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Polynukleotid, vektor, burika a farmaceuticky prostredek

Oblast techniky

Vynalez se tyka oblasti nidorové bunécné biologie a 1é€by rakoviny. Konkrétné se vynalez tyka
specifické exprese heterolognich genti v nddorovych buiikach, zejména gent kédujicich cytoto-
xické produkty.

Dosavadni stav techniky

Gen H19

Gen H19 je jednim z méla genti, o nichZ se vi, Ze jsou u ¢lovéka imprintovany (Hurst et al., 1996,
Nature Genetics 12:234-237). Na samém zacatku embryogeneze je H19 exprimovan z obou
chromosomalnich alel (DeGroot et al., 1994, Trophoblast 8:285-302). Kratce poté v8ak dochazi
k uml€eni otcovské alely a transkribuje se pouze alela zdédéna od matky.

H19 je vysoce exprimovan béhem embryogeneze a poprvé byl identifikovan jako gen, ktery je
v jatrech koordinované regulovan spolecné s alfa—fetoproteinem uéinkem trans—puisobiciho loku-
su raf (Pachnis et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:5523-5527). H19 byl vedle toho
nezavisle naklonovan fadou laboratofi, které se zabyvaly izolaci genidl exprimovanych b&hem
diferenciace tkani. Napfiklad Davis et al. (1987, Cell 51:987-1000) identifikovali my$i homolog
H19 pii vyhledavani genti aktivnich v ¢asnych fazich diferenciace bun€k C3H10T1/2. Pourier et
al. (1991, Development 113:1105-1114) zjistili, Ze my$i H19 se exprimuje pfi diferenciaci kme-
novych bun€k a v dobé implantace. Transkripce lidského H19 genu byla rovnéz pozorovéana v di-
ferencujicim se cytotrofoblastech z lidské placenty (Rachmilewitz et al., 1992, Molec. Reprod.
Dev. 32:196-202).

Zatimco v prib&hu fetalniho Zivota dochézi k transkripci H19 RNA v fadé riznych embryonal-
nich tkani, po narozeni je exprese H19 zastavena. AvSak ve stavu v jatrech dospélych mysi
(Brunkow a Tilgman, 1991, Genes & Dev. 5:1092-1101) byla zjisténa urcita relativné nizka
hladina transkripce H19. Postnatalné je H19 aktivovan rovnéz v nadorovych burikach. Ariel et al.
(1997, Molec. pathol. 50:34-44) prokazali expresi H19 v fadé nadord vzniklych v tkanich, ve
kterych je H19 exprimovan prenatalné. Dale tito autofi zjistili H19 RNA v nadorech odvozenych
z neuralnich tkani, zejména v astrocytomech a ganglioneuroblastomech, o nichz neni znama aso-
ciace s expresi H19. Vzhledem k velkému mnoZstvi nddorti exprimujicich H19 RNA tito autofi
uvazovali o moznosti, Ze H19 je onkofetalni RNA a navrhli vyzkum H19 jako nadorového mar-
keru pro lidské neoplazie.

Lidsky i my$i H19 gen byl naklonovén a sekvenovan (Brannan et al., 1990, Molec. Cell. Biol.
10:28-36). Srovnani lidského a mySiho genu H19 ukézalo celkovou 77% identitu nukleotidové
sekvence. Navzdory této mezidruhové homologii na nukleotidové tirovni aminokyselinové sek-
vence odvozené z otevienych Ctecich ramcli obou genti vykazovaly nizkou identitu (Zd.). Dale,
akoliv H19 RNA je transkribovana RNA polymerazou II, dochazi u ni k sestfihu a poly-
adenylaci, zd4 se, Ze neni pfekladana. Namisto toho bylo zjiSténo, Ze H19 RNA asociuje s 28S
cytoplazmatickou RNA, coz vedlo k uvaham, ze H19 RNA by mohla pisobit jako RNA slozka
ribonukleoproteinového komplexu (/d.).

Skute¢na fyziologicka role H19 neni zcela jasna. H19 miize ptsobit jako dominantné letalni gen;
vysoka ektopicka exprese H19 transgenu u mysi je pfi¢inou letality kratce pred narozenim (Brun-
kow et al., supra). Tento Casovy Usek letality se shoduje s dobou, kdy nastava represe transkripce
H19 genu. Na druhé strané vSak nebyl pozorovan zadny defekt u mysi nesoucich heterozygotni
nebo homozygotni knockout H19 alely (alel) (Leighton et al., 1995, Nature 375:34-39). Knoc-
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kout matetské alely brani imprintingu geneticky vazaného a opa¢né imprintovaného IGF-2 genu;
vysledné mysi jsou pii narozeni vétsineZ jejich sourozenci z vrhu diky zvySené prenatalni expre-
si IGF-2 (Id.). Jelikoz tyto dva opa¢né& imprintované geny sdileji cis—piisobici regulaéni sekven-
ce, Leighton se spolupracovniky uvaZovali o moZnosti, ze H19 by mohl hrat roli v imprintingu
IGF-2 genu.

Produktu H19 genu je dale téz pfisuzovana funkce nadorové supresorové RNA. Hao et al. (1993,
Nature 365:764-767) popsali, Ze transfekce dvou embryonalnich nadorovych bunéénych linii,
RD a G401, DNA konstruktem exprimujicim H19, vedla k retardaci buné¢ného ristu, k morfolo-
gickym zménam a ke sniZeni tumorigenity v nude mysich. Takovato nadorova supresorova akti-
vita je v souladu s pozorovanou letalitou ektopické exprese (Hao et al., supra), jakoz i se zvétse-
nou velikosti my$i majicich knockout matefské alely H19 (Leighton et al., suppra). Predstava, ze
H19 je nadorovy supresor viak zlistava kontroverzni. Nekteré vysledky nebyly tidajn€ repro-
dukovany a pfipadny jiny nadorovy supresorovy gen muZe existovat v tésné vazbe k H19 (Ariel
et al., supra). Navrhovana funkce H19 jako nidorového supresoru je také v rozporu s experi-
mentalnimi Gdaji, podle kterych dochézi k aktivaci H19 v Sirokém spektru nddorovych bungk (viz
napiiklad Lustig—Yariv et al., 1997, Oncogene 23:169-177).

Geny riistového faktoru podobného inzulinu (Inzulin-like Growth Factor, IGF)

IGF-2 je dalsi imprintovany gen, jehoZ exprese zavisi na tom, z kterého rodi¢e pochazi. Avsak na
rozdil od H19 je IGF-2 matefsky imprintovan, jak u mysi, tak u lidi, a proto je exprimovan
z otcovské alely (Rainier et al., 1993, Nature 363—747-749). Lidsky IGF-2 gen vykazuje kompli-
kovany transkripéni profil. Existuji ¢tytfi IGF-2 promotory, jez jsou tkariové a vyvojoveé speci-
ficky aktivovany. Pouze tfi z promotori, P2, P3 a P4 jsou imprintovany a jsou aktivni béhem
fetalniho vyvoje a v rakovinnych tkanich. Ctvrty promotor, P1, neni imprintovén a je aktivovan
pouze u dospélych jatrech a v choroidalni pleteni (viz Holthuizer et al., 1993, Mol. Reprod. Dev.
35:391-393). P3 promotor IGF-2 genu snad hraje roli v progresi jaterni cirh6zy a hepatocelu-
larniho karcinomu (Kim a Park, 1998, J. Korean Med. Sci 13:171-178).

Ztrata imprintingu IGF-2 byla zjiSténa v pfipadé¢ Wilmsova nadoru (Ogawa et al., 1993, Nature
363:749-751). Toto pozorovani vedlo mnoho badatelii k predstave, Ze ztrata imprintingu a biale-
ticka exprese imprintovanych genii mtize hrat roli v poruchéch riistu a ve vyvoji rakoviny (viz
také Rainer et al., 1993, Nature 362:747-749; Glassman et al., 1996, Cancer Genet. Cytogenet.
89:69-73).

Nadorove specificka genova terapie

Regulaéni oblasti genti asociovanych s nadory se pouZzivaji k cilené selektivni expresi sebevra-
zedného genu v buiikich odvozenych z nadori. Napiiklad v hepatocelularnim karcinomu je indu-
kovéna exprese alfa—fetoproteinu. Huber et al., (1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043)
pouzili reguladnich sekvenci genl albuminu nebo alfa—fetoproteinu k cilené expresi thymidin
kinazy viru varicella—zoster (VZV TK) v butikdch hepatomu. Hepatomové buiiky infikované in
vitro retrovirovym vektorem obsahujicim jeden ztéchto expresnich konstruktl exprimovaly
VZV TK a staly se citlivé viiéi norméalné netoxickému 6-methoxypurin arabinonukleosidu
(araM). Kaneko et al. (1995, Cancer Res. 55:5283-5287) sestrojili adenovirovy vektor exprimu-
jici HSV TK pod kontrolou regulagnich sekvenci alfafetoproteinu. Rekombinantni adenovirové
Sastice obsahujici tento vektor byly pfimo injikovany do nadorti odvozenych z hepatocelularniho
karcinomu, vytvofenych v bezthymovych ,,nude” mysich. Nasledné intraperitonealni injekce gan-
cicloviru zpuisobily regresi nadori odvozenych z heptatocelularniho karcinomu.

Osaki et al. (1994, Cancer Res. 54:5258-5861) transfekovali plicni karcinomové buiiky A54
expresnim vektorem, ktery obsahoval regulacni sekvence genu pro antigen plicniho embryonal-
niho karcinomu spojené s kédujici sekvenci thymidin kindzy viru Herpes simplex (HSV TK).
Transfekované buiiky byly citlivé vii¢i gancicloviru. Navic i rist nddord v nude my3ich vyvolany
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podkozni injekci transfekovanych bunék byl inhibovan opakovanymi intraperitonealnimi injekce-
mi gancicloviru. Nedavno vsak bylo zjisténo, Ze gen karcinoembryonalniho antigenu je exprimo-
van v normalni stfevni sliznici, coz omezuje pouzitelnost té&chto regulanich sekvenci jakoZto
nadorové specifickych regulacnich oblasti (Osaka et al., supra). Pietrvava tedy potieba vyvoje
vektorli pro genovou terapii, které by specificky exprimovaly genové produkty v nadorovych
burikach.

Podstata vynalezu

Vynalez se tyka prostfedki pro indukci selektivni exprese heterolognich gent v nadorovych buri-
kach. Vynalez se zejména tyka polynukleotidi obsahujicich regula¢ni sekvence funkéné spojené
s heterolognimi geny, jimiz se da docilit nddorove specificka exprese heterolognich genit. Konk-
rétnéji, sekvence regulujici transkripci je odvozena z genomové imprintovaného genu, ktery je
specificky exprimovan v rakovinnych buiikach a kterych je gen H19, a heterologni gen kéduje
cytotoxicky protein nebo cytostaticky genovy produkt. Regulaéni sekvence budou fidit expresi
v fadé riiznych rakovinnych bunéénych typi.. Takovéto prostiedky jsou pouZitelné pii lécbé
mnoha riznych typt rakoviny a hyperproliferanich stavii.

Jednim aspektem vynalezu jsou expresni vektory obsahujici polynukleotidy zahrnujici takovéto
regulaéni oblasti genu H19, tj. promotorové a enhancerové sekvence, které jsou funkéné spojené
s heterolognimi geny. H19 enhancer a jeho aktivni ¢asti mohou byt pouzity v jakékoli kombinaci
s H19 promotorem. Vynalez také zahrnuje hostitelské buriky obsahujici takovéto vektory. V tom-
to ohledu muze byt expresni konstrukt obsahujici heterologni gen pod kontrolou H19 promotoru
a HI19 enhanceru, nebo bez H19 enhanceru, zaveden do buiky. V jiném aspektu poskytuje
vynélez pouZité takovychto vektori k expresi heterolognich genti v nadorovych buiikéach. Jeste
jinym aspektem vynalezu je vyuziti vektort podle vynalezu pro 1é€bu rakoviny genovou terapii.

Podrobny popis vynalezu

Vynaélez ¢asteéné vychazi z objevu, Ze k cilené expresi Zadoucich kodujicich sekvenci v rakovin-
nych buiikach Ize vyuzit regulaéni oblasti z genomove imprintovanych gent, jez jsou exprimova-
ny v rakovinnych buiikich. Konkrétné bylo zjisténo, ze exprese H19 je aktivovana v Sirokém
spektru karcinomu, jeZ zahrnuji, ale bez omezeni, karcinom mocového méchyfe, hepatocelularni
karcinom, hepatoblastom, rabdomyosarkom, ovarialni karcinom, cervikdlni karcinom, karcinom
plic, karcinom prsu, karcinom dlazdicovych bunék na hlavé a krku, karcinom jicnu, karcinom
§titné Zlazy, astrocytom, ganglioblastom a neuroblastom. Déle bylo zjisténo, Ze v nadorovych
buiikach jsou specificky aktivovany rekombinantni DNA konstrukty, jeZ obsahuji oblasti H19
promotoru funkéné spojené s heterolognim genem, nebo konstrukty obsahujici takovyto promo-
tor v kombinaci se spodnim (downstream) H19 enhancerem. V jiném aspektu vynalezu se k fize-
ni exprese heterologniho genu vyuziva IGF-1 promotor.

V jednom ze svych aspektt tedy vynalez poskytuje zplsoby a prostiedky pro zménu fenotypu
rakovinnych bunék nebo pro jejich selektivni zabiti. Tohoto cile je dosazeno tim, Ze do bunék se
vpravi polynukleotid zahrnujici regula¢ni oblasti z genomové¢ imprintovanych geni, jeZ jsou
exprimovany v rakovinnych buiikach, funkéné spojené s heterolognim genem. Heterologni gen
muZe kodovat napiiklad cytostatikum nebo cytotoxické agens (napf. toxin, antisense RAN nebo
ribozym).

Reguladni oblasti genomové imprintovanych gent, jeZ jsou exprimovany v rakovinnych butikach
zahrnuji H19 promotor a enhancer.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 294694 B6

Pro ucely vynalezu zde popsaného, vyraz ,,funkéné spojeny* znamena, Ze nukleotidova sekvence
je pripojena k regulatni sekvenci zpiisobem umoziinjicim, aby exprese nukleotidové sekvence
byla fizena regulacni sekvenci.

,»Heterologni“ genova sekvence se tyka, v bezprostiednim smyslu, genové sekvence, jez normal-
né neni funk¢éné spojena s regulaénimi sekvencemi genu H19. Obecné, heterologni genové sek-
vence zahrnuji sekvence, jez kdduji cytostatické nebo cytotoxické genové produkty.

Vyraz ,exprese”, jak se zde uziva, se tyka transkripce urcité DNA, a dale sestfihu, opracovani,
stability a pfipadné translace odpovidajiciho mRNA transkriptu. V zavislosti na struktufe vnesené
molekuly DNA miiZe byt exprese prechodna nebo kontinualni.

Regula¢ni sekvence genu H19

Nize jsou popsany regula¢ni sekvence H19, jez mohou byt pouzity k specifické aktivaci exprese
heterologni kodujici sekvence v naddorové buiice. Tyto H19 regulaéni sekvence zahrnuji H19
promotorovou oblast nad genem (upstream) a/nebo spodni (downstream) H19 enhancerovou
oblast. Nukleotidova sekvence jedné H19 promotorové oblasti je ukdzana v obrazku 1A-1C
(SEQ ID NO:1). Tato 830 bp dlouha nukleotidova sekvence saha od nulkeotidové pozice —837
k pozici —7, pocitano od mista Cepi¢ky (jak popsali Brannan at al., supra). Konsenzni TATA sek-
vence se nachazi mezi nukleotidy —27 a —35. Dvé konsenzni AP2 vazebna mist (shora 8/9) se
nachézeji ptiblizné —500 a —40 nukleotidi nad mistem iniciace transkripce. Jak je podrobnéji
diskutovano nize, predfazeni ptiblizné 830 bp reguladni oblasti pfed kddujici sekvenci heterolog-
niho genu postacuje k expresi funkéné ptipojeného heterologniho genu v rakovinnych buiikach,
jez také exprimuji endogenni H19. Kromée toho i dalsi oblast promotoru H19, nachazeji se mezi
nukleotidy —819 az +14 (Obrazek 5, SEQ ID NO:2), postacuje k expresi funkéné pripojeného
heterologniho genu v rakovinnych burikach.

Do konstruktu s H19 promotorem a heterolognim genem miiZe byt pfipadné pfidana spodni
enhancerova oblast lidského H19 genu, aby se doséhlo vy3si hladiny nadorové specifické expre-
se. Jak je zevrubngji popsano nize a ilustrovano piikladem v ¢asti 6. Tato spodni enhancerova
oblast je obsazena v Sacl restrikénim fragmentu sahajicim od +6kb k +11kb vzhledem k pocatku
transkripce. Jak se ocekava od enhancerové sekvence i tento spodni enhancer plisobi bez ohledu
na orientaci, tzn. miiZze byt umistén v opacné nebo stejné orientaci (vzhledem k orientaci H19
enhanceru v endogennim H19 genu) za kédujici oblast heterologniho genu pod kontrolou H19
promotoru. Fragmenty tohoto enhanceru, obsahuji sekvence ukazané na Obr. 6, 7A, 7B a 8A-8C
(SEQ ID NO: 3-5), rovnéz mohou napomahat genové expresi.

Tyto regulaéni sekvence z genové imprintovanych a ineimprintovanych gent, jez jsou exprimo-
vany v rakovinnych buiikach, mohou byt dale analyzovany, aby se stanovily minimalni regula¢ni
sekvence nutné k dosazeni zadouci nadorove specifické exprese. Promotorova oblast mize byt
naptiklad pozménéna adicemi, substitucemi nebo delecemi a testovana na funké&nost v nadorové
specifické expresi. Riizné ¢asti spodniho H19 enhanceru mohou byt jednotlivé analyzovany co do
schopnosti zvySovat transkripci z H19 promotoru.

Zmény v regulaénich sekvencich 1ze provést pomoci fady chemickych a enzymatickych metod,
které jsou dobte znamy z oboru. Napiiklad useky sekvenci vymezené restrikénimi misty mohou
byt deletovany. Mistné cilenou mutagenezou lze definovanym zptisobem ménit sekvenci a/nebo
vnaset do specifickych tseki sekvence restrikéni mista. Dele¢ni mutanty mohou byt generovany
i s pouzitim DNA nuleas jako jsou Bal31 nebo Exolll a S1 nukleasa. Progresivné vétsich deleci
v regula¢nich sekvencich se dosahuje inkubaci DNA s nekleasami po delsi dobu (pro piehled
technik pouZivanych k mutageneze, viz Ausubel et al., 1989, Current Protocols for Molecular
Biology).
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Pozménéné sekvence se vyhodnocuji podle schopnosti aktivovat nadorové specifickou expresi
heterolognich kodujicich sekvenci ve vhodnych hostitelskych buiikach, zejména v burikach, které
jsou odvozené z karcinoml exprimujicich H-19 (napf. buiiky karcinomu modového méchyfte,
jako jeden priklad). Jakékoli pozmé&néné regulaéni sekvence, jeZ maji zachovanou schopnost fidit
nadorové specifickou expresi budou zahrnuty do rekombinantnich expresnich vektort pro dalsi
vyuziti, a spadaji do rozsahu piedkladaného vynélezu.

Pod kontrolou téchto regulacnich sekvenci mohou byt exprimovany mnohé rizné heterologni
geny, jako napfiklad geny kédujici toxické genové produkty, potencialné toxické genové produk-
ty a genové produkty s antiprolifera¢ni nebo cytostatickou aktivitou. Mohou se exprimovat i mar-
kerové geny, véetné enzymii (napt. CAT, beta—galaktosidasa, luciferasa), fluorescenénich protei-
ni, jako je zeleny fluorescenéni protein, nebo antigennich markerd.

Cytotoxické genové produkty zahrnuji, v $ir§i definici, jak toxiny, tak Cinitele indukujici apopto-
su. Pro ucely vynalezu se kromé toho mezi cytotoxické genové produkty zahrnuji enzymy meta-
bolismu, které konvertuji prekurzor na cytotoxicky produkt. Piiklady cytotoxickych genovych
produkt, které mohou byt podle vynélezu pouZzity, zahrnuji zaSkrtovy toxin, toxin Pseudomonas,
rici, cholerovy toxin, PE40 a nadorové supresorové geny jako jsou gen retinoblastomu a p53.
Vedle toho mohou byt pouzity sekvence kodujici apoptické peptidy, které indukuji bunéénou
apoptosu. Takové apoptické peptidy zahrnuji A B peptid u Alzheimerovy choroby (viz LaFerla et
al., 1995, Nat. Genet. 9:21-30), atrialni natriureticky peptid (viz Wu et al., 1997, J. Biol. Chem.
272:14860-14866), peptid podobny calcitoninu (viz Sakuta et al., 1996, J. Neuroimmunol.
67:103-109), jakoz i dali znamé nebo dosud neobjevené apoptické peptidy.

Mezi metabolické enzymy, které konvertuji prekurzory na cytotoxicky produkt, patii thymidin-
kinaza (z viru herpes simplex nebo variacella zoster), cytosindeaminasa, nitroreduktasa, cytoch-
rom P—450 2B1, thymidinfosforylasa, purinnukleosidfosforylasa, alkalicka fosfatasa, karboxy-
peptidasa A a G2, linamarasa, laktamasa a xanthinoxidasa (viz Regg a Sikora, August 1997, Mol.
Med. Today, str. 359-366).

Expresnimi konstrukty zde popsanymi lze do rakovinnych bun€k vnaset i antisense, antigenni
nebo aptamerni oligonukleotidy. V rakovinné buiice mohou byt déle exprimovany ribozymy nebo
jednofetézcové RNA s cilem inhibovat expresi konkrétnich geni. Cilové geny pro zasah t€mito
antisense nebo ribozymovymi molekulami jsou geny, jejichZ produkty jsou nezbytné pro preziti
buriky nebo pro udrzeni rakovinného fenotypu. Takové cilené geny zahrnuji, ale bez omezeni,
cdk2, cdk8, cdk21, cdc25A, cyklinD1, cyklinE, cyklinA a cdk4.

Do bunék se napiiklad zavadeji vektory, které pod kontrolou regula¢nich sekvenci imprintova-
nych gend nebo pod kontrolou promotoru IGF-1, aktivnich v rakovinnych buiikach, exprimuji
antisense RNA molekuly nebo ribozymy specifické viici transkriptiim onkogennich forem p53,
c—fos, c—jun, K-ras a/nebo Her2/neu, aby se zastavila exprese endogennich geni. Nadorové
builky, v nichz je exprimovan H19 a které tedy mohou aktivovat H19 regula¢ni sekvence mohou
byt specifickymi terci pro expresi antisense RNA nebo ribozymové RNA.

PFistupy vyuzivaji antisense techniku zahrnujici navrh oligonukleotidti (v tomto pfipadé mRNA)
komplementarnich k cilové mRNA. Antisense oligonukleotidy se budou vazat ke komplemen-
tarnim cilovym mRNA transkriptim a branit jejich translaci. Absolutni komplementarita, byt
vyhodn4, neni nutna. Vyraz sekvence ,komplementarni® k ¢asti RNA, jak se zde uziva, znamena
sekvenci komplementarni natolik, Ze je schopna hybridizovat k RNA a tvofit s ni stabilni duplex.
Schopnost hybridizovat bude zaviset jak na stupni komplementarity tak na délce antisense
nukleové kyseliny. Obecné, ¢imZ delsi je hybridizujici nukleova kyselina, tim vice nepérujicich
bazi viaéi RNA miize obsahovat a presto s ni muZe vytvaret stabilni duplex (nebo triplex, podle
okolnosti). Osoba zb&hla v oboru miZe urdit tolerovatelny stupeii nekomplementarity pomoci
standardnich postupli na stanoveni teploty tani hybridizovaného komplexu.
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V inhibici translace by mély byt nejidinnéjsi oligonukleotidy, jeZ jsou komplementarni k 5’ konci
cilové mRNA, napf. k 5" neprekladané sekvenci az po (a véetn®) iniciaéni AUG kodon. V nedav-
né dobé se viak prokazalo, Ze i sekvence komplementarni k 3’ nepfekladanym sekvencim mole-
kul mRNA ¢inné inhibuji translaci. Viz, obecné, Wagner, 1994, Nature 372:333-335. Oligonuk-
leotidy komplementarni k 5'— nebo 3'— nepiekladanym nekddujicim oblastem transkriptii cilo-
vych genl mohou tedy byt pouzity v tomto ,,antisense® pfistupu k inhibici translace endogennich
gend. Oligonuleotidy komplementarni k 5’ nepfekladané oblasti mRNA by mély zahrnovat
oblastem mRNA jsou méné G¢innymi inhibitory translace, mohly by ale v souladu s vynilezem
byt pouzity. Antisense nukleové kyseliny, at’ jizZ maji hybridizovat k 5', 3’ nebo kédujici oblasti
cilové mRNA, by mély mit délku alespoii Sest nukleotidd, s vyhodou od 6 do asi 50 nukleotidd.
Ve specifickych aspektech je délka oligonukleotidu alespofi 10 nukleotidi, alespori 17 nukleoti-
dd, alespori 25 nukleotidd nebo alespoii 50 nukleotidi.

Bez ohledu na volbu cilové sekvence je vyhodné provést nejprve in vitro pokusy, aby se kvanti-
tativné vyjadrila schopnost antisense oligonukleotidu inhibovat genovou expresi. V té€chto stu-
diich by mély byt i kontroly na rozli$eni inhibice genu antisense oligonukleotidem od nespecific-
kych biologickych 0¢inkt oligonukleotidi. Je rovnéz vyhodné, aby se v téchto studiich porovnaly
hladiny cilové RNA nebo proteinu s hladinami RNA nebo proteinu vnitini kontroly.

Translace cilové mRNA lze také bréanit pouzitim molekul ribozymu navrZeného tak, aby kata-
lyticky $tépil prislusny cilovy gen. (Viz napt. PCT International Publication W090/11364, publi-
kovanou 4. fijna 1990; Sarver et al., 1990, Science 247:1222-1225). Je-li ribozym specificky pro
genovy transkript kédujici protein, ktery je nezbytny pro rist rakovinné buriky, mize takovy
ribozym vyvolat ztratu fenotypu rakovinné buiky. K cilenému zni¢eni molekul mRNA mohou
byt pouZity ribozymy, které Sté€pi tyto mRNA ve specifickych rozpoznavacich mistech, avsak
vyhodnéj$i je pouziti ,,hammerhead” ribozymti. Hammerhead ribozymy $§tépi molekuly mRNA
v mistech diktovanych ohraniCujicimi oblastmi, jez tvofi komplementarni pary bazi s cilovou
mRNA. Jedinym pozadavkem je, aby mRNA méla nésledujici sekvenci dvou bazi: 5'-UG-3'.
Konstrukce a produkce hammerhead ribozymi je dobfe zndma v oboru a je podrobnéji popsana
v praci Haseloff a Gerlach, 1988, Nature, 334:585-591. Ribozym se s vyhodou konstruuje tak,
aby rozpoznavané §tépici misto lezelo blizko 5'konce cilové mRNA; tedy tak, aby se zvysila
téinnost a minimalizovala akumulace nefunkénich mRNA transkriptt.

Ribozymy pro pouZiti podle vynalezu také zahrnyji RNA endoribonukleasy (dale v textu ,ribozy-
my Cechova typu®), jejichz prototyp se vyskytuje pfirozené v Tetrahymena thermophila (znamé
jak oIVS nebo L-1i IVS RNA), a které podrobné popsal Thomas Cech se spolu-pracovniky
(Zaug et al., 1984, Science 224:574-578; Zaug a Cech, 1986, Science 231:470-475; Zaug et al.,
1986, Natura 324:429-433; publikovanid Mezinarodni Patentova Ptihlaska Wo 88/04300 Univer-
sity patents Inc.; Been a Cech, 1986, Cell 47:207-216). Ribozymy Cechova typu maji aktivni
misto o osmi parech bazi, které hybridizuje k sekvenci cilové RNA, naeZ nastava stépeni cilové
RNA. Vynalez piedpoklada pouziti téch ribozymi Cechova typu, jejichz 8 bp sekvence aktiv-
niho mista hybridizuje k sekvencim pfitomnym v cilovych genech.

Aktivace genli v nadorovych buiikach

Buriky, ve kterych dochézi k reaktivaci exprese imprintovaného genu budou téZ schopné specific-
ky aktivovat expresi heterologniho genu z vektoru obsahujiciho regulaéni oblasti takovéhoto
imprintovaného genu funkéné spojené s heterolognim genem. Takovéto buiiky, zejména nadoro-
vé buriky jsou vhodnym teréem pro postupy genové terapie podle vynalezu. Exprese specificka
pro H19 mizZe byt stanovena v nddorech i v bun&¢nych liniich technikami analyzy RNA, in situ
hybridizace a s pouzitim konstruktti obsahujicich reporterové geny.
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Ve vétsiné aplikaci RNA analyzy se pouziva znalena sonda, specificky hybridizujici s transkrip-
tem sledovaného genu, kterou lze pfipravit kteroukoli z technik dobfe znamych v oboru. Znace-
né sonda mize obsahovat alespoii 15 aZ 30 bazi komplementarnich k H19 nukleotidové sekvenci,
vyhodnéji obsahuje alespori 50 az 150 bazi komplementarnich k H19 transkriptu. Obzvlasté
vyhodnou hybridizaéni sondou je H19 expresi je polynukleotid komplementarni ke 3’ konci H19
mRNA v useku ptiblizné 800 nukleotidi nad polyadenylaCnim mistem aZ po poly A misto.

Ve specifickém provedeni vynélezu, jeZ je niZe ilustrovano piikladem, se znadena natisense RNA
sonda pripravila in vitro s pouzitim T7 nebo T3 expresniho plazmidu. H19 sondy se daji téZ zna-
it s pouZitim nahodnych primerti a znaCeného nukleotidu, naptiklad se soupravou Prime-It
(stratagene, La Jolla, CA; katalog. ¢. 300392). Jinak lze pfipravit znacenou sondu i pomoci PCR
reakce s pouzitim cDNA klonu obsahujicim kédujici oblast h19 a primer( navrzenych tak, aby se
amplifikovala ¢ast kédujici oblasti. Dalsi mozZnosti je standardni reakce posunu jednotfetézcového
zlomu (,,nick translation).

Vhodny zptisob oznaceni polynukleotidovych sond zahrnuje nukleotidy obsahujici radioaktivni
izotopy (jako jsou *’S a **P), fluorescentni, luminiscentni a barevné znacky, a enzymové moleku-

ly.

Znadena sonda se in situ hybridizuje k buiice nebo k vzorku tkan€ s pouzitim standardnich
technik, jak je popsino nize ptikladem a ve spolupodané US patentové piihlaSce pof.¢.
08/704,786, ktera je zde zahrnuta odkazem. Je-li k dispozici dostate¢né mnozstvi pfislusnych
bunék, Ize stanoveni hladiny exprese mRNA sledovaného genu provést standardni RNA analyzou
(jako je napt. northernova analyza, chranéni pfed RNAsou, nebo extense primeru).

Takovéto analyzy genové exprese je mozné provadét téZ ,,in situ®, tzn. pfimo v tkanovych fezech
(fixovanych a/nebo zmrazenych) pfipravenych ze vzorkid tkani pacientli, odebranych pfi biop-
siich nebo resekcich, takze neni nutna purifikace nukleovych kyselin. K témto in situ postupiim
se mohou pouzit sondy a/nebo primery popsané vyse. (Viz napf. Nuovo, G. J. 1992, ,,PCRIn Situ
Hybridization: Protocols And Applications®, Raven Press, NY).

Jinou moZnosti jak urgit, zda v bunééném typu nebo nadoru bude mozné specifickd aktivace
expresnich konstrukti obsahujicich konkrétni regulacni oblasti funkéné spojené s heterolognim
genem, je pfima transfekce takovychto expresnich konstruktti do buiiky. Pro tyto tcely je vyhod-
né, aby heterologni gen byl markerovy gen. Pozitivni vysledek testu na produkt markerového
genu znamena, Ze buiika nebo bunééna linie jsou schopné aktivovat expresi z pouZitych regulac-
nich oblasti.

Pfiklady typt nadory s aktivovanou expresi H19, zji§téné pomoci shora uvedenych technik, jsou :
A. Pevna nadory u déti

1. Wilmstv nador
2. Hepatoblastom
3. Embryonélni rabdomyosarkom

B. Nadory zarode¢nych bunék a trofoblastu

Nadory zarode¢nych bungk testes

Nezraly teratom vajeniku
Sakrokokcygealni nador

Choriokarcinom

Nadory trofoblastu ptivraceného k placent¢

N
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C. Epitelidlni nadory u dospélych

Karcinom mocového méchyie
Hepatocelularni karcinom

Karcinom vaje¢niku

Cervikalni karcinom

Karcinom plic

Karcinom prsu

Karcinom dlaZdicovych bun€k na hlave a krku
Karcinom jicnu

Karcinom $titné Zlazy

RN RN =

D. Neurogenni nadory

1. Astrocytom
2. Ganglioblastom
3. Neuroblastom

Shora uvedené rakoviny jsou tedy 1é¢itelné zptisobem podle vynélezu. Vlastné jakykoliv nador,
ktery aktivuje expresi H19 je mozné lécit zptisobem podle vynalezu.

Aplikaci shora uvedenych technik lze urcit i nadory, které aktivuji IGF-1 a promotory P3 a P4
aktivovan v nadorech détského veku, jako jsou Wilmstiv nador, rabdomyosarkomy, neuroblasty
a hepatoblastomy.

Zpusoby jak vnaset do hostitelskych bun€k polynukleotidy, jez jsou pod kontrolou regulacnich
sekvenci

Vynélez se rovnéz vztahuje na hostitelské buiiky transfekované polynukleotidy, jez obsahuji
regulaéni oblasti funkéné spojené s heterolognim genem. Takovéto hostitelské buiiky se mohou
udrzovat v kultufe nebo mohou byt soulasti zviiete, s vyhodou savce. Uvedené polynukleotidy se
typicky liguji do kteréhokoli z Siroké Skaly vektori, které se pak nasledné vnaseji do bunck
s pouzitim zde presentovanych postupt a materialti. Takovéto vektory mohou byt konstruovany
s pouzitim dobfe zavedenych technik molekularni biologie (viz obecn€, Sambrook et al., 1989,
Molecular Cloning, sv. I-III, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York; a Current Protocols in Molecular Biology, 1989, John Wiley & sons, vSechny svazby toho-
to manualu a jejich pravidelné dopliiky jsou zde zahrnuty odkazem). V pfipadech, kdy je pozado-
vana i translace, bude heterologni gen konstruovan tak, aby obsahoval i vhodny 3’ polyadenylac-
ni signal.

Kultivované buiiky

Hostitelské buiiky transfekované polynukleotidy obsahujicimi regula¢ni oblasti imprintovaného
genu funkéné spojeni s heterolognim genem mohou byt jakékoli prokaryotické nebo eukaryotické
butiky. Ligace polynukleotidu do genového konstruktu, jako je vektor a transformace nebo
transfekce do hostitelskych bunék, bud’ eukaryotickych (kvasinky, buiky ptaci, hmyzi nebo
sav¢i), nebo prokaryotickych (bakteridlni buriky), jsou standardni postupy Siroce pouZzivané
v mikrobialnich technologiich nebo v kultivaci tkafiovych kultur.

Vektory vhodné pro kultivaci pfedmétnych polynukleotidii v bakterialnich butikach, jako jsou
E. coli, zahrnuji plazmidy nasledujicich typi: plazmidy odvozené od pBR322, plazmidy odvoze-
né od pEMBL, plazmidy odvozené od pEX, plazmidy odvozené od pBTac, a plazmidy odvozené
od pUC. V kvasinkéach S. cerevisiae se jako uZite¢né klonovaci a expresni vektory pro vnaseni
genetickych konstrukt(i uplatiiuji plazmidy YEP24, YIPS, YEP51, pYES2 a YRP17 (viz napiik-
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lad Broach et al., 1993 v Experimental Manipulation od Gene Expression, ed. M. Inouye, Acade-
mic Press, str. 83). Tyto vektory se mohou replikovat jak v E. coli, diky pfitomnosti replikaéniho
pocatku ori z pBR322, tak i v kvasinkach, diky pfitomnosti pocatku replikace z kvasinkového
2um plazmidu. Kromé toho mohou byt pouZity markery resistence k antibiotikiim, jako napf.
k ampicilinu.

Podobné i vyhodné savéi vektory pro nukleotidy podle vynélezu obsahuji prokaryotické sekven-
ce, které umoZiiuji namnoZeni vektoru v bakteriich. Takovéto vektory pro transfekci do savéich
bungk se mohou konstruovat tak, aby se integrovaly do sav¢iho chromosomu a ziskaly tak
dlouhodobou stabilitu; pro tento Gi¢el maji pfipojeny selektovatelny markerovy gen. Pro transient-
ni expresi je mozné pouzit derivatd virti, jako jsou napf. bovinni papillomavirus (BPV-1) nebo
viru Sepsteina—Barrové. Ruzné metody pouZzivané pfi piipravé plazmidi a jejich transformaci do
hostitelskych organismi jsou dobie zndmy v oboru. Dalsi vhodné vektorové systémy, jakoZ
i obecné postupy rekombinantnich technologii uvadi Sambrook et al., supra.

Genova terapie

Vynalez rovnéZz zahrnuje vyuZiti polynukleotidi, obsahujicich regulacnich oblast genu funk¢né
spojenou s heterolognim genem, v genové terapii rakoviny a hyperproliferaénich onemocnéni.
Pro ucely genové terapie se mohou expresni konstrukty podle vynédlezu podavat v jakémkoli
biologicky uéinném nosiéi, napt. jakémkoli pfipravku nebo prostiedku schopném u¢inné dopravit
rekombinantni gen do bunék in vivo. Pristupy zahrnuji inserci pfedmétného genu do virovych
vektort, véetné rekombinantnich retrovirt, adenoviru, adenoasociovaného viru a viru herpes
simplex—1, nebo do rekombinantnich bakterialnich nebo eukaryotickych plazmidi. Virové vekto-
ry transfekuji buiky pfimo; plazmidova DNA miize byt vpravena do bun&k napf. pomoci katio-
nickych polymert, kationickych liposomti (napf. lipofectinu, derivati cholesterolu jako D.D.A.B
a kationickych fosofolipidi) nebo derivatizovanych (napf. s protilatkou konjugovanych) konju-
gatd polylysinu, gramicidinu S, umélych virovych obalek nebo jinych takovychtonitrobunéénych
nosicd, jakoZ i pfimou injikaci holého genového konstruktu, elektroporaci nebo CaPO, konpreci-
pitaci. Soucasny ptehled pojednavajici o pfenosu genli a expresnich systémech pfi genové terapii
rakoviny podava Cooper, 1996, Seminars in Oncology 23:172-187.

Transduce vhodnych cilovych bun€k je prvnim diilezitym krokem pfi genové terapii; je ziejmé,
Ze volba konkrétniho gen—vnasejiciho systému bude zaviset na faktorech jako jsou fenotyp uva-
zovaného cile a zplsob aplikace, napf. mistni nebo systémové. Je rovnéZ jasné, ze konkrétni
genové konstrukty poskytované pro in vivo transfukei expresnich konstrukti jsou pouzitelné i pro
in vivo transdukci bungk, jako napf. pro pouZiti v ex vivo tkaiovych kulturach popsanych shora.

Vyhodny zpiisob jak zavést do buiiky in vivo nukleovou kyselinu je pouzit virovy vektor obsahu-
jici nukleovou kyselinu, napf. konkrétni cytotoxicky gen pod kontrolou H19 regulaénich sekven-
ci. Infekce bun€k virovym vektorem je vyhodna tim, Ze nukleova kyselina se dostane do velké
¢ast pouzitych bun€k. Dalsi vyhodou je, Ze molekuly, naptf. cDNA kédované virovym vektorem,
jsou v té&chto buiikach, do nichz se dostane virovy vektor, i¢inné€ exprimovéany. Vhodné vektory,
jez mohou byt vnaseny do bunék s pouzitim zde uvedenych zplisobl a prostiedkt zahrnuji, ale
bez omezeni, vektory na bazi viru herpes simplex, adenoviru, adeno—asociovaného viru, retro-
virl, viru pseudorabies, alfa—herpes viru, a podobné. Podrobny piehled virovych vektori, zejmé-
na virovych vektord vhodnych k modifikaci nereplikujicich se bun¢k, jakoZz i zpisoby uziti téchto
vektor v souvislosti s expresi pozadovanych polynukleotidi, 1ze nalézt v knize ,,Viral Vectors:
Gene Therapy and neuroscience Apolications®, ed. Caplitt and Loewy, Academic Press, San
Diego (1995).

Bylo prokazano, ze infek&ni spektrum viri a tedy i vektoril odvozenych zvird Ize omezit, modifi-
kuji-li se obalové proteiny na povrchu virové Castice (viz napt. publikace PCT W(093/25234
a W094/06920). Strategie pouZivané k modifikaci infekEniho spektra retrovirovych vektort nap-
fiklad zahrnuji: pfipojeni protilatek specifickych vii¢i antigentim buné&ného povrchu k virovému
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env proteinu (Roux et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9079-9083; Junal et al., 1992,
J. Gen. Virol. 73:3251-255; a Gould et al., 1983, Virology 163:251-254); nebo pfipojeni ligandu
bunééného povrchového receptoru k virovym env proteinim (Neda et al., 1991, J. Biol. Chem.
266:14143-14146). Piipojeni miize byt formou chemického kovalentniho pfisitovani proteinu
nebo jiné molekuly (napf. laktosy, ¢imZ se env protein pievede na asialoglykoprotein), jakoZ i
vytvofenim flizovanych proteind (napf. fiizované proteiny typu jednofetézcova protilatka/env).
Touto technikou mohou byt napfiklad nasmérovany rekombinantni viry na nadorové buiky tak,
ze k povrchu rekombinantniho viru se pfipoji protilatky namitené proti nadorovym povrchovym
proteinim nebo proti molekuldm asociovanym s nadorem. Tato technika je pouzitelna nejen
k omezeni tropismu virovych &astic na ur€ité buné&né typy, ale i ke konverzi ektotropniho
vektoru na vektor amfotropni.

Vyhodny virovy gen—vnaSejici systém uZitecny v pfekladaném vynalezu, vyuziva vektory odvo-
zené z adenoviru. Genom adenoviru se d modifikovat takovym zpisobem, Ze kéduje a exprimu-
Jje pozadovany genovy produkt, ale jeho schopnost replikace v normalnim lytickém Zivotnim cyk
lu je inaktivovana. Viz napi. Berkner et al., 1988, Bio Techniques 6:616; Rosenfeld et al., 1991,
Science 252:431-434; a Rosenfeld et al., 1992, Cell 68:143—155. Vhodné adenovirové vektory
odvozené z adenoviru kmene AD typu 5 d1324 nebo jinych adenovirovych kment (napt. Ad2,
Ad3, Ad7 atd) jsou dobfe znamy osobam zb&hlym v oboru. Vyhoda rekombinantnich adenoviri
miiZe za jistych okolnosti spoivat v tom, Ze jsou pouzitelné k infekci Sirokého spektra bunég-
nych typu, véetné epitelu dychacich cest (Rosenfeld et al., 1992, supra), endotelidlnich bunék
(Lemarchand et al., 1992, Proc. Natl. Acad., Sci. USA 90:2812-2816) a svalovych bunék (Quan-
tin et al., 1992, proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2581-2584). Dale, virové &astice jsou relativné
stalé, 1ze je purifikovat a koncentrovat a mohou byt modifikovany za ucelem ovlivnéni spektra
infektivity. Kromé toho, vnesena adenovirova DNA (a cizi DNA v ni obsaZena) se neintegruje do
genomu hostitelské buiiky, nybrz zlistava episomalni, ¢imz se lze vyhnout potencialnim problé-
mum, jeZ mohou nastat v disledku inseréni mutageneze v pripadech, kdy se vnesena DNA integ-
ruje do hostitelského genomu (napt. retrovirova DNA). Dale, ,,volna“ kapacita adenovirového ge-
nom pro cizi DNA je v porovnani s jinymi vektory pro vnaseni gend velka (az 8 kb) (Berkner et
al., supra; Haj—Ahmand a Graham, 1986, J. Virol. 57:267). VétSina replikacné—defektnich
adenovirovych vektorti v soucasnosti pouzivanych, a proto pfedkladanych vynalezem upfednost-
novanych, maji zcela nebo zcasti deletovany virové geny E1 a E3, ponechavaji si vSak az 80 %
adenovirového genetického materialu (viz napf. Jones et al., 1979, Cell 16:683; Berkner et al.,
supra, a Graham et al., v Methods in Molecular Biology, E. J. Murray, Ed. (Humana, Clifton NJ,
1991)s v. 7, str. 109-127).

Jiny virovy vektorovy systém pouzitelny k vnaSeni predmétnych expresnich vektorti je adeno—
asociovany virus (AAV). Adenoasociovany virus je ptirozené se vyskytujici defektni virus, ktery
pro u¢innou replikaci a produktivni Zivotni cyklus vyZaduje jiny, pomocny virus, jako napf. ade-
novirus nebo herpes virus. (Pro prehled viz Muzyczka et al., 1992, Curr. Topics in Microbiol. and
Immunol. 158-97-129). Je téZ jednim z mala virti, jeZ mohou integrovat svoji DNA do nedé-
licich se bunék, a ktery vykazuje vysokou frekvenci stalé integrace (viz naptiklad Flotte et al.,
1992, Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-354; Samulski et al., 1989, J. Virol. 63:3822-3828; a
McLaughlin et al., 1989, J. Virol. 63:1963-1973);. Vektory obsahujici pouhych 300 bp AAV
sekvence jsou schopné zabaleni a mohou se integrovat. Misto pro exogenni DNA je omezeno na
zhruba 4,5 kg. K zavedeni DNA do bunék miZe byt pouZit AAV vektor, ktery popisuji Transchin
et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260. Pomoci AAV vektorli byly do bunék riznych typt
zavedeny mnohé riizné nukleové kyseliny (viz napfiklad Hermonat et al., 1984, proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81:6466—6470; Transchin et al., 1985, Mol. Cell. Bio.. 4:2072-2081; Windisford et al.,
1988, Mol. Endocrinol. 2:32-39; Transchin et al., 1984; J. Virol. 51:611-619; Flotte et al., 1993,
J. Biol. Chem. 268-3781-3790).

Vedle metod pienosu DNA pomoci virt, napiiklad uvedenych shora, se pro fizenou expresi

zadaného heterologniho genu ve tkani zvifete pouzivaji i nevirové metody. V¢EtSina nevirovych
metod pienosu genti vyuziva norméalnich mechanismi pouZivanych savéimi buitkami pro vychy-
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tavani a intracelularni transport makromolekul. Ve vyhodnych provedenich vynalezu se uplattiuji
nevirové systémy vnaseni genii, které k vychytani a pohlceni pfedmétnych expresnich konstrukt
terCovou bunikou vyuzivaji endocytosu. Piiklady takovychto gen—vnasejicich systému zahrnuji
systémy odvozené z liposom1, polylysinové konjugaty a umélé virové obaly.

Pfi klinickém pouziti mohou byt terapeutické expresni konstrukty vnaseny do pacienta jakymkoli
z mnoha zpiisobii, jeZ jsou dobfe zndmy v oboru. Naptiklad, farmaceuticky prostfedek obsahujici
gen—vnasejici systém miiZze byt zavadén systémové, napt. nitroZilni injekcei, pfi¢emz k specifické
expresi konstruktu v cilovych butikach dochazi pievazn€ na zékladé specifity transfekce dané
bunéénou nebo tkafiové specifickou expresi, vyplyvajici z regulaénich sekvenci pfedfazenych
heterolognimu genu, nebo z kombinace reguladnich sekvenci s gen—vnasejicim systém nami-
fenym na konkrétni typy buné€k. V jinych provedenich je poateni vneseni rekombinantniho
expresniho konstruktu do zvifete omezenéjsi, nebot’ je mistné lokalizovano. Gen-vnasejici sys-
tém muze byt naptiklad zaveden prostfednictvim katétru (viz Patent US 5 328 470) nebo stereo-
taktické injekce (napf. Chen et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3054-3057). Expresni
konstrukt podle vynalezu miiZe byt pro genovou terapii vnesen téZ pomoci elektroporace s pouZi-
tim technik popsanych naptiklad v Dev et al., 1994, Cancer Treat. Rev. 20: 105-115.

Farmaceuticky preparat konstruktu pro genovou terapii mize v podstaté sestavat z gen—vnaseji-
ciho systému v pfijatelném fedicim roztoku, nebo miZe obsahovat gen—vnasejici systém zakotve-
ny v matrici, odkud se pomalu uvoliiuje. V ptipadech, kdy rekombinantni buiiky mohou produ-
kovat kompletni gen—vnasejici systém, napf. retrovirové vektory, mize farmaceuticky prostfedek
zahrnovat jednu nebo vice bunék, jeZ produkuji gen—vnasejici systém.

Terapeutické pouziti a davkovani

Je ziejmé, Ze z hlediska z hlediska lékafe nebo pacienta je Zadouci kazdé zabranéni nebo zmirng-
ni nepiiznivych symptomi doprovézejicich nadorové onemocnéni (napf. bolesti, citlivost, ibytek
vahy a podobné¢). Dale je zadouci jakékoli sniZeni nadorové masy nebo rychlosti ristu nadoru,
jakoz i zlepSeni histopatologického obrazu nadoru. Pro Gcely této prihlasky se budou tedy zde
pouZivané vyrazy ,lécba“, ,terapeutické vyuziti“, nebo ,lékafské vyuziti“ tykat jakychkoli
a viech vyuziti narokovanych prostfedki, jez jakymkoli zpiisobem napravuji stav nemoci nebo
symptomy, nebo jinak zamezuji, brani, brzdi nebo obraceji postup choroby nebo jinych nezadou-
cich symptomd.

Utinné davkovani a postup pfi 1écbé miiZe byt stanoven obvyklym zplisobem, pfi¢emz se zagina
s nizkou davkou u laboratornich zvirat, postupné se davky zvySuji a sleduji se G¢inky a soutasné
se systematicky pozménuje davkovaci schéma. Studie na zvifatech, s vyhodou na savcich, se
bézné pouzivaji ke stanoveni nejvyssi tolerované davky bioaktivniho agens na kilogram hmot-
nosti. Osoby znalé oboru extrapoluji davky pro dalsi druhy, véetné€ ¢lovéka tak, aby byly u¢inné
a pfitom netoxické.

Pied zahéjenim zkouSek ucinnosti na lidech se provadi klinické studie Faze I na normalnich
jedincich k ur€eni bezpe¢nych davek. Pfi urovani optimalni davky pro daného jedince musi
klinici vzit do Givahy Eetné faktory. Hlavni roli hraji toxicita a biologicky polo¢as konkrétniho
heterologniho genového produktu. Dalsi faktory zahrnuji hmotnost pacienta, jeho stafi, celkovy
stav, konkrétni nddorové onemocnéni a jeho vaznost, pfitomnost jinych pouzitych 1€kd, in vivo
aktivita genového produktu a podobné. Zkusebni davkovani se zvoli na zakladé vysledki studii
na zvifatech a udaji v klinické literatuie.

Napiiklad, typickéa lidskd davka adenovirového vektoru, ktery obsahuje regulaéni oblast H19
funkéné spojenou s heterolognim genem koédujicim cytotoxicky produkt jako je napf. thymidin-
kinaza, je od 1 x 107 pfu do 1 x 10" pfu injikovanych denng, ptimo do nadorové masy. Vyhod-
n&j$i denni dévka takovéhoto adenovirového vektoru injikovaného pfimo do nadoru je mezi 1 x
10% pfu a 1 x 10" pfu, v zavislosti na velikosti nadoru. Samoziejmé, u adenovirového vektoru
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obsahujiciho H19 regulaéni oblast funkéné spojenou s heterolognim genem pro cytotoxicky
produkt s jinou mirou toxicity, budou tyto hodnoty ptislusné upraveny. Podobné davky se mohou
pouZit jako doporuéeny vychozi bod v pifipad¢ adenovirového vektoru obsahujiciho IGF-2 pro-
motor P4 funkéné spojeny s heterolognim genem, kodujicim cytotoxicky produkt jako je napf.
thymidinkinaza.

Rizné biochemické slozky podle vynalezu maji mit s vyhodou, zejména pro in vivo pouZiti,
vysokou &istotu a byt v podstaté prosty potencialné Skodlivych kontinujicich latek a vyhovovat
jakostnim normam napt. alespoii jakosti NF (National Food grade, tj.narodni potravinové norme),
obecné alespori analytické jakosti, a s vyhodou alespori farmaceutické jakosti). Pokud musi byt
dana sloudenina pied pouzitim nejdfive syntetizovana, mél by vysledkem takovéto syntézy nebo
nasledné purifikace s vyhodou byt produkt, jez je v podstaté prost jakychkoli potencialné toxic-
kych latek, jeZ mohly byt pouzity v pribéhu syntetickych nebo purifikaénich postupi.

Pro pouziti k 1é¢bé pacienta s rakovinou poskytuje vynalez v jednom ze svych aspekti rovnéz
soupravu nebo bali¢ek ve formé steriln€ plnéné lahvicky nebo ampule, jeZ obsahuje polynukleoti-
dovy vektor, ktery obsahuje H19 reguladni oblast funk&né€ spojenou s heterolognim genem kodu-
jicim cytotoxicky produkt, nebo buriku, jez uvolfiuje takovyto vektor. V jednom provedeni
souprava obsahuje polynukleotidovy vektor, ktery obsahuje H19 regulaéni oblast funkéné spoje-
nou s heterolognim genem koédujicim cytotoxicky produkt, a to jako pfipravek pfipraveny k apli-
kaci, s jednou nebo vice davkami, pficemz soucasti baleni je nadvod k pouziti pii lécbe rakoviny.
Alternativné, a podle jiného provedeni vynalezu, balicek poskytuje sterilné plnénou lahvicku
nebo ampuli obsahujici buiiky nebo bunécnou linii uvolitujici takovyto vektor. Vektor-uvoliiujici
buiiky nebo bunééna linie by méla byt skladovéana a pfevazeny ve zmraZeném stavu. Souprava
miize také obsahovat médium a reagencie potiebné ke kultivaci vektor—-uvoliiujicich bunék nebo
bunééné linie.

Piehled obrazki na vvkresech

Obrazek 1A~1C. Nukleotidova sekvence promotorové oblasti lidského H19. Obrazek ukazuje
promotorovou oblast od nukleotidové pozice —837 do —7 (relativné k zaCatku transkripce)
(SEQ ID NO:1)

Obrazek 2. Schéma vektord pouZitych k expresi heterologniho genu pod kontrolou regulaénich
sekvenci H19.

Obrazek 3A-3E. Regula¢ni sekvence H19 fidi expresi heterologniho genu (CAT) v liniich rako-
vinnych bunék moéového mechyie. Specificka aktivita CAT (cpm/pg proteinu) je vynesena pro
pét riznych uvedenych bunénych linii jako funkce vektoru pouzitého k transfekci. Obrazek 3A:
HT-1376 buiiky. Obrazek 3B: EJ28 builky. Obrazek 3C: T24P buiiky. Obrazek 3D: 1197 buriky.
Obrazek 3E: UM-UC-3 buriky. Nasledujici vektory jsou podrobnéji popsany nize v Casti 6: (1)
pCAT-basic; (2) pPCAT—control; (3) pH19E; (4) pH19EH19D; a (5) pHI9EH19R.

Obrazek 4A—4E. Promotory P3 a P4 IGF-2 fidi expresi heterologniho genu (luciferasy) v liniich
rakovinnych bunék mocového méchyte. Specificka aktivita luciferasy (jednotky/pg proteinu) je
vynesena pro pét riznych uvedenych bunéénych linii jako funkce IGF-2 promotoru pouZitého
v transfekovaném konstruktu k aktivaci exprese luciverasy. Obrazek 4A: T24P burky. Obrazek
4B: 1376 buiiky. Obrazek 4C: UM-UC3 buiiky. Obrazek 4D: 1197 buiiky. Obrazek 4E:EJ28
buiiky. Vektory jsou popsany podrobnéji nize v ¢asti 10.

Obrazek 5. Nukleotidova sekvence promotorového fragmentu lidského H19 (SEQ ID NO:2).

Obrazek 6: Nukleotidova sekvence 0,9 kb enhancerového fragmentu H19 (SEQ ID NO:3).
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Obrazek 7A a 7B. Nukleotidova sekvence 2 kb enhancerového fragmentu H19 (SEQ ID NO:4).
Obrazek 8A—-8C. Nukleotidova sekvence 4 kb enhancerového fragmentu H19 (SEQ ID NO:5).
Obrazek 9A-9C. Exprese luciferasy v nddorovych butikach po transfekci s vektory obsahujicimi
rizné kombinace H19 regulaéni oblasti a P4 promotoru. Obrazek 9A: 5637 butiky. Obrazek 9B:
Huh?7 buiiky. Obrazek 9C: 293T buriky.

Obrazek 10A—10E. Exprese luciferasy v nadorovych buiikach po transfekci s vektory obsahuji-
cimi H19 regulacni oblasti. Obrazek 10A. 293T buiiky. Obrazek 10B: T24P buiiky. Obrazek
10C: Huh7 butiky. Obrazek 10D: 5637 buriky. Obrazek 10E: ET 112 buriky.

Po popisu vynalezu nasleduji piiklady, jeZ slouzi k ilustraci a nijak neomezuji.

Piiklady provedeni vynalezu

Regulaéni sekvence H19 napomahaji expresi heterologniho genu v nadorovych bunéénych liniich

Tato ¢ast popisuje konstrukei riiznych expresnich vektorti obsahujicich CAT reportérovy gen
umistény pod kontrolou H19 regulacnich sekvenci, a jejich pfenos do n€kolika riznych linii rako-
vinnych bunék mocového méchyfre.

Materialy a metody
Buné&né linie a transfekce

Linie rakovinnych bunék mocéového méchyfe HT-1376, EJ28, T24P, 1197 a UM-UC=3 byly
ziskany z americké sbirky bunéénych linii ATCC a byly udrzovany podle doporu¢eni ATCC.

Transientni transfekce byly provadény postupem pouzivajicim kalcium fosfatovy precipitat. Pre-
cipitaty (obsahujici 7 pg plazmidu) byly pridany v 1 ml média k 0,3 x 10° bun&k v 30 mm mis-
kach. Po 16 hodinach bylo transfekéni médium odstranéno a vyménéno za Cerstvé médium.
Buitky byly sklizeny 24 az 96 hodin po transfekci a CAT aktivita byla stanovena postupem
pouzivajicim extrakci butyryl-CoA do organické faze (Sambrook et al., 1989). Alikvotni horni
organické faze (100 ul) byl pfenesen do scintila¢ni lahvi¢ky obsahujici 3 ml scintila¢ni kapaliny
a byl zméfena radioaktivita vzorku.

Konstrukce expresnich vektort

Plazmidy pCAT-basic (obsahujici CAT reportérovy gen, jemuz pfedchazi mnohocetné klonovaci
misto), pCAT—promoter (obsahujici CAT reportérovy gen pod kontrolou SV40 promotoru),
pCAT-enhancer (obsahujici SV40 enhancer pod CAT reportérovym genem a mnohocetné
klonovaci misto pro inserci promotoru nad CAT reportérovym gehem) a pCAT—control (obsahu-
jici CAT reportérovy gen pod kontrolou promotoru i enhanceru z SV40) jsou komeréni produkty
firmy Promega (Madison, WI).

Pro konstrukci plazmidu pH19E, obsahujiciho CAT reportérovy gen pod kontrolou H19 promo-
toru, byla nejprve promotorova oblast H19 (SEQ ID NO:1) klonovani do plazmidu pBluescript II
SK* (Promega). Polynukleotid obsahujici H19 promotorovou sekvenci byl aplikovan z DNA
lidské placenty s pouzitim nasledujiciho paru primert.

ESPCR21: CGGTTCCCCACTTCCCCAGTTT (SEQ ID NO:6) a

ESPCR22: CGGAAGTCGACAACCCTCACCAAAGGCCAAGGT (SEQ ID NO:7).
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Konec PCR produktu byly zatupeny pomoci Klenowova enzymu a klonovany do EcoRV mista
plazmidu pBluescriptIISK+. Spravnost DNA insertu byla potvrzena pfitomnosti $tépicich mist
pro restrikéni enzymy Pvull, EcoRI a Apal. Promotor byl orientovan opa¢né viici kodujici oblasti
lacZ vektoru. Promotorova oblast pak byla vystépena enzymy HindIII a Pstl a vysledny 0,9 kb
fragment byl klonovan mezi HindIII-Pst] mista plazmidu pCAT-basic, za vzniku pH19E.

Expresni plazmidy, které obsahuji H19 enzancerovou oblast v obou orientacich pod segmentem
H19 promotor/CAT reportérovy gen, byly konstruovany nasledujicim zpiisobem: 5 kb Sacl
fragment obsahujici H19 ,;spodni“ enhancer (vymezeny oblasti +6kb aZ +11kb vzhledem k za¢at-
ku transkripce genu H19) byl klonovan do Sacl mista plazmidu pUC19. Tento enhancer pak byl
vystépen jako fragment EcoRI-HindII a ligovan mezi EcoRI-HindIII mista plazmidu pBuescript
I1 SK* za vzniku pBhH19En—Sa. Plazmid pBhH19En—Sa byl parcialné $tépen enzymem BamHI
a 5 kb fragment obsahujici H19 enhancer (a interni BamHI misto) byl klonovan do BamHI mista
plazmidu pH19E pod segment H19 promotor/CAT reportérovy gen. Takto byly ziskany plazmidy
obsahujici H19 enhancer vobou orientacich, pfimé (pHI9EHI19D, direct) a opacné
(pH19EHI19R, reversni).

Vysledky a diskuse

Pét rtiznych linii rakovinnych bunék mocového méchytre. HT-1376, EJ28, T24P, 1197 a UM-
UC-3 bylo transfekovano plazmidem pCAT-Basic (v Obr. 2 oznalenym P-E), plazmidem
pCAT—control (v Obr. 2 oznatenym pSV40ESV40), plazmidem pHI9E, plazmidem
pHI9EH19D a plazmidem pH19EH19R. Vysledky exprese pro kazdy konstrukt jsou uvedeny
v Obr. 3A-3E. V kazdé bunééné linii byla pozorovana nejvyssi hladina CAT aktivity s plazmi-
dem pCAT-control, ktery obsahuje jak SV40 ehnancer, tak SV40 promotor. Tento konstrukt
slouzil jako pozitivni kontrola, nebot’ regulaéni sekvence SV40 predstavuji osvédéené prvky pro
indukci genové exprese. Avsak SV40 regulacni sekvence nejsou ve své schopnosti indukovat
genovou expresi specifické pro narodové butiky. Bunééné linie transfekované plazmidem pH19E,
ktery obsahuje CAT reportérovy gen pod kontrolou H19 promotoru, rovnéZz vykazovaly expresi
CAT vyznamné zvySenou nad pozadi. Hladina CAT aktivity indukované H19 promotorem se
pohybovala od pétinasobku v HT-1376 bunécné linii do desetinasobku v bunééné linii UM-UC-
3. Piitomnost H19 enhanderu v konstruktech obsahujicich H19 promotor/CAT reportérovy gen
dale zvySila hladinu exprese v nékterych bunénych liniich. Napiiklad v liniich EJ28, T24P
a 1197 enhancer H19 vyznamné zvysuje expresi konstruktu H19 promotor/CAT reportérovy gen,
Orientace enhanceru vSak dala v riznych bunéénych liniich odli$né vysledky. V bun&nych li-
niich HT-1736 a UM-UC-3 pak enhancer mél na expresi maly nebo zZadny ¢inek.

Vysledky ukazaly, ze lidsky H19 promotor aktivuje expresi funk&né spojeného heterologniho
reportérového genu v Sirokém spektru bunéénych linii odvozenych z karcinomu mocového me-
chyfe. V nékterych z téchto linii mize expresi reportérového genu pod kontrolou H19 promotoru
jesté dale zvysit H19 enhancer.

Gen toxinu pod kontrolou H19 regula¢nich sekvenci

Materialy a metody

Expresni konstrukty popsané shora v &asti 6 se modifikovaly tak, aby misto CAT exprimovaly
toxicky produkt nebo prekurzor toxického produktu. Pouzitim standardnich klonovacich postup,
jez jsou dobfe znamy v oboru, se napiiklad odstranily sekvence kodujici produkt genu CAT

a nahradily se sekvenci kodujici thymidinkinazu viru herpes simplex (HSV-TK).

Expresni plazmidy HI/HSV-TK se transfekuji do bunéénych linii odvozenych z karcinomu
modového méchyie jak bylo popsano v &asti 6. Po transfekci do linii rakovinnych bun&k moco-
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vého méchyfe, expresni plazmid H19/HSV-TK indukuje v pfitomnosti gancicloviru cytotoxicitu
specifickou pro rakovinné buiiky mo¢ového méchyre.

Exprese H19 v mySim modelu indukovaného karcinomu mocového mé&chyie
Materialy a metody

Sedmdesat samic mysi kmene C3H/HE (Charles River), 5 tydni starych, bylo umisténo po
6 v klecich a ponechéno, aby se adaptovaly na klimatizovanou mistnost s 12 hodinovym cyklem
svétlo/tma. Pokus byl zahdjen v 8 tydnech vé&ku, kdy byly mysi nahodné rozdéleny do kontrolni
(10 mysi) a experimentalni (60 mysi) skupiny. Experimentélni skupina dostavala k piti ad libitum
vodu obsahujici 0,05% N-butyl-N—(4-hydroxybutyl)nitrosamin (BBM) (Tokyo Kasei Kogyo
Co. Ltd., Tokyo, Japonsko). Mysi kontrolni skupiny dostavaly vodovodni vodu. Zvifata z obou
skupin byla po 4, 8, 12, 16, 20 a 26 tydnech od za¢atku experimentu usmrcena a jejich mocové
méchyre byly standardnim postupem vyfiznuty, fixovany a zlity do parafinu.

Pfiprava sondy

2,1 kb fragmentu obsahujici kédujici oblast mysiho H19 byl subklonovan do plazmidu pBlues-
cript Il KS (Stratagene, La Jolla, CA) za vazebna mista pro T7 a T3 RNA polymerasu. Po §tépeni
plazmidu enzymem HindlIll, byla z linearizované plazmidové DNA in vitro pfipravena s pouZitim
T7 RNA polymerasy (Boehringer Mannheim) a Amersham RPN 2006 soupravy [°S]-znagena
antisense H19 RNA. Takto pfipraveny traskript mél specifickou aktivitu 10’ cpm/ug. Jako kont-
rolni sonda byla z EcoRI-linearizovaného templatu a s pouZitim T3 RNA polymerasy (Boehrin-
ger Mannheim) pfipravena sense H19 RNA.

In situ hybridizace

Parafinové fezy (S5um) tkani fixovanych formalinem byla p¥ichyceny na mikroskopicka podlozni
skla potazena 3—aminopropyltriethoxylanem (Tespa, Sigma) a vysu3eny ptes noc pti 37 °C. Rezy
byly zbaveny parafinu xylenem, fixovany 4% paraformaldehydem a poté enzymaticky opraco-
vany proteinasou K (Sigma). Skla byla acetylovana, aby se sniZila nespecifickd vazba sondy,
a nakonec dehydratovdna promytim vzestupnou ethanolovou fadou.

[*S]-znagené RNA sondy (o aktivits 50 000 cpm/pl) byly hybridizovany jak popisuje Rangini et
al., 1991, Mech. Dev. 35:13-24, s vynechanim thio~AMP kroku. Skla byla pfiloZena k filmu na
10 dnii a poté vybarvena hematoxylinem a eosinem. Skla byla prohliZena a fotografovana pod
mikroskopem Polyvar (Reichert Jung) ve svétlém a tmavém poli. Kontroly zahrnovaly hybri-
dizaci se sense RNA sondou a pfedhybridizatni pisobeni RNAsou. Vedle toho slouzily jako
negativni kontroly fezy mocovych méchyit z dospélych zdravych mysi (které neexprimuji H19)
a jako pozitivni kontroly fezy zmysSich embryonalnich mofovych méchyfi (které exprimuji
H19).

Vysledky a diskuse

Do 26 tydnii se u vSech prezivajicich my3i experimentalni skupiny vytvofily pohmatem zjistitelné
nadory mocového méchyie. V téchto chemicky indukovanych nadorech mo¢ového méchyie byla
pozorovana vysoka exprese H19. Naproti tomu Zadna exprese H19 nebyla detegovana v normal-
nich dospélych mo€ovych méchyfich. Uvedeny mys$i model chemicky indukované rakoviny
mocového méchyfe tedy miize byt pouzit jako zvifeci model k priikazu nadorové specifické in
vivo cytotoxicity genovych konstruktl obsahujicich regulacni oblasti H19 funkéné spojené
s genem toxinu.
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Genova terapie vyuzivajici H19 regulacnich sekvenci k expresi heterologniho genu v my3im
modelu karcinomu mo&ového méchyie

Plazmidy exprimujici H19/toxin nebo H19/prekurzor toxinu se pro in vivo vneseni do mysiho
mocového méchyfe zabuduji do liposomii jak popisuji Takashita et al., 1993, J. Clin. Invert.
93:652-651 (zahrnuto zde odkazem). Mysi pro tento experiment maji chemicky indukované
nadory mocového méchyie jak popsano shora v &asti 8.

Ve strunosti, 50 pg plazmidové DNA rozpus$téné v 500 ul Optimenova bezsérového média
(BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD) se pfidalo k 250 ul Lipofectaminu a 250 pl vody.
Smés se inkubovala 30 min pii pokojové teploté a pak se ziedila v 10 ml vyvaZeného roztoku soli
(BSS(-): 140 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 7,6). Roztok se centrifugoval
(30 min, 15 000 ot/min) a peleta obsahujici liposomy resuspendovala v 1 ml BSS(-) obsahujicim
1 mM CaCl,. MySim s chemicky indukovanymi nadory mogového méchyte se pomoci katétru
podalo pfiblizn€ 0,2 ml koncentrovanych liposomi. Kontrolni skupina mysi s nadory mo&ového
méchyfe obdrzela liposomy bez DNA nebo s konstruktem, ktery pod kontrolou H19 regulanich
sekvenci nesl irelevantni gen. V definovanych &asovych bodech byly mysi zkazdé skupiny
ob&tovany a moové méchyte vytiznuty, fixovany a zality do parafinu standardnimi postupy.
Stfidajici se fezy byly zpracovany pro in situ hybridizaci, pti které byla pouZita bud’ H19 sonda,
popsana shora nebo sonda specificka pro kodujici sekvenci genu toxinu z Pseudomonas. Kontrol-
ni a experimentélni skupiny byly kromé& toho porovnany z hlediska velikosti, poétu a nekrosy
nadortd. V nadorech mo€ového méchyie mysi z experimentalni skupiny byla prokazana koloka-
lizace exprese toxinu Pseudomonas a H19. Kromé& toho byly nadory mo&ového méchyte mysi
experimentalni skupiny mensi a nekrotické ve srovnani s nadory mysi kontrolni skupiny.

H19 promotor a IGF-2 promotor s H19 enhancerem napoméhaji expresi heterologniho genu
Materialy a metody

Ctyfi luciferasové vektory, pGL3-Basic, pGL3-Promoter, pGL—Enhancer a pGL3—Control, byly
ziskany od firmy Promega. Tyto vektory byly transfekovany do bun&k s pouzitim fady riiznych
transfekénich reagencii zahrnujicich lipofetamin (Gibco/BRL), fugene (Boehringer), Perfect
Transfection Kit s 8 riiznymi lipidickymi &inidly (Invitrogen), TFX~10, TFX—-20 transfast (Pro-
mega) a kalcium fosfatovy postup (Gorman et al., 1982, Mol. Cell. Biol. 2:1044-1051).

H19 promotor klonovany do EcoRV mista plazmidu pBluescript II SK (pbh19p#1) je popsan
v &asti 6.1, supra. H19 promotor byl vyStépen restrikénimi enzymy Smal a HindIII a vysledny
0,9 kb fragment byl vnesen do Smal-HindIIl mist vektoru pGL3-Basic za vzniku konstruktu
Luc-pbh19.

H19 promotorova oblast pokryvajici nukleotidy —818 az +14 byla amplifikovana z plazmidu
pbh19p#1 pomoci PCR s pouzitim primeri 5~ATATGGTACCGACAACCCTCACCAAAG-3'
(horni, SEQ ID NO:8) a 5-ATATAAGCTTCTTCTCCCTCACCCTGCTC-3' (spodni
SEQ ID NO:9). Vysledny PCR produkt byl st€pen enzymy Kpnl a HindIII a ligovan do Kpnl—
HindIII mist vektoru pGL3-Basic za vzniku konstruktu Luc—PBH19. Tento H19 promotor ziska-
ny pomoci PCR byl sekvenovan z obou fetézcii na automatickém sekvenatoru (ABT Prism 377
DNA Sequencer, Perkin Elmer). Nukleotidova sekvence H19 promotoru (SEQ ID NO:2), ktery
byl generovan pomoci PCR, je ukazana na Obr. 5.

5 kb spodni H19 enhancer, popsany v &asti 6 shora, byl §tépen enzymem BamHI za vzniku dvou
fragmentti o velikosti 4,1kb a 0,9 kb na 3’ konci. Inserci 0,9 kb BamHI fragmentu H19 enhanceru
do BamHI mista plazmidu Luc—PBH19 vznikl konstrukt LUC-PBH19-0,9EH19 a inserci 4,1 kb
BamHI fragmentu H19 enhanceru do BamHI mista plazmidu Luc-PBH19 vznikl konstrukt Luc—
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PBH19-4EH19. Enhancerové sekvence byly timto klonovanim umistény pod sekvenci H19
promotor/luciferasovy gen smérem k 3’ konci.

BamHI enhancerovy fragment o velikosti 0,9 kb byl ligovan do BamHI mista vektoru pGL-Basic
za vzniku vektoru Luc-0,9EH19. Z plazmidu pbh19p#1 byl enzymy Kpnl a BamHI vystépen H19
promotor a poté ligovan do Kpnl-Bglll mist konstruktu Luc—0,9EH19, &imZ vznikl expresni
konstrukt Luc—pbh19-0,9EH19, ktery obsahoval promotor popsany v &asti 6 shora a 0,9 kb
enhancer umistény pod H19/Luc reportérovym genem.

Expresni vektory oznac¢ené Hup—1, Hup—2, Hup-3 a Hup—4, které obsahuji luciferasovy gen pod
kontrolou lidského IGF-2 promotoru P1, resp. P2, resp. P3, resp. P4, byly konstruovany jak je
popsano v Sussenbach et al., 1992, Growth Reg. 2:1-9. Z konstruktu Hup—4 byla pomoci prime-
i 5'-ACAGGTACCTCTAGAGTCGACCT-3" (horni SEQ ID NO:10) a 5-ATATAAG-
CTTGCTCCCATCCTGCA-3' (spodni, SEQ ID NO:11) amplifikovana 512 bp oblast promotoru
P4. Vysledny PCR produkt byl §t€pen enzymy Kpnl a HindIII a ligovan do KpnI-HindIII mist
vektoru pGL3-Basic nesoucim reportérovy gen, za vzniku vektoru Luc—P4.

Rovnéz byly pfipraveny expresni vektory obsahujici IGF—2 P4 promotor a H19 enhancer. Enhan-
cerovy 2 kb BamHI fragment odvozeny z 4,1 kb fragmentu popsaného vyse, byl klonovan do
BamHI mista konstruktu Luc—P4, éimz vznikl expresni vektor Luc-P4-2EH19,

Sekvence H19 enhancerovych 0,9 kg, 2 kb a 4,1 kb fragmenti byly ur8eny automatickym DNA
sekvenovanim. Nukleotidova sekvence 0,9 kb enhanceru je uk4dzana na Obr. 6 (SEQ ID NO:3).
Nukleotidova sekvence 2 kb enhanceru je ukazano na Obr. 7A a 7B (SEQ ID NO: 4). Nukleoti-
dova sekvence 4,1 kb enhanceru je ukazana na Obr. 8A-8C (SEQ ID NO:5).

Vysledky a diskuse

K zavedeni Ctyf vektorii obsahujicich luciferasovy gen do bun&énych linii bylo pouzito nékolika
transfekénich protokolti, pfiemz u vétsiny bunéénych linii poskytl nejvyssi uginnost transfekce
postup vyuZivajici kalcium fosfatovy precipitat. Proto byl tento postup pouzit pii naslednych
transfekcich riznych expresnich vektord. Navic, zvySovani koncentrace plazmidové DNA nesni-
Zovalo transfekéni G€innost ani v koncentracich piesahujicich platd.

Bunécéna linie 5637 karcinomu mocového méchyte, bunééna linie Huh7 hepatocelularniho karci-
nomu (HCC) a bun&nd linie 293T ledvinového nadoru byla kazda transfekovana riznymi
konstrukty obsahujicimi luciferasovy reportérovy gen pod kontrolou promotoru H19 nebo IGF-2
P4 v kombinaci s H19 enhancerem.

Buriky transfekované plazmidy Luc—phl19 a Luc—-PH19, které obsahuji reportérovy gen a H19
promotor, vykazovaly zvySenou genovou expresi nad pozadi (Obr. 9A-9C). Konstrukt Luc—
PH19 obsahujici promotor ziskany PCR amplifikaci mél ve vSech testovanych bunéénych liniich
vys8i aktivitu nez konstrukt Luc—ph19. Pfidani 0,9 kb H19 enhancerového fragmentu do Luc—
PH19 vektoru (Luc—pH19-0,9EH19) zvysilo déle dvakrat, resp. Ctyfikrat hladinu exprese v bu-
né&énych liniich 5637 a 293T.

IGF-2 P4 promotor rovnéz zvysil ve vSech bunéfnych liniich expresi luciferasy nad pozadi.
Pridani 2 kb H19 enhancerového fragmentu do Luc—P4 expresniho vektoru vedlo k zvySeni
P4 promotorové aktivity. Hladina indukce luciferasové aktivity 2 kb enhancerovym fragmentem
se pohybovala v rozmezi dvojnasobku pro bunéénou linii 293T aZ Sestindsobku pro buné¢nou
linii Huh7, zatimco v bunééné linii 5637 bylo zvyseni promotorové aktivity i¢inkem enhanceru
pouze marginalni.

Obrazek 10A-10E ukazuje expresi z konstruktu Luc—ph19—4EHI19, ktery obsahuje jak H19
promotor ziskany pomoci PCR amplifikace, tak 4,1 kb H19 enhancerovy fragment. Enhancer
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vyrazné zvySuje aktivitu promotoru, a to v rozmezi 3 aZ 28 krat podle bun&&né linie, s vyjimkou
bunééné linie 5637.

Ulozeni klonu
Nasledujici plazmid byl deponovan u American type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA,

v souladu s podminkami Budapest'ské smlouvy o mezinarodnim uznavéani uloZenych mikroorga-
nismi pro cely patentového zafizeni:

Klon ATCC pfirdstek &islo Datum uloZeni
pH19EHI19 209322 2. fijna 1997
Ekvivalenty

Piedchozi pisemna specifikace postacuje, aby osoba zb&hla v oboru mohla provadét vynalez.
Rizné modifikace shora popsanych zptsobii provadéni vynalezu, které jsou ziejmé osobam zb&h-
lym v oboru molekularni biologie, mediciny a pfibuznych obord, spadaji do rozsahu nasleduji-
cich narokd.

V3echny publikace zde citované jsou zahrnuty v Gplnosti odkazem.

-18 -




CZ 294694 B6

SEZNAM SEKVENCi{

@ E2gaa-ch Devalc

issi

4
-

¥

=

CC

}S FCA INTU

Ci

SO0SITI

S AD CTM

e
= TECD

=

by

<i28>

<130>

£4357-0014-228

40> PCT/InL58/00486

<l4l> 199€-10-04

<

<150> US 09/165,240

§-10-01

<150> US ©8/543,608

39287-1Q=-03

<«152>

o
v

3

fows Versiosn

-

e

v

2> DNA

<Zl

9
-

<40Q0Q0>»

€3
120

30

3900

]
“y

g
540
€00
660

ggtgatgs

2 &
= b P - - - == -~ - — -
gCaALTCIC agoToitol CoZTATOCCE 2agTACISST SCSSogacgc cutontigsa

i 1]

720
730

TgoIy gaacIgt
e

ag acgoy
cr cmmen
¢t cozos

agag.
Texz
o)
<

n

6§30

ccgagga

<za gga

= o e
SR

<210> 2

§33
> DN.

4211>
<21

-
~

o

<400> 2

€0

120
180
240

o
b
gc

coorace

C
taaccaca

z
gczagess

-
-

‘—-

g."

cseg

foles

-19-




300
3160
420
4a8cC
540
§00

zaTgotcage

g

e
E* 5
-2~

TELTACTACT ACRAGTTCSY LCRACIET2

CZ 294694 B6
cztgag

=
o .
=

=

TTAAACITC

eneg @

Foorareed

Ee
-

[ - R O O0OOVDOQOBOOOC ~
usnnz 64,‘340628406Nwwm‘ mmwwwwmwmwmw%w
0 w0 P B I S B S SR Y 1 QY B ¥ O S S MR 11} el NN MM N WS
n s in oo N U U MUY LY [$) ?
i tn B Omp U UO Ao nno ﬂ, ¥ Mw :., M m, _C m m. mw K Mw mﬂ
®oinin 4 U0 bhnthinindg U n O @ n r. U OO O iInkou
L tn U O i 39 0 I 3 O iy non P UmMtnd U U Y U
Oy O In O OO U OO in U 38 P od nlned n 2 3 G IR
o i 0 U d U0 O Uy U n Mo mp o a:ac:m.
414y WU W DLDUOOUL LR WO LI (1T a.c“c.u 3 @ c,m“
o 0 m U O Lyl b O tn U i My 8 v U i) o & b
U Ui ol & 32 13 1) 0 U tnw U tng tnbndg O O LY OO
P U @ UUVUUUULULGUUK g MO UL AWty YL v U
a W UL OUD WU OO U U FIE T} ] Uuud U atn U n
ad o in U e 00U OO IO ingoy o [LIR? ? m“: [T AT c,wwmwc &
htha o Onag bnintrn O thineg U O MO P UL O I PO
U tn i LU da o g myint o p Wt r“: Uinpud ? in y3
th in ty 12 g tp U U OGO OO ¢ U O Uiy b tndg tn In U tn W 3 1 In
I O th in VLU WO U U U 8 a e ou g g U8 d by iU W
2o U MU d Qo uuu sl n B U d oD WninU
0o I R T A DhbbhanbbaWINo
§ oo W In i ip tnin i ntn [T BRSSO NS % I ¥ N ¢
U o nu 0 D0 U U DU U D g i thd o 2 UL LY
9 in i iy U 12 0 U 28 0o ing i1 IaRE }
ntp 1 o Htnln U B O U Y e u, 1] M. m" m w“ »v “u m .ﬁw ”. wu% “w. .ﬁ%
G Uy O Uthhi mtaiptes thln ) 0 OO0 00 0 i et B inintn
O o inin 30D oW oW oo DU B O thinU GO W U
tn & in O« O O gt OOy O n Hinw & 2 indg B ing O in
[V ERTI T 0 1 O U DO U d D Y LN Unmindg nd U Q nine U
g 11 g ¢} a1 3 DV U U U U el g O 00t m nin gy ¢ O 0 In
R ghshbbenbnysboy RS B
¥ 1] ] » 3 2 3 ¥ 3 Y 1 i 33
Wy i U 1V U U U LU B U o d s Wotn U2 B0 U
tin 8 U n DO " OG0 UL OO0 DY " thnin s 12 Ina InU 2 g 3 U o
oW ) oa O U U U DG gL ttres D P Y 2 b 32 1 O 1 in i U o W L
tnintn Py tnts nintnty hh s in b Iy oW U A in e 00 U n g ooy
ity oo tntned b 2 3 g oo iy R g e OB o inU i ind
8 o B oou ot 0 Uryoan ooy o Ut U O & OO B in
h U o »n o 3 OOt OGO W U o oy 30 0 P g VUL Y
thin e tn ¢ 0L g LLY LU Y WU Uil g e U
Mty YU bhd o g Win U o O U O g o U th ) f o tnad
W n O B b od 8w ind it U8 ot G otn by U OtF 8 O in
o uu & UV oL UL LUY S Ut u U8 U DL LY U U
L1 m_ 1 in Al o 4 OO U UYL WO L, ot I inny O teip it tn U
19 U 3] LMD ULUDULYOU O i c,amc:::Ctactc
o o o ] s g o e i Wiy U P ] W Dn i dn i 3 U oG U oo
o Uy oo 9 U0 a3 a2 U i Q) 7] O Ut P U OUY UL UU
Vo Yo 20U a8 O U U 0 U U W O, £ @ ot 32 33 3 Inninn
O O q P Rt I T T AR S B VR I T 3 SO A S B T © i} im0 LY LA
thdg U ~ nm H B ImminU O U tn ntntn w mm iz g MO hinL Ly U Y
¥ nod - % a gt Ot hvu Brat 0B 0 g iy g QU vl
o o m.: o0 Mmoo DY U s hing U €W ot O n e g Dy U UL2OLOU
Tt wm ¥ § i E 8 ¥ i3 ¥
Wy u A AN A APBURNUUD U VBV MUY o A A A aUU U ELOLUL e
th o o W D el o o im0y gy st Dol Q b ocmmyinhiny UUWLYLIGOULY
O vin I e ] L LUy LYY Uy Y r} oof el oed o U U ne g L2 In B O by
4 a.f.: LEARLES o oot U oof tnoAn dn ot ot OO Dot inoin AEARARS! 2 Ui g int O3 oo
3 i in v ¥V ¥V v v v U O R U of st o} 32 g 1 12 od v 1) in ¥ ¥V v ¥ vodg O moounuouoo
U oo out dintpag U U0 DL U gt oW in I U Y w.:.: t
IR e d 00U G DD ipd 40U 0 e U U iy
Mn th U of M o Q0D W Wmintin b intng U MU B3 I 2L
PERTIR TR g WU s thinin U0 ﬁ i i U g uog o b inlyp i
YR TI] PR R R R RR R Gud Uit ning Uy
U Ui b s VLGBV U D UU BIU B U DB Uy au e UULU

900
260
1020

-~
-

- -
-

secoTaAgS CUAQUASEE

COSAC GUigcagasa actggniges

Pudntad el
bR

acgorgacog .

gaacaa

ty couagcgest CIgoleacag geacytgoca ag

.
e

-
.
toTer goa

-
e tor

Quie




CZ 294694 B6

o8¢
13¢

i

tggacs
Tagac

€gg tgeal
= -3

acsacsy

2TZx
fogetod
=

™
-

™
"
L]

o2t CCact

ccacag

1380
1440

U
o

cogLatgca crglaagcaace

acatctgs ga

o

1860C

=23

ggaccgag

egasca <

atsgacaas aggaccga

F]

W
oy oy
[l By |

<2138> 5

<Zl%l> 4085
<212> ENA

]

(>4
g

2
el
o]
g
c

OO0 00oo
L@ «¢ € o ry m ¢ O \p
61233445667

9ot
-

U

I~ (o

U in
U U v

th O
(=}

b tn
[ ]

%200

crgaccteea

e

U
d

U
i

g =
a =
$55 acagagges

-
>
-~
-

2 Refesuged

DY I

1580

1740

a
ca

atgag
_—
tx
Lrgod
g3

=441
Si=1]
cagaga

(=1
=
a
a

1580

- i

ggcuﬁonpn

- Ll o -
uC\.Cg:\.a...C g

cagoctaac

-21-



2040
2100
2220
2280
2340
2206
2460
2530
2540
2760
2820
2880
2340
3000
3060
3120
33C¢

=
g
=
=

a

ga
<

STSESC

cgrg

-
“

=

a

gagac
oTCcaca

ctggacTgey

tgoccacseyg

a

gc aggaegga

cZ caagsgca

-~
=

Lot
cacac caca

ggactt t

e

Pt
Lot
=

St

ad cgac
€T tzecactery aggtgactgt

tggg
gacca ¢

o .
=Q
-~

CZ 294694 Bé6

acaac <

——
=2

- e
STRICST

cCactgacsy

-~

gge ¢
o
ez

T €3

g

g
ccaag tag:
sztg

&
ac

<
ctgggga ¢©

Sgdc carccoagegad gocCegtess by

SR
=T €F=
g5C cTesoIteee
—
ga cgectsge
gz
——
zzz

==

acg:

cogerag

gaccoa

.
cgaggaca ¢

agce

aggtgea

[
crlagmacaca

gooacscal

=~
al.
=

QO s 0

N W S an m o O O W (N (4]
—D.analn/.hq.%www o o
LRt I 0 I 44 BB o TN 0 Y o Y 20 IS SRR T TR QP
QP ng e th
OO U tntha tn
W dindg D @ Iy
Howmthed brad o O
2L oo O
Tt B indg U thd
ned O thy ne tp U In
Bubiing d U thad s
BUbhbrd @ inU o
Ut U U g Lr O g
I tn U O o
Wow thit of Oy o
M 0o Int tn
LU OO nhp P
IR
in
H
g
U]
L
tr
in
W
)
o (1]
nm ] il _.v.
[ at
b u el [}
_mw. ".__u_ 2D o
o 0 B 0
o b :
) Q U
§E 3] m i V]
(S I A ¢] n L] O i
w o A" u ~ oo ~ ﬁ
A A A A A A AN AN A
O v 1™ O Q Tt M o i
el el A o Q el el et o [o I ]
[of I ok IS B o = O (S Sl o B o | - 1)
v v VvV v D vV VvV VY v i
84 n
i "
1 ©
”__ ”-.
n n
4] &)

2.

210> 8
2> DNA

<21xi> 27

<
<




15

20

25

30

CZ 294694 B6

<213> Eomc sapien

«4C0> 8
acatggtacc gaciacscts accaaag 27

<210> %

<21l> 28

<212> DNA

<213> Heomo sapien

<400> 9

atatsagctt giteoTaoess acest

{t
(3]
[ 8]
o

0

c v

<210> 10

<22i1> 23

<212> DNA

<213> Homo sapien

<212> DNA

PATENTOVE NAROKY

1. Polynukleotid, obsahujici regula¢ni sekvenci H19 funk&n& spojenou s heterologni sekvenci,
jez koduje cytotoxicky genovy produkt, pro pouziti pro expresi heterologni sekvence v nadorové
burice.

2. Polynukleotid podle ndroku 1, kde H19 regulatni sekvence je zvolena ze skupiny H19
promotor, H19 enhancer, nebo H19 promotor i H19 enhancer.

3. Polynukleotid podle niroku 1, kde heterologni sekvence je vybrana ze skupiny sestavajici
z kodujicich sekvenci pro B—galaktosidasu, diftericky toxin, toxin Pseudomonas, ricin, cholerovy
toxin, gen retinoblastomu, p53, thymidinkinazu viru herpes simplex, thymidinkinizu viru vari-
cella zoster, cytosindeaminasu, nitroreduktasu, cytochrom p—450 2B1, thymidinfosforylasu,
purinnukleosidfosforylasu, alkalickou fosfatasu, karboxypeptidasu A a G2, linamarasu, p—lakta-
masu a xanthinoxidasu.

4. Polynukleotid podle néroku 1, kde heterologni sekvence je antisense sekvence, jez specific-
ky hybridizuje k sekvenci kodujici gen vybrany ze skupiny zahrnujici cdk2, cdk8, cdk21,
cdc25A, cyklinD1, cyklinD1, cyclinE, cyclinA, cdk4, onkogenni formy p53, c—fos, c—jun,
Kr-ras a Her2/neu.

5. Polynukleotid podle naroku 1, kde heterologni sekvence kéduje ribozym, ktery specificky
Stépi RNA kdédovanou genem vybranym ze skupiny zahrnujici cdk2, cdk8, cdk21, cdc25A,
cyklinD1, cyclinE, cyclinA, cdk4, onkogenni formy p53, c—fos, c—jun, Kr-ras a Her2/neu.
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6. Polynukleotid podle naroku 2, kde H19 promotor zahrnuje nukleotidy 1 az 830 sekvence
SEQ ID NO:1.

7. Polynukleotid podle naroku 2, kde H19 promotor zahrnuje sekvenci SEQ ID NO:2.

8. Polynukleotid podle naroku 2, kde H19 enhancer zahrnuje sekvenci H19 enhanceru klono-
vaného v plazmidu pH19EH19 uloZeném pod &. 209322 a ATCC.

9. Polynukleotid podle naroku 2, kde H19 enhacer zahrnuje sekvenci SEQ ID NO:3.
10. Polynukleotid podle naroku 2, kde H19 enhancer zahrnuje sekvenci SEQ ID NO:4.
11. Polynukleotid podle naroku 2, kde H19 enhancer zahrnuje sekvenci SEQ ID NO:5.

12. Polynukleotid podle niroku 2, kde umisténi H19 enhanceru je 3’ vzhledem k heterologni
sekvenci.

13. Vektor pro expresi sekvence v nadorové buiice, kde vektor obsahuje polynukleotid, podle
naroku 1.

14. Vektor podle naroku 13, kde H19 regulaéni sekvence zahrnuji H19 promotor a H19 enhan-
cer a heterologni sekvence kéduje protein vybrany ze skupiny zahrnujici B—galaktosidasu, difte-
ricky toxin, toxin Pseudomonas, ricin, cholerovy toxin, gen retinoblastomu, p53, thymidinkinazu
viru herpes simplex, thymidinkindzu viru varicella zoster, cytosindeaminasu, nitroreduktasu,
cytochrom p-450 2BI1, thymidinfosforylasu, purinnukleosidfosforylasu, alkalickou fosfatasu,
karboxypeptidasu A a G2, linamarasu, 3—laktamasu a xanthinoxidasu.

15. Hostitelska builka obsahujici vektor podle naroku 14.

16. Farmaceuticky prostiedek, vyznac¢ujici se tim, Ze obsahuje farmaceuticky ptija-
telny nosi¢ a jako G¢innou slozku polynukleotid podle nékterého z naroku 1 az 12.

17. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 16, vyznaéujici se tim, Ze cytotoxicky
genovy produkt je vybran ze skupiny zahrnujici diftericky toxin, toxin Pseudomonas, ricin,
cholerovy toxin, gen retinoblastomu a p53.

18. Farmaceuticky prostiedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje farmaceuticky pfija-
telny nosi¢ a jako u¢innou slozku vektor podie naroku 13 nebo 14.

19. Pouziti polynukleotidu podle nékterého z naroku 1 az 12 pro vyrobu farmaceutického prost-
fedku pro expresi sekvence v rakovinné burice.

20. Poutziti vektoru podle n€kterého z naroki 13 a 14 pro vyrobu farmaceutického prostiedku
pro expresi sekvence v rakovinné butice.

21. Pouziti podle n€kterého z naroku 19 nebo 20, kde nadorova buiika je v pacientovi.

22. Pouziti podle nékterého z naroku 19 nebo 20, kde rakovina je vybrana ze skupiny zahrnujici
karcinom mocového méchyre, hepatocelularni karcinom, hepatoblastom, rabdomyosarkom, kar-
cinom vajecniku, cervikalni karcinom, karcinom plic, karcinom prsu, karcinom dlaZdicovych
bunék na hlavé a krku, karcinom jicnu, karcinom §titné Zlazy, astromytom, ganglioblastom aneu-
roblastom.
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23. Pouziti podle naroku 22, kde nadorova buiika je burika nddoru moéového méchyre.

24. Pouziti podle naroku 23, kde buiika nadoru mocového méchyie je vybrana ze skupiny
sestavajici z Ht-1376, EJ28, T24P, 1197 a Um-UC-3.

15 vykresa

-25-
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CTGCAGGGCCCCAACAACCC'CACCAAAGGCCAAGGTGGTGACCGACGGACCCACAGCGG
B b e Fom—m————— i e —pmmmmmema—t G0

‘GACGT CCCGGGG’T— Ty GGGAGTGGTTFCCGGTTCCACCACFGGCTGCCI' GGGTGTCGLC
-837

GGTGCCTGGGGGAG"‘C AAACTCGCCAGTCTCCnCTCCAC'CCCAACCGTGG'GCCCCAC

CCACCG,-CCCCCTCAGL‘ T1 tGAGCGG"CAGAGGTGAGGTGAG«:GTTGGCACCACGGGGTG

GCGGGCC’GGGAG—- G"'CTGTGAGGCCGCCCACCGCI T GTCAGTAGAGTCCGCCCGCGAGC
121l ecrmcmmcececpamcancc oo aeee.—-——— e m e m--—— R T + 18¢
CGCCCGGACCC_CTCAGACACTCCGGCGGG"GGCGAACAGTCA T CTCACGCGGGCGCTCG

CaT AAGCACAGCCCGGCAACATGCGGTCWCAGACAGGAAAGTGGCCGCGAATG GGACCG
1Bl cevmccee- o m———emm o en= oo e e + 240
GCATTCGT GTCGGuCCGTTGTACGCCA GAAGTCT GTCCT!TCACCGuCGC'l‘T ACCCTGGC

Obr. 1A
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GGGTGCCCAGCGGCTGTGEGGACTCTETCLTGCGARACCACGGT GACGAGCACAAGLTC
241 mmmmemem e — B e - -

CCCACGROTLACLEACACLCCT GAGACAGGACGCL_I— GGCGLCACTGCTCGTLTTCGAG

GGTCAA(_—GGATGGGAATCGGCC'GGGGGGCTGGCACCGCGCCCACCAGGGGGi1 TGLGG
381l ~vcrrcmccapmmsevmmmapm— o —— = 35D
LCAGTTGACCTACCOY lAGCCGGACCCCCCGACCGTGGCGCGGETGGTCCCCCAA&CGCC

CACTTCCCTCTGCCCC"CAGCACCCCACCCCTACTCTCCAGGAACGTGAGGTCTGAGCCG
38l ~—memew= B e L + 429
GTGAAGGGA GACGuGGAGTCGTGGG GGGGAAGACAGG‘TCCI IGCACTCCAGACTCGGC

TGATGGT GG CAGGAA GGGG‘CCCTCTWGCCATCCG“GTCCCCAGGCACCCGCAGCTGGCC

ACTALCA CCGIC CTTCCCCGGGAG—.CACGGTAGGCTCAGGGGTCCCTGGGCGTCGACC GG

cccmccncrccuwrncrcc:.GcaccccccAcucacccacmcucccwcc'rcr
481 B e + 549
GGGTCGGT&CACGTTTCATACACGTCCCGCGACCGTCCGTCCCTCGTCGT(EGTACCACA

CCCCI’GAGG\.G&GACAGTGGTCTGGGAGGGAGAGGTCCTGGACCCTGAGGGAGG'GATGG
S4] cwmnmmmmalca=—wwa ——-—— R cmrvebnanvemn—ns HBO
GGGGAC‘TCCCCTCTGTCACCAGACCCTCCCTCTCCAGGACCTGGGACTC(CTCCﬂ.C’TACC

Obr. 1B
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GGCAATGCTCAGCCCTGTCTCCGGATGCCAAAGGAGGGETGCGGGGAGGLCETCTTTGGA

-------- ctmmmeecmeadaeemeamenm e e cademen —ammapenmmemme=t G5
CCGTTACGAGTCGGGACAGAGGCCTACGGTTTCCTCCCCACGCCCCTCCGGCAGAAACCT

GAATTCCAGGKTGGGTGCTGGGTGAGAGAGACG'G"GCTGGAACTGTCCAGGGCGGAGGT

.................................... IO LPEPT S VORISR S 4.1,

CTTAAGGTCCTACCCACGACCCAC"CTCTC’GCACACGACCTTGACAGGTCCCGCCTCCA

GGGCCCTGCGGGGGCCCTCGGGAGGGCCCTGCTCTGATTGGCCGGCAGGGCAGGGGCGGG
----------------------------------------------------- + 78@

CCCGGGACCCCCCCGGGAGCCCTCCCGGGACGAGAC'AACCGGCCGTCCCG'CCCCGCCC

AATTCTGGCGGGCCACCCCAGTTAGAAAAAGCLLCGRGCTAGGACCGAGGA

------- erpmscnmonmmtremneenaebemmr e sepumneenanat §30
TTAAGACCGCCCGGTEGGGTC?ATCTTTT;CGGGCCCGATCCTGGCTCCT
|
=35 =27 -7
Obr. 1C
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1.- P-E- L CAT ] Bl SV40 promotor

2. PSVA40E- 3 Ef SV40 enhancer

3. P-ESV40 3 |[IIIF H1S promotor

4. PSV4QESV40 B [EEEESTETT]HI9 enhancer

5. PHISE- nn il D = normAlni crientace
R = opagna onentace

6. PHISESV40 W

7. B-EHI19D L

8. P-EHISR . |

9. PSV4QEH19D I,

10. PSVADEHISR [

11. PHISEHISD (UETEN]

12. PHISEHISR NEHAE]

Schematické znazornéni plasmidi obsahujicich nizné promotory a enhancery

Obr. 2
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A

1 GACAACCCTC ACCAAGGGCC AAGGTCETCA CICGACGEACC CACAGTGCES

ST TCETTGEEGE AGTCCAAACT CGCCAGTCTC CACTCTACTC CCAACCGTEG

231

(93]
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puy]
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(@]
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TGCCCCACGT GEECCTCEEA GAGTCTGTGA GECCGCCCAC CGTTTGTCAG
TAGAGTGECGET CCGCCAGCCG TAAGCACAGT CCEGCAACAT GCRGTCTTICA
GACAGZAAAG TCGCCGCGAA TGGGACCEGE GTECCCAGCE GCTETGRESES

CTCTGTCCTG CEGAAACCGC GGTCGACGAGT ACAAGCT CGG TCAACTCCAT

CTTCCSTCTE COOCTCAGCA CCCCACCITT ACTCTCCAGG AACGTGAGTT
CTGAGCCETS ATGETGGCAG GAAGEESTET TCTGTGCCAT COGAGTICCC

AGGCACTCET ACCTCCTCTT CAGTLATETC CAAAGTATGT G

GEAGGE: T £43TCCTGEC CCTGAGIEAS GTEATGGEGE AATIITIAGE

ol ot ptniodanulaladot CA A ~—a e
TICCAGCATE GETETRECEY G

CGCAGGETCEE CCCTCEIGGEEE GLCTTCGEECA GG
GGCAGGGEZAG GCGCCTGAAT TCTGGRCIEESE GCCACCCCAG TTATAAAAAG

o©

AG CACCCAGGAG CAGGGTGACG GAG

Obr. 5
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1 CAAGGACATG GAATTTCGGA CCTTCTGTCC CCACCCTCTC TCCTGAGCCT
S1 AGGAACCTCT CAGCAGCAGG AAGGCCTTGS GTCTAGAGCC TAGAAATGGA
101 CCCCCACGTC CACCTGCCCA GCCTAGACCC CCAGCATTGA AGGETEGTCA
151 GACTTCCTGT GAGAGGAAGC CACTAAGLEG GATGGACACC ATCGCCCACT

201 CCACCCGGLC CTGTCCAGTC CTCECCCAGTC CACCCCAGTC CAGCCCAGCC

251 CTGCCCTTCC CAGCCCTEIT CAGCCTAGTT CATCCCTCCC CTACCCAGT
301 CAGCCCTETC CTGLCCTCEEC CAGCTTAGTT CAGCCCAGLL CTereeycetl
357 CTGICCTGECT CTTCCCAGTT CTGACITYCC CAGCCCTGIC CAGCCIAGTY

401 CATCCCTGECC CTACCCAGCT CAGCCTTEIT CIGCLCTELC Crelelrcce
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CC CTECTCTGTC CTGCCCAGCT CAGCCTTGEC

301 CACCLCAGTT ~wGCCCAGCC CACCATCIET TCTCTGCGATE GTCACGIACAG
$351 GCTTCGACCTT ~TAAAGAGET TEETAAZT 2 Z GEUTGAGGCT ACCATEITA
601 TCGGTGITCA CEGETCAGAL AACTCCAGAG COTCGCTCCCC TECTACGGET

€51 CGSGEGECTGTC ACCGTCAGCA TELTGTCEAT GTGTATESECC TCAGGEITGC
701 TGGCTCCAGG CTGTTLTCGC CCTGGELTCCT GAGELCACCT CTCTTATGCC

731 ATGAACCCTG TGCCACACCC ACCTCTGAGC TGTCCCCGLT CCTGCCGLCT
BO1 GCACCCCCTG AGCAGCCCCC TETGTGTITC ATGGGAGTLT TAGCAAGGAA

651 GEEGAGCTCG AATTCCTGCA GTCCEGES

Obr. 6
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T CCGECETACCS AGCTCCCAGCT AAGATAAATE ATTICCTCCT CTCTAGAGAT
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TATCTCTATC TCTGTCTCGTE TECTCATGITT CACAAGLLC:

N . em N L e A ST A PN £ N N N S A s, e o e - pr— ~
ACTACCGTATA GTATAGEZION GO C-'—-—--J“v CCVCTH ICC‘: T CC L‘:‘:‘:L‘.C
Vot s ul o i g s o it v o o p————y g o g e p—

CTCTICTIICTCT T ICTCCT CCTVCVAZ T CGCyCeeTe G CCTGCTLTTG

G CACACCET VZZTCCCTIT CCAGEEITZA CECAAGCCAG CGaRasIote

TTCCITCAAACG STIACCTCTA CLTCEETTTE JVGECAAGEE GCTCoriiLC
CAZACGCEITCT CoICCGTITT CCALCIGTTT CCTCQAAGCA GTCGITCTES
GTATTCTCTY CCTIGYCAED ACTETGITTC CAAAGAAAGT AACATTGETG
CTITTTCGTCC TTACGZAGIC CTEITCCATE ACCCAACATE TGGTTGTACA

CRRRA A e (S e e o i -
A LesiceAalene CCGCGGEGLTE GBTTLatALCC

- b

A — RTINS A A ST A PO [ pr—— -
ATTAAACACA CAC T2CC ACGCACTCGTA CELOTCCTTCLT COTCoTeeyY
e R et ialas — oy oy " - e —— g A N m—y po ~ - ~ -~
CTZAGTGICT CTCTTCALAG CTACETEICA AZCTCITAGE CCACzA2GCC
= S2hs

Pl ararminiatal Rale meann

;'\;‘\:'\:Ag.f(AG LRGN BN SN SN0 SN C'u.- silee \__ f—_C\‘LI LA l‘ T‘:f:‘ -a CAC

Obr. 7A
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1001 GTTGCAGAAA ACTGGNTCGCC TCsCTCCAAG ATEGEGEAGA TGCCAAGCTT

1051
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TGAGGCAGC ACGAgCAGGE TGCATETGAGE CCGCGGGTCCE GGGAGGCTGC
ACTGCAGCAT GCACCCCAAA GCCCANAGGG AGTGGAQACTC AGGCCCTGGA
ATCCAGAAGT ACAAAGGTGE CTTGGAGEIC TCGEAACCEG CTGACCTCCA
ACAGAQTGGEG TCTCCAGCCT GgeTCTGCIC TGCCGCAGGT CCCCTCCCeT
CATTACCAGG CCTAGAGCCT CCAGTCCC¢G TCGGCCCCCAG CCcCGAGGRTG
AACGGCCTCA CCCTEGEGETeG TGGGACAGA“ GGCACGTTCA TCAAGAGTGG
CTCCCAAGGSE ACACGTGCCT GTTTGCAGTT CACAGGAAGC ATTCGAGATA

AGTAGCTTGT TT 1CCCAGTG CETACGEAGT CAGCAGGGEE GCTETGEGEC

AGCCCACGGET GCAAGGLCAG CeTGTGEEET TCCAGCTGCe TTGGGCCCCA
CTCCCAGSECT T71GCECGAG GTGEEAGSECS cGAGGCGECA GCTCCACAGT
GQCCCCARET G2 3ECTCTCA GCCTCA 378 TICTCCEEET GEEIAGTICA
AGAGGGTCTG GUTGAGTICTC CTACATITEE GACTCCATCA CCCAACAALT
TTAAGGC TCAATTTCAC GTGTCITETG ACTTGGGTAG ACAAAGLCCC
TGTCCAAAGG GGCAGCCAGT CTAAGGCAGT GGEGACGECE TGGGTEGRLEE
GTGACGGEGEG AGATGGACAA CAGGACCTAG GGTGTGCEGE CGATGGGEGGA
GATGGACAAC AGGACCGAGG GTGTGCGGEC GATGGGGGAG ATGGACAACA
GGACCGAGGE TCTGCGEGAC ACGCATGTCA CTCATGCACG CCAATGGGGG
CCGTGCEGAGE CTGGGTACGCA GACAGACTGE CCTGGGLTCE GCGEGAAGGA

CGGGCAGATG

Obr. 7B
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1 CCGGGTACCS AGCTCCCAGG AAGATAAATG ATTTCCTCCT CTCTAGAGAT

S1 CGGGGETGGEA TCTGAGCACT CAGAGCCAAG CECGCAGTGE GTCCGGGCGE

101

151

GEGCCCTCCT CGGCCCTCCC AACATGEEEE CCAGGAGETC AGCCCCTCAA

CCTCCALCCCC GECTEGETET CAGEGAATEG TCTCCCCCAG TGGCCCAGCT

TECTTGTGTT TTCAGATGEG TGTGCATGEE TGTETGTETG TETGTGTGTG
TCTGTGTGTG TGTGTGTGTG TGTGATGCCT GACAAGCCCC AGAGAGCCAA

AGACCTGAGT GGAGATCTTG TGACTTCTCA AAAGGGGGAT TGCAAGGTTC

" GAGAAAGAGC TGTGETCAGT CTTGCTCTCC CTTAAGGLTG TGGTAACCAC

ACTAGGCATA GCATAGGCCT GCGCCCCGTC CCTCCTTCCC TCCTCCGCGE
TCTCCTTTC TCTTTCTCCC CCCTCTACCC CGCTCCCTEG CCTGCTCCTG
GTGACACCGT TGGCCCCTTT CCAGGGCTEA GEGAAGCCAG CGGEEELLCC
SAAAG CCCACCTGCA GGLCEECTTE CTGGEAAGES GCTGCTCTCG
CASAGGCTLC CGLCCGCCCT GCAGLTETIT CCTEgAAGCA GTCGLTGTGE
GTATTCTGTT CCTTGTCAGE ACTGTGCTTG CAAAGAAAGT AgACACTGTG
AGGGAGLT CCGCTCCATE ACCCAACALT TEGLTGEACA

e

3GAG GCTGEETICE CEGEGAGLEE CECEEEETT S GEGELCCELALT

)
I
&)
)
Q)
3]
o
al

ATTAAACACA CACGRGLGLC AGSTACTECA GRITTTTCLT CCTCCTCCTG
CCCAGCGCCT CTCCTCACAG GCACGTGLCCA AgCCCTTAGG CCAgaAgGLC
AgCACTGGGT CCAGAACAAG CTCCTGEEGAA GGEECTECAg GGeGEACCLEC
CGCGGAQAAG GECTGGCAGSE GCTGTGEGES ACGLTCACCE TGEGLCLCAC
CTTGCAgAAA ACTGENTGCC TCGLTGEAAG ATSGGEGAGA TGCCAAGCCT
CTGAGGCAGC ACGAGCAGGES TGCATGGAGS CCGGGELGLG GEGAGGCTGL
ACTGCAGCAT GCACCCCAAA GCCCANAGIG AGTGGAGACT AGGCCCTECEA
ATCgAGAAGT AgAAAGGLGG CTTEGAGGIC TCGGAACCEG CTGACCTCCA
ACAGAQTGGG GCCGCECLITE CAGGLAAAGA GGTGLCCEGE GTCCGGLLCT
GUCTGGGGEA GCTATGTGTC ATGEGCAAGT CACAGGATAT GTagCCCGCT
CTGagCCTAT GGACCCagGG CAGEGCTGCA AGECAGGGLA GEGGAGACAG

CACGCGGGAG CAAGGAGCAG AGAGGGGGLL TCAGGCTCTC CCAGGAGGAA

1401 CATTCTCCCG ACAGGAGGAA GAGACGELLC AGGGGTCALT GTGGGGAGCC

1451 ATGGTGGCAG CTGGGGTCGT GGCAGATGEE AGAGAGGCTG GCGAGGTGAA

1501 GGTGCAGGEGSE TCAGGGITCT GGGGLLTACA TGLCTGTGGGE AGCAGGLAGG
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’

CCCAGGECTC TCCGCCACTS CCCACTOLCE CTTGGCTCAT AGGITERGLC
CAAGGSTGSG GTCGEATCAG CAGGAGATGE GGCCCAGEES GCAAGCAGGS
CCCCAAAGAC ATTTAGAAAA ACCGGTTTAT GCAGGCAGCA TTCAGAGCAG
GCEGCGTGCE TAGCEEEEGE COTEEGAGCA CAGAGAGGTA CACGTAGESE
CCCCGAGGEE CTCCCCATTE GCCEGTCAGTG ACATCACCCC TGTGTCAACA
GTGATGTCTG CAGCTCCGGC CAGCCAGGGT TTATGGAGCG AGACCCAGCE
CGGCCTEEGT COTCACTCCC CAGGTCCACA CACTAGCCEA CTGTTCAGGE
TCCEGEGTGE CGGCATGECE TEEGSGTCCT GGCACCGETG CTCCTCTGECS
CACCCTAACT TCCCGGCATG GCGECTACES CCTCTGAGCE TCCOCAACCA
GTAAGTGTGS GGCCCAGCAG gCCTGCLGTC CTCETCETCT TCCCCTCTAG
AGAGAAACGT GSAGETCCTG GEICTGESEE CACTCATAGE CeTGTGACAC
AGGTECATGS GGTCAGGEET CCCAGAATES CCCCTERGAA GGACCTCAGE

TGECCCCELE COTCTAGETT TCAGSEETOT CTCTCCACAG BEENTAGLLC

TCTSTCCGET GCTTCCTE T A CTCTALTECE GRLCACTETT GAGAGLEGTEG
TASSGAAGS CCCEOCETESE TELCTGTTEC TECLCAZITS GUTGTETGET
CCLCTCTAAG TAGGGACAAC COTTUTCAGG GCTTEEEGEET ACCCTGGSRT
TECCAGEGECL TCCCACGAGCL CTGTGAGCCC CTEEEGRETL TGCCCTCATG
CCTCCCTCCA CETCCAGERET COECTGTEEL CCAGAACCCC AGCTTCCCAR
CAGGCCGGETG TELEETEETG ACCCAGGAGA GRCTTCGLCT CTACTRAGGE
GCCACCGALC TCTGTCAGAC CATAGAGALT CCCAAGGAGT cTGAAGGLTG
GAGACCCGGE GUTGEEACCA GETGEGACTT TCCCACGGAG CCGTCCCCAG
CCCCAGTTESE GOALACGTCL CTETTeTeTC CAGACACALT CTECCTELCA

CCAGGACACA CCEOCCTRTT GEGRGTCTCT TTTAAGTGLT TGCCACTCTG

AGGTGACTET CCCTATCCAA AGAGRTTTeT GEEGICCAGG TGRBALECET

CGGCCTOAGC AGEAGGATET GEGCCCCLAC GGECTGEGGA CTGTeTCCTS
GGGAAGGAAG CGCCTGGGAG CETGTRTGLT GACCCAGGAL CATCCAGGGA

GGCLCETCTG TEEGECAAGE GERAAGGGAG CGGLTGCAGA GGCTTGELCG

CCCCCGECCT GCCTECCATT CETTAGETCS ATGCCTGTCA AccTereea O DT 8B
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CCCAGTGAGT GATGTCTAGG GGCCCTGGAA AGGTCACAGC ATGTTTGAGC
GCGGTGAGAG AGAGGGGAAA GCCGGGGECE GEGAAAAGTA cGTGGAGGAA
GCTTTAGGCC CAAGGAAGGA GACAGGGTTC TGECAGEGAG GGAGLCCACTG
GCEGCCGLCEE GAAGGTTCCT GCTTGCTGCT GCCACCCAGA ACCCTCGCCT
ST TAGeTAGC CCCcECAGTC CLAGLCeTT Te TGECNTCETGg CCCTCTCCCce
CATCCCCAGGE TGTCcTgTGC AACCAGGCeT TGGACCCAAA CCCTCETGCC
CCCTCeTCTC CCTCCTCALC CTCCCAATGC AGTCCTCTCC AGCCTGgeTCH
TGCCCTGCLG CAGGTICCLY CCCcTCATTA CCAGGCLTAG AGCCTCCAGT
CCCEGTGETC CCCAGTCCA GEETCAALGS CCTCALLTTE GGTeGTGGRGA
CAGAGGGCAC GTTCATTAAG AGTGECTCCC AAGGTACACG TEGECTGTITG
CAGTTCACAG GAAGTCATTeS AGATAACGGAG cTTGTTTTCC CAGTGGGRCAC
GGAGCCAGCA CGGGETEITGT CEECGCAGLCT AGCETGLAAG GeCAGGETET
CCEECTRECAG cTGTeT = 2G CCCCACTCCC AGGTT mTEl GGGAGGTEGS

P ek ke

AGECGCAGE CGELAZITET ACACGTGECIC CACZITAGEC TCTCAGCCCC

I AGTCGCTCTC CGEGTEGEETA GCCCAAGAGE GTCTGELITGA GCLTCCCALCA
C

TCTCEGACTC CATCACCTAA CAACTTAATT AAGCCTCAAT TTCACGTGTC
CTGTGACTTG GCTAGACAAA CCCCCTCTCC AAAGCCGTAG CCAGLCTAAG
GCAGTGREGA CCGCETGRGT GGLERETEAL CRGGEEAGATG GACAACAGGA
CCCAGGGTGT GCGEGLGATG GGGRAGATGG ACAATAGGAC CEGAGGGTGTE
CGCGCGATGG GGCAGATGTA CAACACEACC GAGEETGTGC GGGACACGCA
TGTCACTCAT GCACGCCAAT GGGEGECCETG GRAGGTTEES GAGCAGAtAG

ACTGCGCTGE GCTECCCGEG AAGGACGGEGEC AGATG

Obr. 8C
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