouzenéd mise a ve svalu jazyka u mys$i injikovanych
wtramuskularné do jazyka.

Srovnatelné s vysledky jiz ziskanymi, luciferazové aktivity dvou konstruktll v nervovem systému
bvly podobné jeden tvden po podani (obr, SB). Naopak, luciferazova aktivita byla snizena o 90 %
ve svalu injikovaném konstruktem Ad-12NRSE-PGK-Luc ve srovnani se svalem injikovanym
konstruktem Ad-PGK-Luc (obr. 5A). Tato represe se udriuje neyméne 35 dni po infekei.
Je zajimavé, ze i pfes to, 7e hladina exprese po 35 dnech je nizsi nez hladina 8 dnil po imfeker,
rozdily v expresi mezi uvedenvmi virovymi konstrukty zlistavaji velmi vyznamné.

Uvedené vysledky tedy znovu potvrdily, Ze konstrukty podle predkladaného vynalezu jsou funké-
ni in vivo a demonstrovaly represni u¢inek. ktery byl dokonce vE&isi nez G¢inek pozorovany in
vitro po transfeket plazmidu do bunék jinych nez nervovych.

Vysledky dale prokazaly vysokou (¢innost konstrukt podle predkladaného vynalezu i vive ve
smérovani exprese pozadovaného genu do nervovyeh bunék. Pouziti vyndlezu v genove terapii
umoziuje omezit ektopickou expresi pozadovaného transgenu a zabranit tak $kodlivym vedlejsim
a¢inktim, které mohou vznikat v disledku difize transgenu v organismu.
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SEZNAM SEKVENCI

(2} INFORMACE PRO SEKVENCI S ID. C. 1: Sekvence motivu NRSE

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A)DELKA: 21 pard bazi
(B) TYP: nukleotidy
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i} TYP MOLEKULY: ¢cDNA
(iii} HYPOTETICKA: Ne
(iv) ANTE-SENSE: Ne
(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENIL: CDS
(B) POZICE: 1..21

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S 1D. C. I

TTCAGCACCA CGGAGAGTGC C 21

INFORMACT. PRO SEKVENCI S ID. C. 2: kanonicka sekvence motivu NRSE
{1  CHARAKTERISTIKA SEKVIENCE:

(A} DELKA: 21 parii bazi

(B) TYP: nukleotidy

(C) TYP VLAKNA: jednoduche

(D) TOPOLOGIE: linearni
(1y TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(i) HYPOTETICKA: Ne
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{iv) ANTI-SENSFE.: N¢
{(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1..21

(xi} POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S 1D, . 2:
TTCAGCACCA CGGACAGCGC ¢ 21

INFORMACE PRO SEKVENCI S ID. C. 3: Obecna sckvence motivu NRSE
(i} CHARAKTERISTIKA SECKVENCE:
(A) DELKA: 21 pard bazi
(B} TYP: nukleotidy
(CYTYP VLAKNA: jednoduché
{D) TOPOLOGIE: lingdrni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(iii) HYPOTETICKA: Ne
(iv) ANTI-SENSE: Ne
(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENE: CDS
(B) POZICE: 1..21

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 3:

NNCAGCACCN NGGANAGNNN C 21

INFORMACE PRO SEKVENCI S 1D. C. 4
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(AYDELKA: 21 pari bazi
(B) TYP: nukleotidy
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(iiy TYP MOLEKULY: ¢cDNA
(ili) HYPOTETICKA: Ne

(iv) ANTI-SENSIE: Ne

- 18 -
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(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1...21

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE & iD. (. 4

TTCAGCACCA CGGAGAGTGC C

INFORMACE PRO SEKVENCISID. €. §:
()) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 pari bazi
(BYTYP: nul\"leotidy
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D} TOPOLOGIE: lincarni
(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA
(iii) HYPOTETICKA: Ne
(iv) ANTI-SENSE: Ne
(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1..21

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 5:
TTCAGCACCG CGGACAGTGC C

INFORMACE PRO SEKVENCIS ID. C. 6;
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 pard bazi
(B) TYP: nukleotidy
(€) TYP VLLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(1) TYP MOLEKULY: cDNA
(iii) HYPOTETICKA: Ne
(1v) ANTI-SENSE: Ne
(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B} POZICE: 1..21

- 19 -
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCESID. C. 6:
TTCAGCACCT CGGACAGCAT ¢ 21

INFORMACEPRO SE
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 pari bazi
(BYTYP: nukpleotid}-‘
(CYTYP VILAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIL: linearni
(i) TYP MOLEKULY; cDNA
(i) HYPOTETICKA: Ne
(1v) ANTI-SENSE: Ne
(ix) DALSI ZNAKY:

{A) IMENOQ/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1..21

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE SID. C. 7
TTCAGCACCG CGGAGAGCGT ¢ 21

INFORMACI PRO SEKVENCIS ID. C. 8:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 parii bz
(BYTYP: |'1lllgleotidy
{CYTYP VLAKNA: jednoduché
(DY TOPOLOGIE: lincarni
(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA
(iiiy HYPOTETICKA: Ne
(iv) ANTI-SENSE: Ne
(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/QZNACTENT: CDS
(B) POZICE: 1..21

(x1) POPIS SEKVENCL: SEKVENCE S ID. . §

TCCAGCACCG TGGACAGAGC C 21

270 -
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCISID. C. 9

(2}

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 pari bazi
(B) 1YP: nukleotidy
(C) TYP VLAKNA: jednoduche
(1)) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYPMOLEKULY: eDNA
(iiiy HYPOTETICKA: Ne
(iv) ANTI-SENST: Ne
(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1..21

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S 1D. C.9:
TTCAGCACCG AGGACGGCGG A

INFORMACE PRO SEKVENCI $ ID. C. 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 pard bazi
(B) TYP: nukleotidy
(Cy TYP VLAKNA: jednoduche
(D) TOPOLOGIE: lincarni
(i) TYP MOLEKULY: cDNA
(i) HYPOTETICKA: Ne
(iv) ANTI-SENSE: Ne
(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1..21

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 10

ATCAGCACCA CGGACAGCGG C

21

Z1
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCISID. C. 11:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A)DELKA: 21 pari bazi
(B) TYP: nukleotidy
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(DY TOPOL.OGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: ¢<DNA
(ili) HYPOTETICKA: Ne
(iv) ANTI-SENSE: Ne
(ix) DALS] ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENT: CDS
(B) POZICE: 1...21

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID.C. 11:
TTCAGCACCT AGGACAGAGG C 21

PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantni nukleova kyselina, ktera obsahuje:

—  ubikvitarni promotor.
—  jednu nebo nékolik sekvenci neuronového elementu restriktivniho umlcéeni (NRSE) a

- terapeuticky gen

uspofadane tak, ze exprese terapeutického genu je fizena ubikvitarnim promotorem a pfitom akii-
vita tohoto promotoru je fizena sekvenei (sekvencemi) NRSE,

pricemz sckvence NRSE obsahuje celou nebo €ast sckvence id. é. 3, ve které N je A, G.
Cnebo T,

nebo obsahuje ¢ast nebo celou sekvenci vybranou ze skupiny obsahujici sckvence id. &. 1,
2adazll
2adazll,

nebo varianty téchto sekvenct.
2. Rekombinantni nukleova kysetina podle naroku 1. kde promotor je silny promotor.

3. Rekembinantni nukleova kyselina podle naroku 2, kde promotor je promotor z gend zaklad-
niho metabolismu,

4. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 3. kde promotor je vybran ze skupiny obsa-
hujici promotory genu PGK. Effa, B-aktinu, vimentinu. adolazy A a o [-antitrypsinu.

el
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5. Rekombinantni nukleova kyselina pedle naroku 1. kterd obsahuje 1 az 20, vyhodné 3 axz 15.
sekvence NRSE.

6. Rckombinantni nukleova kyselina podle naroku 5, ktera obsahuje 3, 6 nebo 12 sckvenci
NRSE.

7. Rckombinantni nukieova kyselina podle kteréhokoliv z pfedchozich narokil. kiera obsahuje
nékolikrat se opakujici sckvenci NRSE. jak je vymezena v naroku 1.

8. Rekombinanini nukleova kyselina podle kteréhokoliv z predchozich narokii, kde sckvence
NRSE je umisténa/jsou umistény proti sméru transkripce od promotoru,

9. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 1, kde terapeuticky gen je nukleova kyseli-
na. kierd obsahuje otevieny ¢teei ramec kddujici RNA nebo terapeuticky nebo vakeinaéni poly-

peptid.

10. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 9. kde terapeuticky gen je nukleova kyse-
lina, kterd absahuje otevieny Cteci ramec kodujici troficky faktor,

1. Rekombinanini nukleova kyselina podle naroku 9, kde terapeuticky gen je nukleova kyse-
hina, kterd obsahuje otevieny ¢teci ramec kodujici antioxidant.

12. Rekombinantni nukleova kyselina podle naroku 1. kterd kromé sekvenci NRSE obsahuje
regulacni elementy.

13. Regulacni element podle naroku 12, kterym je systém tetracyklinového operatoru/represoru,
14, Vektor, ktery obsahuje nukleovou kyselinu podle kteréhokoliv z narokii 1 a7 12,
15. Vektor padle naroku 14, ktery je virovy vektor.

16. Delektni rekombinantni virus, kterv obsahuje nukleovou kyselinu podle kteréhokoliv z naro-
kulazl2.

17. Virus podic naroku 16, ktery je adenovirus.
18. Virus podle naroku 16, ktery je AAV,

19. Virus podle naroku 16, ktery je retrovirus.
20. Virus podle naroku 16, ktery je rhabdovirus.

21. Buiiky. které obsahuji nukleovou kyselinu podle naroku | nebo vektor podle naroku 14 nebo
virus podle naroku 16.

22. Buitky podle naroku 21, které jsou savéi nervové buriky.

23. Pouziti nukleové kyscliny podle naroku 1 pro vyrobu pfipravku pro prenos nukicovych
kyselin a jejich expresi v nervovych buitkach nebo tkani,

24, Pouziti nukleové kyseliny podle naroku 1 pro vyrobu pripravku pro 1éceni nemoei motoric-
kych neurond intramuskularnim podavanim nukleové kyseliny do nervové tkand nebo bunek.
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25. Pouziti defektniho rekombinantniho viru podle naroku 16 pro pripravu farmaceutické kom-
pozice pro pienos nukleovych kyselin pro nervové specifickou expresi.

26. Pouziti podle naroku 25 k ptenosu genu a jeho expresi v nervovych buikach in virro
aex vivo,

27. Pouziti vektoru podie naroku 4 pro vyrobu pripravku pro pienos nukleove kyseliny a jeji
expresi v nervove tkani nebo bunkach.

28. Pouziti vektoru podle naroku 14 pro vyrobu piipravku pro Iééeni nemoci motorickyeh
neuroni mtramuskularnim podavanim nukleové kyseliny do nervové tkané nebo bunek.

29. Pouziti podle naroku 27 ncho 28, kdy vektor je virus.

30. Farmaceuticky pfipravek, vyznacujici se tim. Zc obsahuje nukleovou kyselinu
podle naroku | nebo vektor podle naroku 14 nebo virus podle naroku 16.

31. Pripravek podle naroku 30. vyznacujici se tim, 7¢jc formulovan pro intramus-
kularni podavani. vyhodné pro podavani intramuskularni injekei.

32. Chiméricky promotor. Ktery obsahuje ubikvitarni promotor a jednu nebo nékolik sekvenci
neuronového elementu restriktivaiho umléeni (NRSE).

33. Chiméricky promotor podle naroku 32, kierym je promotor xNRSE-PGK. kde x je celé &islo
od 1 do 50.

7 vykresi

Y
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Aktivita luciferazy
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