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Terapeutické indukce apoptdzy u aktivovanych zanetlivych bungk

nebo bundk v mists zanét Ize dosahnout zavedenim do téchto
* bunek chimémiho genu obsahujictho gen indukujici apoptozu
fizeny promotorem inducibilniho genu aktivovaného pfi znétu a
zesilujici oblast promotoru, &z se dosghne selektivniho ‘
piisobeni na zanétlivé buriky. V jednom provedeni obsahuje
chimémi gen alespofi jednu zesilujici oblast promotoru TNFat
pripojenou k funkéni kopii miniméalniho TNFa a dale pfipojenou
k alespoil jedné kopii genu indukujiciho apoptozu, plicemz
exprese genu je fizena promotorem TNFa.. Pfipojeni miize byt
pHImS, ve vétsi nebo mens{ vzdalenosti nebo kombinovark.
Piiklady geni indukujicich apoptézn jsou napiiklad kaspza 3,
kaspéza 4, kaspaza 5, granzym B. Chimémi gen TNFp-AIG se
exprimuje s vyhodou pouze u téch bungk, které produkuj
z&n&livy cytokin, TNFo. Navic také sekvestruje chimémi gen
TNFp-AIG inducibilni transkriptni faktory TNFp, &imz sniZuje
endogenni produkci TNFox. Zpiisob vyroby a pouZiti chimérmich
genii zpiisobujicich samovolné€ fizenou apoptozu a
farmaceutickych prostiedki s jejich obsahem pro lédeni
Zzan&tlivych onemocnéni. ‘
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Chimérni gen

Oblast techniky

Vynalez se tyka terapeuticke indukce apoptoézy u zanétlivych
bun&k zavedenim genu, ktery indukuje apoptézu (naprogramovanou
smrt buiky nebo nenekrotickou smrt bufiky) do téchto bunék. Gen
indukujici apoptézu (Apoptosis-Inducing Gene, bude také oznalovan
jako AIG) je fizen promotorem TNFa (TNFp) nebo jinym inducibilnim
genem aktivovanym pfi zanétu. V jednom provedeni se apoptdza
selektivngé indukuje u t&ch bunék, které jsou schopné produkovat
TNFa. Gen TNFp-AIG nebo jiny chimérni gen maze byt pohodiné
zave_den in vivo pouzitim béihych technik genove terap'ie.

V provedeni, kde chimérnim genem je TNFp-AIG je exprimovan pouze
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u téch bunék, které produkuji zanétlivy cytokin TNFa. Navic, protoze
chimérni gen TNFp-AlG obsahuje prvky promotoru TNFa, sekvestruje
také inducibilni, TNFp-seIektivni transkripéni faktory. Tato sekvestrace

vede ke snizeni endogenni produkce TNFa. Pfedkladany vynalez se

“tyka zvlasté genu TNFp-AIG a podobnych genovych konstruktl, bunék

obsahujicich chimérni geny, zpUsobtl indukce apoptézy u bunék
transfekovanych chimérnimi geny, farmaceutickych  prostfedku
obsahujicich chimérni geny, zplsobl selekce in vitro variant
somatickych buné&k neprodukujicich TNFa mezi populaci bunék
produkujicich TNFa apod., a zpUsobu identifikace dominantné
negativnich/dominantné supresivnich gend odpovédnych za inhibici

produkce TNFa.

Dosavadni stav techniky

Pfi mnoha zanétlivych stavech se v nadbytku;produkuji cytokiny

jako IL-1, IL-10, GM-CSF a TNFa jako dusledek masivni agregace
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a akumulace zanétlivych bunék (Brennan F. M. a dalsi, British Medical
Bulletin 1995, 51/2, 368 - 384). Regulace zpUusobujici nadmérnou
produkci a/nebo nedostate¢na regulace cytokinG v zanétlive tkani
maze byt pfimo nebo nepfimo odpovédna za vypuknuti chronickych
zanétlivych onemocnéni. Napfiklad nejvyznamné@jsi patologické zmeny
pfi revmatoidni artritidé (RA) se vyskytuji v misté lokalniho zanétu
(napftiklad synovialni klouby). Proto je pravdépodobné, Ze cytokiny
produkované v synovialnich kloubech pacientll s revmatoidni artritidou
maiji dulezitou Ulohu pfi postupu onemocnéni. Pfedpoklada se, Ze za
devastujici destrukce chrupavky a erozi kosti, které charakterizuji
revmatoidni artritidu, jsou z téchto cytokinG odpovédné [IL-1 a TNFa
(Dayer'J. M. a dal$i, J. Exp. Med., 1985, 162, 1208 - 1215; Gowen M.
a daldi, Nature, 1983, 306, 378 - 380). Pritomnost nadbyteCnych

mnosstvi IL-1 a TNFa v synovialnich kloubech podle vyzkumu
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urychiuje vyvoj kotagenem-indukované-artritidy-u-hl odavetu-(BrennanF——
M. a dal$i, Clin. Exp. Immunol. 1994, 97/1, 1 - 3). Nadmérna mnozstvi
TNFo a IL-1 se vytvaieji v synovialni tkani u fady typG bunék ve
spojeni chrupavka - pannus vcetné bunék makrofagové linie,
synoviocytl podobnych ‘makrofagtim, aktivovanych T-bunék a mozna i
synoviocytli podobnych fibroblastdm (Chu C. Q. a daléi,’ Arthritis &
Rheumatism, 1991, ’34, 1125 - 1132; Deleuran B. W. a dal8i, Arthritis

- & Rheumatism, 1992, 35, 1170 - 1178).

Navic k vySe popsanym u&inkum pfi zansétech hraje TNFa
vSudypfitomnou a kli¢ovou ulohu v fadé udalosti predchazejicich
zanétam, jako je indukce aktivity IL-1 v monocytech. Ve skuteCnosti se
ukazalo, Ze neutralizaéni protilatky proti TNFa snizuji celkovou
produkci IL-1 (Portillo a dalsi, Immunol., 1989, 66, 170 - 175; Brennan
F. M. a daldi, British Medical Bulletin, 1995, 51/2, 368 - 384). Dalsi
prosp&snou vlastnosti navic k blokovani udinku zanétlivého cytokinu
TNFo je snizeni produkce stejné  destruktivniho  mediatoru

pfedchazejiciho zanétim, IL-1. Navic je dobfe znamo, Ze TNFa je
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aktivator transkripce jinych genl souvisejicich se zanéty. Napfiklad
pfitomnost TNFa stimuluje produkci jinych cytokinl (jako GM-CSF) a
receptorll bun&éného povrchu véetné HLA antigent tfidy Il a
adheznich molekul (Alvaro-Garcia J. M. a dalsi, J. Exp. Med., 1989,
146, 865 - 875), coz vede k trvalé tvorb& aktivovanych T-bunék a
neutrofilt, které zpusobuji synovialni zanét a hyperplasii a nakonec
zvysenou destrukci chrupavky a kosti (Allen J. B., J. Exp. Med., 1990,
171, 231).

Konvenéni terapie zamé&fena proti zanétlivym onemocnénim
smé&fuje typicky proti symptomatickému zanétu. Tyto terapie poskytuji
pouze dodasné zmirnéni, aniz by vyrazné oddalily postup nemoci.
Naopak zpusoby Ié&eni, jejichz cilem je TNFa a dalsi faktory
indukované pfi zané&tlivém procesu jsou pravdépodobné slibné&jsi.

Napfiklad u zvifecich modell artritidy indukované kolagenem protilatka
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proti TNFa a rozpustna chiméricka molekula TNFo receptor-IgG
aginné snizovaly otok tlapky, postizeni kloubl a destrukci chrupavky
a kosti (Williams R. O., a dal$i, Proc. Natl. Acad. Sci., 1992, 89, 9784
- 9788). Pokusy na lidech s pouzitim jak humanizovanych protilatek
proti TNFa a chimérnich molekul receptor TNFo-1gG poskytly
dramatické vysledky (Elliot M. J. a dal$i, Arthritis and Rheumatism,
1993, 36, 1681 - 1690; Elliot M. J. a dalsi, Lancet, 343, 1105 - 1110).
A&koliv se zda, ze légeni t&mito antagonisty TNFa je dobfe snaseno,
vede také ke tvorbé protilatek proti rekombinantnim proteinim. Tyto
zplsoby lé&eni tedy nemusi byt vhodné pro dlouhodobé 1é&eni a
nedosahne se s nimi opravdového potlateni nemoci. Aby bylo
dosazeno skute&né zmény postupu onemocnéni, TNFo musi byt
trvalym cilem s vyuZitim zpUsobU lé¢eni zaméfenych na TNFao. Takovy
terapeuticky protokol - je s uvedenymi biologickymi prostiedky

neprakticky a bylo by obtizné provadét dlouhodobé podavani.

}Daléi moznosti lé&eni je chirurgické odstranéni zaniceného
synovia (Herold N. a Schroder H. A, Acta Orthop. Scand., 19935, 66,
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252 - 254: Ogilvie-Harris D. J. a Weisleder L., Arthroscopy, 1995, 11,
91 - 95), chemicky (Cruz-Esteban C. a Wilke W. S., Bailliere’s Clinical
1995, 9, 787 - 801) nebo radiaéné indukovana
synovektomie (Cruz-Esteban C. a Wilke W. S., Bailliere’s Clinical
Rheumatol., 1995, 9, 787 - 801). Vysledky po artroskopické

zlepSeni od

Rheumatol.,

chirurgické synovektomii jsou dobré a vykazuji
pifedoperaéniho k pooperaénimu stavu. Nechirurgicka syhovektomie se
provadi pouzitim rGiznych chemickych ginidel jako je kyselina osmiova,
alkylaéni ¢inidla jako je Mechlorethamin (nitrogen
mustard, Mustargen®) a thiotepa, methotrexat. Nechirurgické zpUsoby
provadéni synovektomie (véetné chemickych a radia¢nich) jsou v8ak
komplikdvané, poskytuji' pouze kratkodobou Glevu a pouze mistni
snizeni synovialni hyperplasie. Navic je vétSina nechirurgickych

alternativ potencialné teratogennich. Chemické po$kozeni postizené
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tké-n-é—pf—i—r—ie chirurgické—synovektomii_stejné__jako chirurgicky

indukované poskozeni tkané navic Casto zplsobuje zanétlivé odezvy
na tato poskozeni samotna. Nakonec je tfeba uvést, ze tyto postupy

ptinaseji rizika vedlejsich ugink b&zné souvisejici s konventni

farmaceutickou terapii a invazivnimi chirurgickymi postupy vcetné

vysokych nakladd a nepohodli hospitalizace a rehabilitace.

Existuje tedy stale potieba aéinnych lé¢ebnych postupt

zanétlivych onemocnéni obecné a revmatoidni artritidy zvlaste.

Podstata vynalezu

Tento vynalez umoziiuje pfedchazet nevyhodam spojenym
s dosavadnimi zpGsoby 1é¢by zanétlivych onemocnéni pouZzitim
nového pfistupu k I&¢bé. Podle jednoho provedeni predkladaného
vynalezu se v zanétlivych bufikach produkujicich TNFa selektivné
indukuje apoptéza, coz zpusobi destrukci téchto bunék bez souvisejici

zanétlivé reakce.
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Jednim predmétem predkiadaného vynalezu je poskytnuti
zpUsobu lé&eni, ktery zahrnuje krok zavedeni chimérniho genu
obsahujiciho samoregulujici gen indukujici apoptézu (AIG). Produkce
AlG je fizena promotorem jako je promotor TNFa (TNFp; viz obr. 1 a
2) a s vyhodou zesilujici sekvenci promotoru. Proto je exprimovan ve

v§ech a pouze v téch burikach, které jsou schopné produkovat TNFa.

Dal§im predmétem vynalezu je poskytnuti TNFp-AlIG a
podobnych chimérnich genovych konstruktl, zplsobu jejich vyroby,
zpusob jejich pouziti a prostiedk( s jejich obsahem.

Dal$im pfedmétem vynalezu je zpusob indukce apoptdzy
u bunék transfekovanych chimérnim genem TNFp—AIG, zpusob
selekce variant somatickych bunék neprodukujicich TNFa in vitro
v populaci, zpUsob identifikace dominantnich/negativnich genu

odpovédnych za vytvofeni populace bunék neprodukujicich TNFa
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a zpUsob identifikace produkt'ﬁ odpovédnych za regulaci tvorby TNFa
(obr. 10). "

Tyto a dal§i pfedméty budou ziejmé osobam s béznymi
znalostmi v oboru na zakladé nésled'ujiciho podrobného popisu

vynalezu,

Tento vynéalez je zaloZzen na dlkazech, Ze apoptoza zénétlivych
bunék urditych zanétlivych onemocnéni je terapeuticky prospé&sna.
Vynalez se konkrétné tyka genovou terapii samovolné fizene
apoptéiy. Podrobnéji feCeno, pfi provedeni vynalezu je pfipojen
chimérni gen obsahujici alespon jednu zesilujici sekvenci promotoru
pfipojenou na alesponi jednu funkéni kopii minimalniho promotoru, kde
promotorem je gen nebo kombinace genu aktivovanych v zanétlivych
bufikach nebo v bufikach piitomnych v misté zanétu, na alespori jednu
kopii genu indukujiciho apoptézu (AIG) takovym ’zptlsobem, ze
exprese genu indukujiciho apoptézu je fizena promotorem, a tim je
zaméfena proti zanétlivym bunkam. Pfiklady promotor( inducibilnich

genl aktivovanych pfi zanétu jsou bez omezeni cytokiny, interleukiny
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a jejich receptory, molekuly bunééné adheze a jejich ligandy,
chemokiny a jejich receptory, enzymy piedchazejici zan&tu apod.
Chimérni geny podle vynalezu obsahuji zesilujici sekvenci (enhancer),
promotor a prvky AIG v pfimém, vzdalené&j$im nebo bliz§im usporadani
a jejich kombinace. Jak je uvedeno vySe a jak bude podrobnéji
popisovano dale, v nékterych provedenich se pro maximalni Géinek

pouziva vétsi pocet kopii zesilujici sekvence, promotoru a/nebo AlG.

Aby bylo moZno Iépe porozumét pfedklddanému vynalezu, je
uveden nasledujici podrobny popis pouze pro ugely ilustrace
s dirazem na chimérni geny obsahujici alespori jednu‘ zesilujici
sekvenci promotoru TNFa p'F_ipojenou na alespofi jednu funkéni kopii
minimalniho promotoru TNFa a dale pfipojenou k alespo# jedné kopii
AlG. Ackoliv n‘ésle'dujici priklady pouzivaji také téchto typl konstrukci,

odbornikim v oboru bude zifejmé, ze zakladni popisované konstrukty

15

mohou byt ménény pro ziskani jinych provederﬁ, ktera pouzivaji
produkty, zpusoby, metody a prostiedky podle vynalezu s jinymi
promotory zahrnujici inducibilni geny aktivované pfi zanétu jako jsou

typy genli uvedenych vy$e, které maji podobné funkce vyuzitelné jako

- -cilové bufiky v misté& infekce. -
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Napfiklad mezi cytokiny a interleukiny pouzitelné jako promotory
pfi konétrukty chimérnich genl podle vynalezu patii bez omezeni
TNFa, TNF[}, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-9, GM-CSF, interferon y apod.
a jejich funkéni fragmenty a smési. Mezi molekuly bun&éné adheze a
jejich ligandy patfi bez omezeni selektiny, integriny a &leny tiidy
imunoglobulinl, jako je ICAM-1, V-CAM apod. a jejich funkéni
fragmenty a varianty a smési. Mezi chemokiny a jejich receptory bez
omezeni patfi latky ze skupiny C-X-C a C-C, jako jsou MIP-1a, MIP-
1B, MCP1-4, RANTES, Mig, NAP2, IP10, Gro a-y apod. a jejich funké&ni
fragmenty a varianty a smési. Enzymy pfedchazejici zan&tim jsou
bez omezeni COX-2, iNOS, fosfolipazy, proteazy (véetné
metaloproteaz matrix) a'p'od. a jejich funkéni fragmenty a smési.




Pro objasnéni nasledujici diskuse pfikladd chimérnich gend
TNFp-AIG podle vynalezu jsou dale uvedeny nasledujici sekvence:

SEQ ID No. 1 je nukleotidova sekvence odpovidajici Uplné,
referenéni  sekvenci promotoru lidského TNFa  publikovana
5 v (Takashiba S., a dalsi, Gene, 1993, 131, 307 - 308). Cisla nukleotid(i

pouzivana v této pfihlasce se tykaji ¢islovani uvedené sekvence.

& SEQ ID No. 2 je sekvence promotoru nativniho TNFa genu,
ktery se pouZival v ramci pfedkladaného vynalezu (-1077 nukleotidl

s od mista poéétk‘U* transkripce, TSS). Existuje nékolik odli$nosti
10 v sekvenci TNFp u SEQ ID No. 1 a SEQ ID No. 2. Tyto rozdily mezi
nukleotidovymi sekvencemi prombtoru TNFa byly popsany (Takashiba

S. a dal8i, Gene, 1993, 131, 307 - 308).

SEQ ID No. 3 je nativni sekvence minimalniho promotoru TNFo

=120—az

15 prvek (misto k°; viz Pauli, U., Crit. Rev. in Eucaryotic Gene
Expression, 1994, 4, 323 - 344; Rhoades K. L., a dalsi, J. Biol. Chem.,
1992, 267, 22102 - 22107; a Takashiba S. a dal$i, Gene, 1993, 131,
307 - 308).

(nukleotidy =TSS;—ktera—obsahuje—alespoii- jeden—=zesilujici— ——

SEQ ID No. 4je chimérni gen TNFp120 AIG.1 (obsahujici -120
20 TNFp fidici expresi varianty genu CPP32 s odstranénou prodoménou
(kaspaza 3, publikovano v Tewari M. a dalsi, Cell, 1955, 81 (5), 801 -
809, s variaci V239/§). A 7
\-} ) | SEQ ID No. 5 je chimérni gen TNFp706 AlG.1 (obsahujici usek
A -7T06TNFp fidici expresi genu CPP32 s odstranénou prodoménou).

25 SEQ ID No. 6 je TNFp1005 AIG.1 (obsahujici usek -1005 TNFp
fidici-expresi genu CPP 32 s odstranénou prodoménou).

SEQ ID No. 7 je chimérni gen TNFp120 AlG.2 (obsahujici usek
-120 TNFp fidici expresi genu Ty/x s vypu$ténou prodoménou).

(Sekvence Ty (kaspaza 5) a Tx (kaspaza 4) jsou publikovany v &lanku
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Faucheu, C. a dalsi, Eur. J. Biochem., 236, 207 - 213, 1996; Faucheu,
C., adalsi, EMBO J., 14, 1914 - 1922, 1995))

SEQ ID No. 8 je chimérni gen TNFp706 AlG.2 (obsahujici usek

-706TNFp fidici expresi genu Ty/x s vypusténou prodoménou.

SEQ ID No. 9 je gen TNFp1005 AIG.1 (obsahujici oblast

-1005TNFp Fidici expresi genu Ty/x s odstranénou prodoménou).

SEQ ID No. 10 je zesilujici oblast 1 (ER1) promotoru TNFa
obsahujici nukleotidy -1005 az -905.

SEQ 1D No. 11 je zesilujici oblast 2 (ER2) promotoru TNFa
obsahujici nukleotidy -706 az -517.

SEQ ID No. 12 je dalSi z vicenasobnych klonovacich mist (MCS)
vytvofenych genetickym inzenyrstvim proti sméru exprese minimalniho

promotoru TNFa -120 v konstruktu -120pGL3.
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SEQ ID No. 13 je 3’ nepfeklddana oblast (3’UTR) genu TNFa
(Nedwin, G. E. a dalsi, Nucleic Acid Research, 1985, 13, 6361 - 6373).

Prvky promotdru TNFa pro pfipravu chimérniho genu konstruktd

-podle tohoto vynalezu jsou zvoleny.z prvku,. které jsou  schopny

indukovat expresi terapeutického genu fizeného promotorem TNFa.
Tyto prvky promotoru budou dale oznaéovany jako ,inducibilni cis

prvky“, ,cis inducibilni prvky“ nebo ,zesilujici prvky“ promotoru TNFa.

Zesilujici prvky mohou byt fyzikalné pfipojeny k sekvenci
minimalniho promotoru nebo oddéleny od minimalniho promotoru
propojovaci (linkerovou) sekvenci, kterda mize nebo nemusi mit
prvky mohou byt pfipojeny pfimo, ve vétS$i nebo mensi vzdalenosti
nebo v jakékoliv kombinaci téchto prvkd k chimérnim genum podle

vynalezu. Ty se typicky konstruuji proti sméru exprese promotoru.
Pfiklady zesilujicich prvk( TNFa se uvadéji v SEQ ID No. 10 a-SEQ ID

No. 11; je mozno pouzit funkdnich &asti nebo variant a jejich
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kombinaci. Mezi vyhodné genové konstrukty podle predkladaného
vynalezu patfi konstrukty, které obsahuji vicecetné kopie zesilujicich.
prvk(, tj. dvé nebo vice kopii. Néktera provedeni maji pfiblizné 2 az
25, pfesnéji 2 az 10 a jesté presnéji 2 az 5 kopii.

Terminy ,promotor TNF*, jpromotor TNFa, a ,TNFp“ se pouzivaji
zameénitelné. Pokud neni uvedeno jinak, oznaduji tyto terminy celé
nukleotidové sekvence odpovidajici nativni minimalni promotorove
sekvenci TNFa pfipojené na jeden nebo vice ve sméru exprese
umisténych zesilujicich prvkl (bud pfirozené pfitomnych, tj. nativnich,
nebo vloZzenych metodami genetického inzenyrstvi v laboratofich).
Ptiklady zahrnuji bez omezeni SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2 a SEQ ID
No. 3 a jejich funkéni ¢asti, varianty a smési. Mnoho funk&nich &asti a
variant téchto sekvenci TNFa a jinych zde popisovanych sekvenci

sdileji sekvenéni homologii alespon pfiblizné 80 % a v nékterych

5
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pfipadech vice nez 90 % s jejich nativnimi a metodami genetického
inZenyrstvi ziskanymi protéjsky, které jsou vSak znamy odbornikim

v oboru a definovany v zde uvedenych odkazech.

\Y ch»imérniéh genech a zde popisovanych zplsobech mohou byt
pouzity jakékoliv geny indukujici apoptézu. Genem indukujicim
apoptézu vyuZitelnym v chimérnich terapeutickych genech podle
p?edklédaného vynalezu mlize byt gen stejny nebo odliSny od typu
genu indukujiciho apoptézu pfitomného v nativni sekvenci zanétlivych
bunék produkujicich TNFa (pokud tyto buriky apopticky gen pfirozené
obsahuji). Vyhodné AIG jsou bez omezeni geny ze skupiny rodiny
ICE/CED3 proteaz indukujicich apoptézu (jako je kaspaza-1 (ICE),
hiICE, ICE-LAP45, Mch2a), kaspaza-2 (ICH1), kaspaza-3 (CPP32,
Yama, Apopain), kaspaza-4 (TX, ICH2, ICE rel Il), kaspaza-5 (ICE rel
1, TY), kaspaza-6 (Mch-2), kaspaza-7 (Mch-3, ICE-LAP3, CMH-1),
kaspaza-8 (MACH, FLICE, Mch-5), kaspaza-9 (ICE-LAP6, Mch6)
a kaspaza-10 (Mch4), geny z rodiny granzym( (jako je granzym A

a granzym B), ligand Fas (FasL) a jejich funké&ni &asti, varianty
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a smési. Néktera provvedeni pouzivaji kaspazu 3, kaspazu 4, kaspazu
5, granzym B a jejich funk&ni ¢asti, varianty a smési. S vyjimkou FasL
tyto geny pfi nadmérné expresi po transfekci indukuji apoptézu
u transfekovanych bunék (Miura M. a dalsi, Cell, 1993, 75, 653 - 660;
5 Chinnayan A. M., a dal$i, Cell, 1995, 81, 505 - 512; Los a dalsi,
Nature, 1995, 375, 81; Muzio a dalSi, Cell, 1996, 85, 817 - 827).

V pfipadé FasL je apoptéza indukovana (bud autokrinnim nebo

parakrinnim zplGsobem) pouze u téch bunék, které exprimuji Fas.

& Proto konstrukt chi'mérni‘ho genu TNFp-FasL poskytuje druhou uroven
10 selektivity. DalSi vyhodou chimérniho genu TNFp-FasL je selektivni

cileni téch bunék v synoviu, které neexprimuji TNFa (a tim nefidi

expresi genu indukujiciho apoptézu), ale exprimuji na svém povrchu

Fas. V tomto pfipadé bude FasL exprimovan burikami, které jsou

schopny produkovat TNFa, jako jsou éktivované makrofagy a T-bunky.

15 Tyto bunky pak budou indukovat apoptézu u bunék exprimujicich Fas,

jako jsou rizikové aktivované T-buriky a synoviocyty exprimujici Fas.

Predkladany = vynalez poskytuje novou |éCebnou metodu
zahrnujici krok zavedeni chimérniho genu obsahujiciho gen indukujici
“apoptézu (AIG) fizeny promotorem TNFa (TNFp) do bunék savce.

20 Pfiklady chimérnich genl podle vynalezu se uvadeéji jako SEQ ID No.
4,5, 6,7, 8 a9; je také mozno pouzit funkénich ¢asti nebo variant
téchto genl. Aniz by si autofi prali byt vazani teorii, jako dlsledek
fizeni prostfednictvi TNFp se AIG exprimuje pouze v téch burkach,
které produkuji zanétlivy cytokin TNFa. Proto budou jakékoli buriky

(3 25 exprimujici TNFo samodestruktivni, zatimco burky, které TNFa

neexprimuji, zlGstanou neovlivnéné. Tohoto zplsobu mize byt

Lo s vyhodou pouzito pro zacileni jakychkoli'bunék produkujicich TNFa
(jako jsou aktivované makrofagy, aktivované T-burniky a synoviocyty
podobné makrofagim a mozna i synoviocyty podobné fibroblastim)

30 bez ohledu na typ bunék. Bunka produkujici TNFa, ktera je cilem,

mlze byt samoziejmé bunka, kterd normalné nese nebo exprimuje
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nebo nenese a neexprimuje gen pro apoptdézu ve své pfirozene,
nezménéné formé&. Proto je mozno pouzitim chimérnich gend
a zpusobl podle vynalezu vysoce selektivnim zplsobem zniéit

bunééné zdroje TNFa.

Dalgi vyhodou pouziti chimérniho genu TNFp-AIG podle
pfedkladaného vynalezu je skuteCnost, Zze TNFp sekvestruje
transkrip&ni faktory potiebné pro endogenni TNFp, coz vede ke
snizeni endogenni tvorby TNFa. V jednom vyhodném provedeni je
TNFp pfitomen v bufkach, které jsou terapeutickym cilem, ve
znaéném nadbytku. To mlze byt dosazeno zavedenim viceCetnych
kopii transfekovaného genu do buriky. Alternativné mize obsahovat
chimérni gen TNFp-AIG podle piedkladaného vynalezu viceletné
kopie inducibilnich prvk( cis promotoru TNFa. Jak je uvedeno vyse,

viceCetné kopie Jinducibilnich zesilujicich prvkd“ genu TNFp jsou

16
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pfitomny v né&kterych provedenich chimérnich geni TNFp-AIG podle
pfedkladaného vynalezu. Zavedenim vicegetnych kopii inducibilnich
prvkli cis konstruktu TNFp jsou .exogenné zavedenou sekvenci

sekvestrovany trané"kripéni faktory nutné pro produkci TNFa

‘v transfekovanych buiikach. Tento vyhodny chimérni konstrukt TNFp-

AIG je charakterizovan zvy$enou udinnosti pfi soutéZeni o TNFp-
specifické transkripéni faktory ve srovnani s chimérnimi geny podle
predpokladaného vynalezu, které obsahuji pouze jediny zesilujici
prvek pfipojeny k TNFp. Tento ,inducibilni  superpromotor®
zkonstruovany uvedenym zplUsobem je schopny (1) efektivnéji soutezit
o inducibilni transkripéni faktory specifické pro TNFa a (2) fidit expresi
genu indukujiciho apoptézu zvySenym zplsobem pusobenim
mnohod&etnych zesilujicich prvka.

Ukazalo_se napFi.klad, Zze u pacientl s revmatoidni artritidou je
klinicky prospé&3na synovektomie, tj. odstranéni synovialni tkané. Na

rozdil od konvené&nich a chirurgickych postupll synovektomie je zplisob

lédeni zaméfeny na buriky popisovany v predkladaném vynalezu
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zaméfen pouze na buiky produkujici TNFa. Vyhodou tedy je, Ze
zavedeni a exprese chimérniho genu TNFp-AIG a nasledna indukce
apoptézy neindukuje zanétlivou odpovéd. Zplsoby podie vynalezu

jsou tedy pomé&rné selektivni a vedou k minimalnimu poskozeni tkané

" a zmenseni zanétu.

Produkty a zplisoby popisované v predkladaném vynalezu jsou
vyuzitelné také pro légeni jinych zanétlivych onemocnéni. Mezi tato
zanétlivd onemocnéni patfi bez omezeni roztrousena skler6za,
syndrom Guillain-Barre, Crohnova nemoc, ulcerativni kolitida, lupénka,
onemocnéni zpisobené reakci hostitele na $tép, lupus erythematosus,
diabetes mellitus zavisla na inzulinu, psoriaticka artritida, sarkoido6za,
pneumonitida z pfecitlivélosti, ankylézni spondylitida a pfibuzné
spondyloartropatie, ReiterGv syndrom a systémova skleréza. Vynalez

tedy zahrnuje zpUsoby légeni zanétlivého onemocnéni u pacienta
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indukci apoptézy u zanétlivych buné&k nebo bunék v misté zanétu
u pacienta zavedenim alespoii jednoho chimérniho genu podle
vynalezu do buné&k. Toho se typicky dosahuje pfipravou
farmaceutického prostfedku obsahujiciho alespofi jeden chimérni gen
podle vynalezu a typicky farmaceuticky pfijatelny nosi¢ a podavani
prostfedku pacientovi standardnimi zpUsoby. V nékterych provedenich
se farmaceuticky prostfedek podava pfimo do mista zanétu s pouzitim
mistnich, intravendznich, intraperitonealnich a podobnych zplsobd.

Dalsi zpisoby budou diskutovany dale.

Navic k terapeutickym indikacim mohou byt geny a buiiky podle
predkladaného vynalezu pouzity v Fadé metod systematického
prohledavani (screeningu) a selekce. U jedné takové metody je mozno
provadét selekci in vitro variant somatickych buneék neprodukujicich
TNFa v ramci populace bunék produkujicich TNFa zavedenim
chimérniho genu TNFp-AIG do bunééné populace produkujici TNFa.
Buniky produkujici TNFo podléhaji apoptoze. Buﬁky, které TNFa

neprodukuji, preziji. Selekce téchto variant bunék obsahujicich fenotyp
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pro pfeziti je snadnou cestou pro identifikaci bunék, které TNFa
neprodukuji. Takovy zptisob selekce muize byt pouzit pro urceni
exprese genu, které plsobi in-trans pro fizeni aktivity promotoru TNFa
a tim snizuji produkci TNFa. Tyto geny jsou charakterizovany
dominantnimi negativnimi  (DN)/dominantnimi supresivnimi geny
v jinych systémech (Behrends S a dal$i, J. Biol. Chem., 1995, 270,
21109 - 21113; Zhang S a dal$i, J. Biol. Chem., 1995, 270, 23934 -
23936; Watowich S. S., a dalsi, Mol. Cell Biol., 1994, 14/6, 3535 -
3549).

Pfi dalsi metodeé in vitro muze byt pouzit chimérni gen TNFp-AIG
podle predkladaného vynalezu pro identifikaci dominantnich
negativnich genG odpovédnych za- ‘tvorbu populace  bunék
neprodukujicich TNFa. Podle této metody se zavede do bunék

produkujicich TNFa chimérni gen TNFp-AIG podle pfedkladaného
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vynalezu. Kromé& pfitomnosti dominantniho negativniho genu by mély
tyto buriky po aktivaci podléhat apoptéze. Proto je mozZno vyvodit, Ze
pfezivajici varianty maji dominantni negativni gen schopny regulovat

tvorbu TNFa smérem ke sniZeni. Tento dominantni negativni gen

"mize byt snadno identifikovan vytvofenim  knihovny cDNA

a transfekovanim buné&énych linii (napfikiad Jurkat a THP-1). Tyto
buiiky jsou bud stabilni transfektanty nebo bufiky TNFp-AIG
transfekované inducibilnim chimérickym genem TNFp-AIG nebo
genem TNFp-luciferaza a bude provadéna jejich selekce na fenotyp
vedouci k pfeziti po aktivaci in vitro; fenotyp vedouci k pfeziti ukazuje
na vliv gent DN. V burkéach transfekovanych genem TNFp-luciferaza
bude ukazovat na vliv geni DN snizeni aktivity luciferazy. Dominantni
negativni geny identifikované s pouzitim tohoto protokolu mohou byt
pouzity samy jako budouci terapeutické prostfedky. Tyto geny budou

kandidaty na genovou terapii vedouci ke snizeni produkce TNFa.

Metody vyuiivané‘ pro pfenos genll jsou uspofadany do dvou

-§irokych kategorii:
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1. Pfimy pfistup: Transdukce terapeutického genu in situ do
cilovych bunék jako jsou synoviocyty s pouzitim vhodného vektoru jako
nosié¢e terapeutického genu. Vektor obsahujici terapeuticky gen se

vstfikne pfimo do postizené oblasti (napfiklad artritického kloubu).
2. Nepf¥imy pfistup: Transfekce terapeutického genu ex vivo do
cilovych bunék jako jsou synoviocyty. V tomto pfistupu se z kloubd

vyjme synovium, synoviocyty se izoluji a kultivuji in vitro. Buiky

‘kultivované in vitro se transfekuji terapeutickym genem a geneticky

modifikovanaé synoviocyty se transplantuji zpét do synovia.

Pro pfenos in vivo bylo testovano nékolik vektori na jejich
schopnost dodat gen do buriky (Nita, a dalsi, Arthritis & Rheumatism,
1996, 39/5, 820 - 828). Mezi vektory pouzivanymi pro genovou terapii
jsou nejrozvinut&j§i vektory odvozené od retroviri. Jsou schopny

vnaset geneticky material do hostitelského genomu a produkovat
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stabilni transfektanty. Tyfo vektory jsou vSak neschopné infikovat

buriky, které se nedéli, a protoze jsou vlozeny do genomu hostitele,
nelze vylougit moZnost inzeréni mutageneze. Ve srovnani s témito

vektory infikuji vektory odvozené z adenovir( buriky, které se nedéli i

""b'uﬁky, které se dé&li a vkladaji DNA epizomalné. Nevyhoda vektor(

zalozenych na adenovirech spociva v tom, Ze tyto vektory pokracuji v
produkci virovych proteint v infikovanych burikach, ¢imz se tyto buriky
stavaji potencialné antigenni. Tfeti typ vektor(G zaloZeny na virech je
odvozeny z vird Herpes simplex (HSV), ktery je schopen rovnéz

infikovat dé&lici se buriky i buriky, které se nedéli.

Mezi nevirovymi vektorovymi systémy byly testovany kationtove
lipozomy a &ista plazmidovd DNA. Lipozomy jsou v nejpokrocilejSim
stupni vyvoje, ackoliv nékteré typy bunék jako jsou bunky svalu a

kdZe, pfijmou a exprimuji gistou plazmidovou DNA.

Je také mozny systém vnaseni genl zprostiedkovany ¢asticemi
(Rakhmilevich, a dal$i, PNAS, 1996, 93, 6291), pficemz tento pfistup

je do budoucnosti pomérné slibny.
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Pro vnaseni chimérnich gent podle vynalezu do genu ,in vivo*

mohou byt pouzity nasledujici protokoly:

(1") Nita, a dalsi, Arthritis & Rheumatism, 1996, 39/5, 820 - 823
Experimenty na kralicich in vivo:
Kazdy vektor se nastfikne intraartikularné do jednoho kolenniho

kloubu. Pro virové vektory se do jednoho kloubu nastfikne mezi 10% a

10° gastic suspendovanych v 0,5 ml fyziologického roztoku.

Do jednoho kolenniho kloubu se nastfiknou komplexy lipozom -
DNA (200 nmol DC-Chol v komplexu s 20 uyg DNA/ml) v 1 ml

fyziologického roztoku.

(2) Methods in Molecular Medicine: Gene Therapy Protocols, Paul

15
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Robbins, ed., 1997, Barr a dalsi, str. 205 - 212

Vnaseni vektoru zalozeného na adenoviru do hepatocytu:
hepatocyty krysy 1x10"" PFU na 100 g hmotnosti zvitete.
U psl (12 - 17 kg) se promyva portalni Zila pfiblizné 1,57x1011
PFU/kg, coz poskytne jednu kopii genomu adenoviru na diploidni kopii
hostitelské DNA.

U kralik(l (2 - 4 kg) poskytne 1,5x10"® &astic viru (1,5x10"" PFU)
100 % transdukci hepatocytu; 4x10"? gastic viru poskytne 50 - 75 %
transdukci.

Yang N. S., a dal8i, 281 - 296.

Vnaseni genu prostfednictvim c&astic zlata: transfekce kozni
tkané savce mnozstvim 0,1, 0,5, 1,0 a 2,5 ug DNA/mg ¢&astic poskytuje

lineadrni umérnost s Urovni transgenni exprese.

Nabel, a dalsi, 297 - 305.
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Vnaseni genu prostfednictvim lipozoma u lidi:

Protokol 1: 15 nmol lipozomi DC-Chol/Dope kombinovanych
s 1ug DNA v 0,7 ml. 0,2 ml vySe uvedené smési se nastiikne do

melanomové uzliny pacienta. Pro vnaseni katétrem se do tepny

"nastfikne 0,6 ml roztoku.

| Protokol 2: 15 nmol lipozomi DMRIE/Dope kombinovanych
s 5 ug DNA v 1,0 ml.

Pro pfimé intratumorové injekce se pouzivaji rozmezi

koncentraci DNA od 3 pg v komplexu s 4,5 nM DMRIE/Dope do 300 pg'

v komplexu s 450 nM DMRIE/Dope.

(3) Roessler, a dal$i, 369 - 374

'Pfenos genu do synovia:

R R T e
E S TR D N R

o
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Pouziva se rozmezi davek 10° - 10'® ¢gastic adenoviru
obsahujicich terapeuticky gen na jeden kloub. Optimalni davka pro
pfipadné konkrétni fady experimentd musi byt urCena empiricky

a zavisi jak na viastnostech pouzité rekombinantni genomické kostry

" “adenoviry, tak i na exprimovaném cizim genu.

V pfipadé nepfimého pfistupu byla vyvinuta fada zpUsobl
véetn& pouziti transfekce zalozené na kationtovém lipidu nebo

kationtovém polymeru a elektroporace.

Jakakoliv z vySe uvadénych technik muze byt zmé&néna, aby
vyhovovala konkrétnim potfebam odbornika v oboru. Tyto modifikace
spadaji do ramce znalosti odbornik( s obvyklou zkuSenosti v oboru
a nevyzaduji nadmérného rozsahu experimenti. Tyto varianty jsou

tedy v ramci vynalezu zfejme.
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Prehled obrazku na vykresech |

Obr. 1 se schematické znazornéni chimérnich gend podle
pfedkladaného vynalezu. Gen indukujici apoptézu (AIG) mlze byt
jakykoliv z uvedenych genl, pficemz na tyto geny neni omezen, viz

5 kaspazy 1 az 10, granzym B, ligand Fas a dalsi.

Obr. .2 je schematické znazornéni vysledkl genové terapie

s s pouzitim chimérnich genl TNFp-AIG podle pfedkladaného vynalezu.

Obr. 3 je souhrnné znazornéni delecnich konstruktd pouzitych
pro identifikaci inducibilnich prvk({ cis promotoru TNFa s vyuzitim

10 exprese luciferazového genu (Luc) jako reporterového systému.

Obr. 4 (a a b) ukazuje souhrn vysledk( dosazenych s pouzitim
konstruktl popsanych v obr. 3. Tranzientni exprese konstrukti byla

zjistovana u dvou riznych buné&&nych linii produkujicich TNFa, viz

Jurkat—(obr—4a)—a—THP=1—(obr-4b):Histogramy v obou obrazcich
15 ukazuji index stimulace jako méfitko inducibility aktivaénich prostredkd
jako je PMA (obr. 4a) nebo LPS (obr. 4b) pro jednotlivé experimenty.
Cara proloZzena u kazdého obrazku ukazuje stfedni miru inducibility

jako priumér ze étyf az Sesti experimentll.

Obr. 5 ke schéma pfipravy TNFp-AIG s pouzitim vybranych
20 nativnich prvkG promotoru TNFa a genld AIG s odstranénou

prodoménou (pouzitymi AlG jsou kaspaza a kaspaza 4/5).

- »~ - -Obr. 6 (a, b a c¢) ukazuje souhrn vysledk(l z reprezentativnich
experimentl provadénych pro zji§téni exprese chimérnich genu TNFp-
AlG. Apoptdéza u tranzientné transfekovanych bunék Jurkat (obr. 6a

25 a6b) a THP-1 (obr. 6¢) byla testovana testem Cell Death Elisa (test

v ! CDE). Ve v8ech tfech obrazcich znazornuji vzestupné Srafované

| | histogramy Ffizeni transfekce, pfi¢emZ na bufiky pUsobilo transfekéni

Cinidlo v nepfitomnosti DNA. Histogramy 3&rafované sestupné

znazoriuji prvky TNFp fizenou expresi luciferazového genu a prazdné

30 histogramy znazorfiuji expresi fizenou stejnymi prvky TNFp bud AlIG.1
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nebo AIG.2. Cisla v zavorkadch nad prazdnymi histogramy udavaiji
faktor obohaceni (pomér apoptézy indukované TNFp-AIG k apoptéze
indukované kontrolnim vektorem TNFpLuc.

Obr. 7 (a a b) je diagram znazorfiujici chimérni gen TNFp-AIG
podle pfedkladaného vynalezu obsahujici mnoho&etné kopie
inducibilnich prvkl cis prombtoru TNFa, ktery zase fidi expresi AIG
(obr. 7a). Na obr. 7b je ukazan diagram chimérniho genu TNFp-AIG
obsahujici mnohoc¢etné kopie inducibilnich prvk( cis promotoru TNFa,
ridici expresi AIG, pficemz ve sméru exprese je 3’-nepfekladana
oblast genu TNFa (TNF3' UTR). 3'UTR genu TNFa se pfedpoklada pfi

regulaci inducibilni exprese TNFa (Han, J., a dalsi, J. Immunology,

1991, 146, 1843 - 1843, Crawford, E. K., a dalsi, J. Biol. Chem., 1997,

272, 21120 - 21137, a obr. 9).

Obr. 8 (a a 'b) jsou schémata pfipravy chimérnich konstruktl
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superpromotor TNFa-AIG.

Obr. 9 znazoriuje souhrn vysledkd dvou experimentld s cilem

ukazat regulaéni uaginek TNF3'UTR na inducibilni expresi

_luciferazového _reporterového genu. Tranzientni transfekce byla

provadéna ve fibroblastové bun&&né linii. Teékované histogramy
znazornuji inducibilitu TNFpLuc v nepfitomnosti TNF3’'UTR a prazdné
histogramy znézorﬁuji inducibilitu TNFpLuc v pfitomnosti TNF3'UTR.
Podobnych vysledk(l se dosahuje u bunék Jurkat.

Obr. 10 je diagram Vzrilézorﬁujici selekci variant somatickych
bunék neprodukujicich TNFo uvniti populace buné&k produkujicich

TNFa a identifikaci dominantnich negativnich supresivnich genl

odpovédnych za inhibici tvorby TNFa.
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Priklady provedeni vynalezu

Pro lepsSi porozuméni predkladanému vynalezu se uvadéji
nasledujici pfiklady. Tyto priklady jsou pro ucel ilustrace nékterych
vyhodnych provedeni piredkladaného vynalezu a nemaji byt

' 5 povazovany za jakymkoli zplisobem omezujici rozsah vynalezu.

= Priklad 1

Priprava konstruktli TNFp-AIG

Pro konstrukci chimérniho genu AIG, jehoi exprese je fizena
¢ 10 zesilujicimi prvky cis promotoru TNF, bud ve formé& jedné kopie nebo
vice kopii stejné oblasti nebo ruznych oblasti, byla provedena
identifikace zajimavych oblasti odpovédnych za optimaini inducibilni

expresi reporterového genu.

15 Selekce prvkd promotoru TNF-a pro konstrukci chimérniho genu

Oblasti promotoru TNF-a se amplifikuji polymerazovou

: Fetézov“ou -reakci (PCR) s pouzitim primerd obsahujicich ruzné deleéni
‘konstrukty promotoru TNF-a (obr. 3). Oblasti identifikované jinymi
vyzkumniky v rdznych jinych bunéénych systémevch se pouzivaji jako

20 réference (Rhoades, a dalsi, J. Biol. Chem., 1992, 267, 22102 -
22107; Leitman, a dalsi, Mol. Cell Biol., 1992, 12, 1352 - 1356; Pauli

U., Crit. Reviews Eukaryotic Gene Expression, 1994, 4, 323 -A344).

0@ Geny amplifikované PCR se potom klonuji proti sméru exprese

¥ reporterového genu jako je luciferaza do komeréné dostupného
25 vektoru bez promotoru. Tyto konstrukty se testuji na schopnost
konstitutivni a inducibilni exprese v rﬁznych bunéén)’Ich liniich jako je
Jurkat  (T-lymfoblastoid), U973 (myelomonocytova), THP-1
(monocytova), bi’fibroblasfech a lidskych synoviocytech kultivovanych

in vitro. ldentifikace oblasti odpovédnych za inducibilni expresi

3 reporterového genu je primarné zalozena na vysledcich ziskanych
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pomoci dvou buné&énych linii produkujicich TNFa jako Jurkat (po
stimulaci PMA) a THP-1 (po stimulaci LPS), obr. 4a a b. Tyto buriky se
tranzientné transfekuji pouzitim znamych zplsobl a komeréné
dostupnych &inidel, jako je napfiklad DEAE dextran a Superfect. Prvky
cis promotoru 'TNF-a, které jsou odpovédné za inducibilni expresi
reporterového genu, se potom pouZivaji pro konstrukci chimérnich
genll TNFp-AIG.

Konstrukce chimérnich gent TNFp-AIG

Z popisovanych genl indukujicich apoptdézu jsou vyhodné
nasledujici geny:
i) cysteinova proteaza - CPP32 (znama také jako Yama, apopain

nebo kaspaza 3) a

I
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ii) cysteinova proteaza Tx/Ty (kaspaza 4/kaspaza 5)

Geny AIG se pouzivaji jako zkracené geny s odstranénou
prodoménou s cilem potencialné potladit autokatalyzu kaspaz. To je
nezbytné pro konverzi inaktivni kaspazy na aktivni formu.

CPP32 s odstran&nou prodoménou se amplifikuje pouzitim
primer( odpovidajicich kodonlim 29 - 36 a 271 - 278 (278 je stop
kodon). Zkracena forma CPP32 se zde oznaduje jako ,aCPP32“ nebo

AIG. 1Y

Pro amplifikaci PCR Ty s odstranénou prodoménou se
syntetizuji primery odpovidajici sekvencim v genu Ty. V8echny dosud
objevené kaspazy jsou homologické s jinymi &leny rodiny kaspaz.
Primer 3’ odpovidajici kodonim 359 - 365 (kodon 365 je stop kodon)
ma 100 % sekven&ni homologii s kodony 372 - 378 (kodon 378 je stop
kodon) v genu Tx. 5 primer odpovidajici kodonim 81 - 87 genu Ty

- v8ak nema 100 % homologii s odpovidajici oblasti genu Tx (kodony 94
- 100 genu Tx). Zbytek 87 (alanin) v-.genu Ty se li§i od zbytku 100
(glycin) genu Tx. Produkt amplifikovany PCR vytvofeny z cDNA
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pfipravené z aktivovanych lidskych lymfocyta periferni krve obsahuje
sekvenci Tx v dusledku zjevné vys$siho relativniho zastoupeni
transkriptl Tx. Proto zkracena forma genu AIG vytvofena s pouzitim

syntetickych oligonukleotidovych primeri odpovidajicich sekvencim

- vgenu. Ty samoziejmé zachovava sekvence v Tx, i kdyz jsou

obklopeny sekvencemi Ty primerd. Sekvence Ty pouzitych primer( se
také sho'duji se sekvenci Tx kromé jednoho kodonu. Gen pouzZivany
v predkladaném vynalezu se tedy shoduje se zkracenym genem Tx se
zménénym G na A v poloze 100. Tento gen se zde oznacduje jako
ATy/X* nebo ,AlG.2“.

AlG.1 a AlG.2 se vkladaji po sméru exprese promotoru TNFa
nahradou luciferazového reporterového genu v dele¢nich konstruktech
( -120, -706 a -1005) promotoru TNFa (obr. 5). Tyto konstrukty se

testuji na indukci apoptézy po stimulaci tranzientn& infikovanych
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bunék Jurkat a THP-1 (obr. 6a, b a ¢).

Konstrukce chimérnich gent superpromotor TNFa-AlG

- —-Pomoci- PCR se- amplifikuji ~dvé  Siroké vyhodné - oblasti
ER1(-1005 az -905) (SEQ ID No. 10) a ER2(-706 az -517) (SEQ ID
No. 11) promotoru TNFa obsahujici prvky odpovédné za inducibilni
expresi vyse popsaného reportekového genu (obr. 4a a 4b), které se
liguji proti sméru exprese za minimalni nativni promotor (-120 az TSS,
SEQ ID No. 3), bud jako jedina kopie nebo jako vice kopii. Jesté dvé
dal8i oblasti (-234 az -120) a (-234 az -65) promotoru TNFa jsou také
identifikovany jako potencialni zesilujici oblast 3 (ER3) a zesilujici
oblast 4 (ER4), které mohou byt pouzity v chimérnich konstruktech
s pouzitim dale popisovanych strategii. Superpromotor obsahuje vétsi
mnozstvi (2 az 10) kazet vySe uvedenych oblasti obsahujicich prvky
inducibilniho promotoru (obr. 7). To se dosahuje amplifikaci PCR
potfebnych oblasti s pouzitim primera syntetizovanych s restrikénimi

misty vloZzenymi na 5'-konec kazdého primeru. Tato jedinedna
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restrikéni mista obklopuji amplifikovany genovy produkt, kterého je
zapotfebi. S vyhodou se gen AIG amplifikovany PCR klonuje po sméru
exprese vzhledem k TNF (superpromotor, nahrazuje luciferazovy
reporterovy gen v puvodnim popisovaném konstruktu) (obr. 5) pro

nativni promotor TNFa.

Schémata konstrukce superpromotoru TNFa a linkerovych
sekvenci predstavujicich jedine¢na restrikéni mista (tato restrikéni
mista nejsou ve vybranych usecich promotoru TNF-o a v pfisluSném
AlG pfitomna) pro G¢innou smérovou inzerci se uvadéji nize a jsou

zZnazornéna v obr. 8:

Schéma 1:

Krok 1: VloZeni minimalniho promotoru TNFa (-120 az TSS) do

w
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zakladniho (bez promotoru) luciferazového vektoru pGL3 (Promega):

Prvky zakladniho vektoru pGL3, které se pouzivaji pro

konstrukci chimérniho genu TNFp-AIG, jsou uvedeny dale.

——Kpnl.Sacl.Miul.Nhel.Smal.Xhol.Bglll.Hind!l!.[luciferaza]. Xbal——

Minimalni promotor se amplifikuje PCR pouzitim primerd
obsahujicich §tépici misté Xhol a Bglil.Hindlll tak, e misto Xhol je na
5" konci a mista Bglll.Hindlll jsou na 3’ konci amplifikovaného
produktu'. 7Tento fragment se vlozi do polylinkeru zakladniho vektoru
pGL3 pouzitim stejnych restrikénich mist. Tento konstrukt se oznaduje

jako ,konstrukt A1“ a ma nasledujici strukturu:

—HKpnl.Sacl.Mlul.NhelSmalXhol.(-120 az TSSBglll).Hindlll.[luciferaza]
Xbal—
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Krok 2: Zesilujici fragment (ER1 nebo ER2) se amplifikuje PCR
pouzitim primeru obsahujiciho nékolik restrikénich mist. Ziskany
fragment bude obsahovat restrikéni mista Kpnl.Aatll.BssHIl na 5’
konci a mista Nsil.Spel.Mlul na 3’ konci v nasledujicim uspofadani:

5’Kpnl.Aatll.BssHII.(ER1 nebo ER2).Nsil.Spel.Mlul 3".

Fragment se vloZzi do ,konstruktu A1“ vytvofeného v kroku 1
pomoci restrik&nich mist Kpnl a Mlul. Tento konstrukt se oznaduje jako

.Konstrukt B1“ a ma nasledujici strukturu:

—Kpnl.Aatll.BssHII.(ER1 nebo ER2).Nsil.Spel.Mlul.Nhel.Smal.Xhol
(-120 az TSS Bglll).Hindlll.[luciferaza]. Xbal—

Krok 3: Zesilujici fragment TNFa~ (ER1 nebo ER2) se

A
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amplifikuje pouzitim primer( obsahujicich restrikéni mista AatII. a
BssHII pro vytvofeni nasledujiciho produktu PCR:

5'Aatil.(ER1 nebo ER2).BssHIl 3'.
. ... Tento fragment se klonuje do a,‘,kon'struktu B1“ pomoci stejnych

restrikCnich mist. Tento konstrukt se oznaduje jako ,konstrukt C1¢

a ma nasledujici strukturu:

—Kp,n,!,.;AatII.(ER1 nebo ER2).BssHII.(ER1 nebo ER2).Nsil.Spel.
Mlul.Nhel.Smal.Xhol (-120 az TSS Bgl!l).Hindlll.[luciferaza].Xbal——

Krok 4: Zesilujici fragment TNFa (ER1 nebo ER2) se
amplifikuje pouzitim primer( obsahujicich restrikéni mista Nsil a Spel

pro vytvofeni nasledujiciho produktu PCR:

5'Nsil.(ER1 nebo ER2).Spel 3'.
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Tento fragment se bude klonovat do ,konstruktu C1¢ pomoci
stejnych restrikCnich mist. Tento konstrukt se oznacuje jako ,konstrukt

D1“a ma nasledujici strukturuy:

—Kpnl.Aatll.(ER1 nebo ER2).BssHII.(ER1 nebo ER2.Nsil.Spel.
Mlul.Nhel.Smal.Xhol (-120 az TSS Bglll).Hindlll.[luciferaza). Xbal—

Krok 5: Kédujici oblasti AlG.1 nebo AIG.2 (s vyhodou, ale bez
omezeni na AlG.1 a AlG.2; je mozno pouzit jakéhokoliv uvedeného
AlG) se amplifikuji PCR pouzitim primerd obsahujicich restrik&ni mista
Bglll a Xbal za vytvofeni nasledujiciho fragmentu:

S'Bglll.(AIG.1 nebo AlG.2)._Xba| 3",

Fragment se vlo¥i do ~Konstruktu D1“ pouzitim stejnych

15

20

25

restrik&nich mist. Vysiedny konstrukt se oznacuje jako ,,ko_nstru_kt E1*
a ma nasledujici struktury:

—-Kbpnl.Aatll.(ER1 nebo -ERZ).}Bs;s_IjII.(E-R1 nebo ER2.Nsil.(ER1.nebo

- ER2).Spel.Miul.Nhel.Smal.Xhol(-120 a3 TSS.Bgl[AIG.1 nebo AIG.2].
Xbal——

Alternativné maze byt schéma 2 nasledujici:

Schéma 2

Krok 1: Stejny jako ve schématu 1, vznika nasledujici ,konstrukt
A1

Kpnl.Sacl.Mlul.Nhel.Smal.XhoI.(-120 az TSS BglIl).H‘indllI.[luciferéza]
Xbal
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‘Krok 2: Viozeni dal§iho MCS. N

’ Synfet?z’hji se dva ‘komplementarni- oii-éénukleotidy' (5'-
fosforylované)- pouzitim komeré&nich zdroja za ziskani
—Nhel.Sa;:;ll.Eco_rv.Aﬂ‘ll.ﬁAu_a,tJ!.A»vrlvl.Spel.—RvuII:Xhol:—r»*7* © 7T 7 Tyto:
oligonukleotidy se,teplotné -hybridizuji a‘potom klonuji do mist Nhel a
Xhol ,konstrukty A1« Ziskany konstr‘ukt,se:,oznaéuje jako ,konstrukt
B2“ a ma nasledujici strukturu: ooy

\Kpnl-.Sacl.Mlul.NheI.Sac-ll.EcorV.AfIll.AatII.Avrll.SpeI.Pvull.Xhol.
(-120 az TSS Bglll).Hindlll.[Iucifera'za].Xbal—

Krok 3: Zesilujici fragment TNFo (ER1 nebo ER2) se

amplifikuje pomoci primery o,b,s,ah,uj,icrichfre»srtr—ikén-ifm'ista*S‘p"e"ITPWITﬁ

S’-konci a Xhol na 3’-konci za vytvoreni nasledujiciho produktu PCR:

S'Spel.Pvull.(ER1 nebo ER2).Xhol 3'. Tento fragment se
klonuje do ,konstrukty B2“ pouzitim restrikénich mist Spel a Xhol.
Uvedeny konstrukt se oznacuje jako ,konstrukt C2¢ a ma nasledujici
strukturu:

~Kpnl.Sacl.Mlul.Nhel.Sacll.EcorV.AfllI.Aatll.AvrII.Spel_.P\{ull.(ER1
nebo ER2)Xhol.(-120 a7 TSS Bglll).HindllI.A[luc[fgrézg].Xbal;

3

Krok 4: Zesilujici fragment TNFq (ER1 nebo ER2) se
amplifikuje pouzitim primerd s restrik&nimi misty Avrll.Spel na 5'-konci
a Pvull na 3'-konci za vytvofeni produktu PCR: 5’ Avrll.Spel.(ER1
nebo ER2). Pvull 3'. Tento frégrhent se klonuje do .Konstruktu C2¢
pouzitim restrikénich mist Avril a Pyull. Tento konstrukt se oznaduje

jako ,konstrukt D2* a ma nasledujici struktury:

N L.
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—Kpnl.SacI.Mlul.NheI.Sac-II.EcorV.AfllI.AatII.AvrII.SpeI.(ER1 nebo
ER2)Pvull.(ER1 nebo ER2)Xhol.(-120 az TSS Bglit).Hindlll.

[luciferaza).Xbal——

Tak je mozno pouzitim této strategie pfidat postupné alesporfi
sedm kopii zeSiIujicich <)[blasti (ER1, ER2 nebo ERS3, jednotlivé nebo
v kombinaci) pouiivtim dalSiho restrikéniho mista proti sméru exprese
vzhledem k predchazejicimu restrikénimu mistu pfi amplifikaci PCR
zesilujicich oblasti podle vybéru.

Jakmile se pfida pozadovany podet kopii zesilujicich oblasti,

vioZi se AIG po sméru_exprese vzhledem k_superpromotoru,-jak-se
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popisuje v kroku 5 schématu 1.

Inducibilni exprese chimérniho genu TNFp-AIG se testuje
tranzientni transfekci vyée uvedenych buné&énych linii. Exprese genu
TNFp-AIG se méfi detekci apoptézy transfekovanych bunék,
testovanim proteini exprimovanych AIG pomoci westernového
pfenosu pouZitim komeréné dostupnych protilatek a mé&fenim aktivity
proteazy pomoci komeréné& dostupného, dobfe popsaného

specifického syntetického tetrapeptidového substratu.

Inducibilni exprese chimérniho genu TNFp-FasL se testuje
tranzientni transfekci stejnych bunéénych linii. Exprese FasL na
povrchu bunék transfekovanymi bufikami se kvantitativné stanovi
pouzitim vazby protilatky proti FasL pfi detekci nepfimou
imunofluorescenci a méfenim indukce apoptdézy Fas-pozitivnich
bunék.

Regulace exprese reporterového genu fizeného TNFp

3’ nepfekladana oblast genu TNFa ma ddlezitou ulohu pfi
regulaci biosyntézy TNFa. Ugastni se transla&ni exprese genu TNFa
v normalnich, neaktivovanych stavech. Je dulezité, ze tyto prvky

dovoluji derepresi, jestlize jsou bufiky produkujici TNFa aktivovény
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vnéjsimi podnéty (Han, J. a dalsi, J. immunology, 1991, 146, 1843 -
1848; Crawford, F. K., a dalsi, J. Biol Chem., 1996, 271, 22383 -
22390).

Pfipravuji S€_genetické konstrukty, _ve - kterych je cela 3
neprekladana g)bl'zast (SEQ ID ‘Nb. 13) vloZzena ve sméru translace
vzhledem k luciferézovém_u genu'F.izein/érhu de_'lec':n_imi fragmenty, vyse,
-120, -706 a -1005 promotoru TNFq,. Vysledky tranzientni expreée

téchto konstrukt( jsou souhrnnég uvedeny v obr. 9.

Priklad 2

Protokoly test

Metody in vitro

- .—-Stanoveni luciferazy: aktivita” luciferazy se stanovi pomoci

komeréné dostupnych &inidel (Promega).

Genova exprese AlG.1 a AlG.2:

a) westernové pfenosy transfekovanych bunéénych lyzatg se
vyvijeji protilatkou proti CPP32 a protilatkou proti PRAP. Protilatka
proti PRAP detekuje jak hydrolyzované, tak i nehydrolyzované
produkty PRAP pisobenim CPP32.

b) stanoveni enzymu CPP32: tento test detekuje enzymatickou
reakci CPP32 a rozpad kolorimetrického nebo fluorogenniho substraty.
Pro stanoveni se pouziva komergné dostupného kitu (Clonotech,

Pharmingen).

C) apoptdza transfekovanych bunék: apoptéza transfekovanych
bunék plisobenim AlG.1 a AlIG.2 se stanovuje barvenim jader
propidiumjodidem (Krishan, A., J. Cell Biol., 66, 1994, 188 - 193), a
komeréné dostupnym kitem Cell Death Elisa (Boehringer, Mannheim).
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Modely na zvifatech

Kraligi model artritidy indukované IL-1 (Pettipher E. T., a dalsi,
Proc. Natl. Acad. Sci., 1086, 83, 8749 - 8753): IL-1 se nastfikne do
kolennich kloubd novozélandskych bilych kralikd. Intraartikularni
injekce IL-1 zpusobi infiltraci leukocytd zavislou na davce do kloubniho

prostoru a ztratu proteoglykanu z artikularni chrupavky.

Artritida indukovana antigenem: Intraartikularni injekce antigenu

(vaje&ny albumin) do kolennich kloubud indukuje akumulaci leukocytu

u lidi. Otok kloubu po injekci pretrvaval 14 dna. ‘

Model lidskych synoviocytl na scid-mysi (Houri, J. M., a dalsi,

-.a degradaci chrupavky, ktera._ silnd _pfipomina_revmatoidni artritidu

Current Opinions in Rheumatol., 1995,:.7, 201 - 205: Sack, U., a dalsi,

J. Autoimmunity, 1995, 9, _51 - 58: Geiler, T., a dali, Arthritis &
Rheumatism, 1994, 37,.'1664 - 1671): nedavno byly vyvinuty'rhddé'ly
artritidy, u kterych se implantuje cerstva Synoviélni tkah pacientd
s revmatoidni artritidou s normaini lidSkbu chrupavkou.do mySi scid
bud podkozné&, nebo do ledvinového pouzdra (Geiler T. a dalsi,
Arthritis& Rheumatism, 19894, 37, 1664 - 1671) nebo do kolennich
kioubG (Sack, U., a daldi, J. Autoimmunity, 1995, 9, 51 - 358).

'|mp|antéty rostou zpGsobem podobnym artritidé véetn& tvorby tkané

pannus s vysokou hustotou bunék, erozi kosti a chrupavky, vyvinutim
vicejadern'ych obfich bun&k a invazi synovialnich fibroblastd do

chrupavky.

Nepfima metoda: syhoviocyty se transfekuji in vitro
terapeutickym genem a transplantuji zpét kralikim. U téchto kralik( se

in.dukuje artritida »nastfiknutim‘ IL-1 a stanovuje se -exprese

»terapeutického genu po aktivaci. Exprese chimérniho genu indukovana

aktivaci indukuje u transplgntovanych bunék apoptdzu.-
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Pfima metoda: intraartikularni injekce chimérniéh gend. Je

MOZno pouzit jakéhokoli vy$e popsaného zplsobu viozeni genll véetng
Cisté plazmidové DNA a vlozeni pomoci kationtovych lipozomd. Pro
'pouiiti dodavani geng pomoci viralnich Vvektord se chimérni geny

5 klonuji do vhodnych vektor(. Tyto vektory se potom modifikuji deleci
eukaryontniho promotoru pfitomného v uvedenych vektorech. Pbtom je

- MoZno provést infra‘artikulérni injekci terapeutickych genu vlozenych
vdo vhodnych vektor( pro zjisténi terabeutickych i preventivnich Gg&ink(.

10 Pfiklad 3

Selekce variant somatickych b_unék néprodukuiic’:ich TNF-q -

' - - Buriky (THP-1, Jurkat) se stabiing transfekuji in vitro chimérnim
genem’ TNFp-AIG. Po nékolika cykleéh stimulars,_k.te.réwinvd»u:kujfifﬁwv

apoptézu u bunék exprimujicich gen TNFp-A_‘lG, se oddéli buriky, které .
15 prezily. Z téchto b_unék se vytvofi knihovna cDNA, ktera se pouéije’"pro
funkéni klonovani (Legerski, R. a Peterson, C., Nature, 1992, 359, 70 -
73; Jaéttela, M., a dalsi, Oncogere, 1995, }10', 2297 -2305). .,

Priklad 4

20 !dentifikace a charakterizace dominantnich negativnich (DN) gend

. Bunky. THP-1 a Juikat Stabilné. transfekované TNFp-AIG se
opakovanymi.cykly stimuluji pro aktivaci exprese TNFp-AIG. Ty burky,
které neexprimuji. negativni regulacni geny, podléhaji apoptéze,
zatimco buriky exprimujici  dominantni negativni geny preZivaiji.

25 Utéchto bunék, ktere pfeZivaji, plsobi produkty genu DN in-trans
S promotorem TNFa, 8im3 se inhibuji jeho aktivace pro pfepis AIG, coz
nakonec vede k fenotyp_u vhodnému pro preziti. Z téchto bunék se
zkonstruv.uj'e knihovna-cDNA pouzitim polyadenylované mRNA. Geny
DN, které zachrafiuji buiky THP-1 nebo Jurkat trahsfekované TNFp-

30  AlIG od apoptézy, se identifi‘kuji funkénim k‘lo‘n'ov‘énim, jak se popisuje
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pro dalsi geny (Legerski, R. a Peterson, C., Nature, 1992, 359, 70 -
73; Jaattela, M., dal$i, Oncogene, 1995, 10, 2297 - 2305).

Vyse uvedeny popis je uveden pro pouéeni osob s obvyklou
znalosti v oboru, jak Ize provadét pfedkladany vynalez, a nema
podrobné uvadét vsechny modifikace a variace pfedkladaného
vynalezu, které budouy odbornikiim v obory po pFe‘c“:ten'i tohoto popisu \
zfejmé. Predpoklada se vSak, Ze vSechny tato ziejmé modifikace
a variace budou spadat do ré‘mce pfedkladaného vynalezu, ktery je
definovan nasledujicimi naroky. Naroky maji pokryvat narokované
slozky a kroky v jakéfhkoli pofadi, které je L’Jéinné pro Splnéni
zamyélenych cila, :pokud ze _sbuvislosti speéificky nevyplyva opgk.‘

Uvéadéné citace jsou zafazeny ve svém celky odkazem.
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VYPIS SEKVENCI

(1) OBECNE INFORMACE:

(i) ZADATEL: Revati J. Tatake, Steven D. Marlln a Randall
W. Barton
(i) NAZEV VYNALEZU: Samovolné fizena apoptoza zanétlivych
bunék dosazena genovou terapii
(iiiy POGET SEKVENCI: 13 |
(iv) ADRESA PRO KORESPONDENCL:
(A) JMENO: Boehringer Ingelheim Corporation
(B) ULICE: 900 Ridgebury Road, P.0O.Box 368
(C) MESTO: Ridgefield
(D) STAT: Connecticut
(E) ZEME: USA

15,

20
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30

(FYPSCT06877-0368
(v) POCITACOVA FORMA:
(A) TYP MEDIA: disketa 3,5”, 1,44 Mb
(B) POCITAC: IBM PC kompatibilni
“ (C) OPERACNI SYSTEM: MS-DOS
(D) SOFTWARE: Textovy procesor
(vi) UDAJE O PREDKLADANE PRIHLASCE
(A) CISLO PRIHLASKY:
(B) DATUM PODANI:
(C) ZARAZENI DO TRIDENI:
(vn) UDAJE O PREDCHOZICH PRIHLASKACH:
(A) CISLO PRIHLASKY: 60/038,266
(B) DATUM PODANI: 28. Gnora 1997

. (viii) INFORMACE O ZASTUPCI:

(A) Jméno: Robert P. Raymond

(B) REGISTRACNI CISLO: 25089

(C) REFERENGNI GiSLO: 9/121PCT
(ix) TELEKOMUNIKACNI INFORMACE:




(2) INFORMACE PRO SEQ ID NO:1:
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(A) TELEFON: 203-798-4865
(B) TELEFAX: 203-791-6183

5 ) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1178
(B)TYP:nuHeovékyseHna

(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE! linearni

10

(ix)

(X)

(i) TYP MOLEKULY:

(A) POPIS: DNA

VLASTNOST:
(A) NAZEV/KLIC: Referentni promotor lidskéh

INFORMACE(DZVEREJNENE

o TNFa

15

(A) AUTORT: Takashiba, S, & dalsi '
(C) CASOPIS: Gene
(D) DIL: 131

- (E) STRANY: 307 - 308

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:1:

GGGGAAGCAA
GGGGCGGGGG
'TGAGGAATGG
GTAGGAGAAT
 AACGARGACA
GACCTCCAGG
CTGGGGCCCT
GTTCCTTGGA
ATGARAAGAAG
TCACTCCCCG
TCCTGAGGCC
CCCAAACACA
TTCTCTCCCT
TATCTTTTTC
CCTGGTCCCC
GGGGTTCAGC
ACCCCCCTCG
TGATGCTTGT
AGAAACCGAG
CTTATGGGTT
CCCCGCCCTC
CCAGCCAGCA
GGAGAGAAGC
TCCCCTGACA

AGGAGAARGCT
TCAGGGAGCT

GTTACAGGAG

GTCCAGGGCT
GGGCCATGTA

TATGGAATAC

GAGAAGTGAG
AGCCAAGACT
AAGGCCTGCC
GGCTGTCCCA

“TCAAGCTGCC

GGCCTCAGGA
CAAGGACTCA
CTGCATCCTG
AAARGARATG

"CTCCAGGGTC

GAATCGGAGC
GTGTCCCCAA
ApA”DQG;-G
TCTCCACCAA
CTCTCGCCCC
GACGCTCCCT
AACTGCAGAC
AGCTGCCAGG

GAGAAGATGA
CCTGGGAGAT
ACCTCTGGGG
ATGGAAGTCG

GAGGGCCCCA

AGGGGACGTT
AGCTTCATGA
GAAACCAGCA
CCAGTGGTCT
GGCTTGTCCC

‘ACCAAGCCCC

CTCAACACAG
GCTTTCTGAA
TCTGGAAGTT
GAGGCAATACGC
CTACACACAA
AGGGAGGATG
CTTTCCAAAT
CRGGGCCCAC
GGAAGTTTTC
AGGGACATAT
CAGCAAGGAC
CCCCCCTGARA
CAGGTTCT

AGGAAAAGTC
ATGGCCACAT
AGATGTGACC
AGTATCGGGG
GGGAGTGAAA
TAAGAAGATA
AAARAANTCAG
TTATGAGTCT
GTGAATTCCC
TGCTACCCCC
CAGCTCCTTIC
CTTTTCCCTC
GCCCCTCCCA
AGAAGGAAAC
GTTTTGAGGG
ATCAGTCAGT
GGGAGTGTGA
NCCCGCCCCC
TACCGCTTCC
CGCTGGTTGA
AAAGGCAGTT
AGCAGAGGAC
AACAACCCTC

AGGGTCTGGA

GTAGCGGCTC,

ACAGCAATGG
ACCCCCCCTT
GAGCCTCCAG
TGGCCACACA
GGACCCCAGA
CCGGGTCAGA
GGGGGTGATT
ACCCAGCCTT

TCCCCGCAGA -

CAACCCCGTT
GTTCTAGTTC
AGACCACAGA
GCATGGGGAC
GGCCCAGAAG
GGGGTATCCT
GCGATGGAGA
TCCAGATGAG
ATGATTCTTT
GTTGGCACAC
CAGCTAAGAG
AGACGCCACA

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
€00
650
700
750
800
850
9G0
250

1000
1050

1100 .

1150
1178
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(3) INFORMACE PRO SEQ ID NO:2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1096
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: |
(A) POPIS: DNA

10

(ix)

)

VLASTNOST:

o e

sees
L X2 24
cee o

(A) NAZEV/KLIC: Gen lidského promotoru TNFa

INFORMACE O ZVEREJNENI:
(A) AUTORI: Takashiba, S., a dali -

15

(C) CASOPIS: Gene
(D) DiL: 131

-(E) STRANY: 307 - 308

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID:NO:2:

GAGGCCGCCA
AGGAAAAGTC

ATGGCCACAT'
AGATGTGACC

A GTAT GGGGA
CGAGTGAARG
AAGAARGATAT
AAARATCAGG
TATGAGTCTC
TGTGAATTCC
CCTGCTACCC

CCCCAGCTCC
CACAGCTTTT
CTGAAGCCCC
AAGTTAGAAG
AATAGGTTTT
CACAAATCAG
GGATGGGGAG
CAAATCCCCG
CCCACTACCG
TTTTCCGCTG

CATATAAAGG

GACTGCTGCA
AGGGTCTGGA
GTAGCGGCTC
ACAGCAATGG

CCCCCCCTTA

AGCCTCCAGG
GGCCACACAC
GACCCCAGAG
CGGGTCAGAA

GGGGGTGAT -

CCACCCAGCC
TTCTCCCCGC
CCCTCCAACC
TCCCAGTTCT
GAAACAGACC
GAGGGGCATG
TCAGTGGCCC
TGTGAGGGGT
CCCCCGCGAT
CTTCCTCCAG
GTTGAATGAT
CAGTTGTTGG

GGGGAAGCAA
GGGGCGGGGG
TGAGGAATGG
GTAGGAGAAT
ACGAAGACAG
ACCTCCAGGT
TGGGGCCCTG
TTCCTTGGAA
TGAAAGAAGA
TTCACTCCCC
TTTCCTGAGG
AGGGACCCAA
CCGTTTTCTC
AGTTCTATCT
ACAGACCTGG
GGGACGGGGT
AGAAGACCCC

-ATCCTTGATG

GGAGAAGAAA
ATGAGCTCAT
TCTTTCCCCG
CACACCCAGC

AGGAGAAGCT
TCAGGGAGCT
GTTACAGGAG
GTCCAGGGCT
GGCCATGTAG
ATGGAATACA
AGAAGTGAGA
GCCAAGACTG
AGGCCTGCCC
GGGGCTGTCC
CCTCAAGCCT
ACACAGGCCT
TCCCTCAAGG
TTTTCCTGCA
TCCCCAAAAG
TCAGCCTCCA
CCTCGGAATC
CTTGTGTGTC
CCGAGACAGA
GGGTTTCTCC
CCCTCCTCTC
CAGCAGACGC

eo o
L]

GAGAAGATGA
CCTGGGAGAT
ACCTCTGGGG
ATGGAAGTCG
AGGGCCCCAG
GGGGACGTTT
GCTTCATGAA
ARACCAGCAT
CAGTGGGGTC
CAGGCTTGTC
GCCACCAAGC
CAGGACTCAM
ACTCAGCTTT
TCCTGTCTGS
AAATGGAGGC
GGGTCCTACA
GGAGCAGGGA
CCCAACTTTC
AGGTGCAGGC
ACCNAAGGARAG
GCCCCAGGGH
TCCCTC

50
100

150 .

200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
760
750
800
850
900
950

11000

1050
1096
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(4) INFORMACE PRO SEQ ID NO:3:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 139 |
5 : ' (B) TYP: nukleova kyselina
| (C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY:
(A) POPIS: DNA
10 (ix) VLASTNOST:
(A) NAZEV/KLIC Nativni mmlmalnl promotor TNFoc

(xi) POPIS SEKVENCE. SEQ ID NO:3:

CLGATGAGCT CATGGGTTTC TCCACCAAGG AAGTTITTCCGC

TEGCACACC CGCCPCCA@P CGCTCCCTC

(5) INFO‘RMACE PRO SEQ ID NO:4:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
 (A) DELKA: 904 -
(B) TYP: nukleové kyselina
20 "~ (C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP.MOLEKULY:
(A) POPIS: DNA
(ix) VLASTNOST:
25 (A) NAZEV/KLIC: Chimérni gen TNFp120 AIG.1
(D) DALSI INFORMACE: vaytky 1 az 139 obsahuji
sek'vénci promotoru; zbytky 140
.az 151 ob‘sahujiAsekvenci linkeru a zbylé

zbytky obsahuji sekvenci AlIG.1

30 (xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:4:

CCGCTTCCTC 50
o GGTTGAAT GATTCTTTCC CCGCCCTCCT CTCGCCCCAG GGACRTRTAR 107
AGGCAGTTET A 139



CAGATGAGCT
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CCGCTTCCTC CATGGGTTTC TCCACCAAGG AAGTTTTCCG 50
CTGGTTGAAT GATTCTTTCC CCGCCCTCCT CTCGCCCCAG GGACATATAN 100
AGGCAGTTGT TGGCACACCC AGCCAGCAGA CGCTCCCTCA GCAGATCCAC 150"
CATGTCTGGA ATATCCCTGG ACAACAGTTA TAAAATGGAT TATCCTGAGA 200
TGGGTTTATG TATAATAATT AATAATAAGA ATTTTCATAS AAGCACTGGA 250
ATGACATCTC GGTCTGGTAC AGATGTCGAT«GCAGCAAACC,TCAGGGAAAC 300
ATTCAGAARAC TTGAAATATG AAGTCAGGAA TAAARAATGAT CTTACACGTG 350 i
AAGAAATTGT GGAATTGATG CGTGATGTTT CTAAAGAAGH TCACAGCAAA 400
AGGAGCAGTT TTGTTTGTIGT GCTTCTGAGC CATGGTGAAG AAGGAATAAT 450
TTTTGGAACA AATGGACCTG TTGACCTGAA AAAAATAACA AACTTTTTCA 500
GAGGGGATCG TTGTAGRAGT CTAACTGGAA AACCCAAACT TTTCATTATT 550 °
CAGGCCTGCC GTGGTACAGA ACTGGACTGT GGCATTGAGA CAGACAGTGG 600
TGTTCATGAT GACATGGCGT GTCATAAAAT ACCAGTGGAG GCCGACTTCT 65C
TGTATGCATA CTCCACAGCA CCTGGTTATT ATTCTTGGCG AAATTCAAAG 700
GATGGCTCCT GGTTCATCCA GTCGCTTTGT GCCATGCTGA AACAGTATGC 750
CCACAAGCTT GAATTTATGC ACATTCTTAC CCGGGCTAAC CGAARAGGTGG 80C
CAACAGAATT - TGAGTCCTTT TCCTTTGACG CTACTTTTCA TGCAARAGAAA 850
CAGATTCCAT GTATIGTTTC CATGCTCACA AAAGAACTCT ATTTTTATCA 300
CTAA ' ’ . - 904

(6 INFORMACE PRO-SEQIDNO:5:

* (i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
 (A) DELKA: 1490
(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: lineami
' (ii) TYP MOLEKULY:
(A) POPIS: DNA

15

20

(ix)

VLASTNOST:

© (A) NAZEV/KLIC: Chimérni gen TNFp706 AIG.1
¢ (D) DALSI INFORMACE: Zbytky 1 az 724 obsahuji
sekvenci promotoru;. zbytky 725 az 736
obsahuji sekvenci linkeru a ostatni zbytky

25 obsahuji sekvenci AlG.1

. (xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:5:-




TCCTTGGAAG
GAAAGARAGAA
TCACTCCCCG
TTCCTGAGGC
GGACCCARAC
GTTTTCTCTC
TTCTATCTTT
AGACCTGGTC
GACGGGGTTC
AAGACCCCCC
CCTTGATGCT
AGAAGAAACC
GAGCTCATGG
TTTCCCCGCC
CACCCAGCCA
CCTGGACAAC
TAATTAATAA
GGTACAGATG
ATATGAAGTC

- TGATGCGTGA

TGTGTGCTTC
ACCTGTTCAC
GALGTCTAAC

CCAAGACTGA
GGCCTGCCCC
GGGCTGTCCC
TCAAGCCTGC
ACAGGCCTCA
CCTCAAGGAC
TTCCTGCATC
CCCAAAAGAA
AGCCTCCAGG
TCGGAATCGG
TGTGTGTCCC
GAGACAGAAG
GTTTCTCCAC
CTCCTCTCGC
GCAGACGCTC
AGTTATAAAA
TAAGAATTTT
TCGATGCAGC
AGGAATAAAA

TGTTTCTAAA

TGAGCCATGG

CTGAAAAAAA

TGGAAAACCC

AACCAGCATT
AGTGGGGTCT
AGGCTTGTCC
CACCAAGCCC
GGACTCAACA
TCAGCTTTCT
CTGTCTGGAA
ATGGAGGCAA
GTCCTACACA
AGCAGGGAGG
CAACTTTCCA
GTGCAGGGCC
CAAGGAAGTT
CCCAGGGACA
CCTCAGCAGA
TGGATTATCC
CATAAAAGCA
ARACCTCAGG

ATGATCTTAC.

GAAGATCACA

.TGAAGAAGGA

TAACAAACTT
AAACTTTTCA

" ACAGAACTGCG

GGCGTGTCAT

CAGCACCTGG T
ATCCAGTCGC

TATGCACAT
TCCTTTTCCT
TGTTTCCATG

ACTGTGGCAT
AARATACCAG
TATTATTCT
TTTGTGCCAT
TCTTACTCGG
TTGACGCTAC
CTCACAARAAG

TGAGACAGAC AGTGGTGTTG ATGATGACAT
CTTCTTGTAT .
CAAAGGATGG

TGGAGGCCGA
TGGCGAAATT
TGCTGAAACA
GCTAACCGAA
TTTTCATGCA
AACTCTATTT

- 36 -

ATGAGTCTCC
GTGAATTCCC
CTGCTACCCC
CCAGCTCCTT
CAGCTTTTCC
GAAGCCCCTC
GTTAGAAGGA
TAGGTTTTGA
CARATCACGCTC
ATGGGGAGTG
AATCCCCGCC
CACTACCGCT
TTCCGCTGGT
TATAAAGGCA
TCCACCATGT
TGAGATGGGT
CTGGAATGAC
GAARACATTCA
ACGTGAAGAA
GCAAAAGGAG
ATAARTTTTTG
TTTCAGAGGG
TTATTCAGGC

GTATGCCGAC
AGGTGGCAAC
AAGAAACAGA

TTATCACTAA

(7) INFORMACE PRO SEQ ID NO:6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1789
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY:
(A) POPIS: DNA

20

25

(ix)

VLASTNOST:

seee
eees
eoe o
*e o
*

GGGTCAGAAT
GGGGGTGATT
CACCCAGCCT
CTCCCCGCAG
CTCCAACCCC
CCAGTTCTAG
AACAGACCAC
GGGGCATGGG
AGTGGCCCAG
TGAGGGGTAT
CCCGCGATGG
TCCTCCAGAT
TGAATGATTC
GTTGTTGGCA
CTGGAATATC
TTATGTATAA
ATCTCGGTCT

.GAAACTTGAA
‘ATTGTGGAAT -

CAGTTTTGTT

GAACAAATGG
GATCGTTGTA
CTGCCGTGGT

.
(R R XX L}

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550

600

650

700 .

750
800
850
900
S50

1000

GCATACTCCA
CTCCTGGTTC
AAGCTTGAAT
AGAATTTGAG
TTCCATGTAT

(A) NAZEV/KLTC' Chimérni gen TNFp1005 AlG.1
(D) DALSI INFORMACE: Zbytky 1 az 1023 obsahuji
sekvenci promotoru; zbytky 1024 az 1036

1050
1100

"1150

1250
1300
1350
1400
1450
1490
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obsahuji. sekvenci linkeru

obsahuji 'sekvenci',:AlG.1

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:6:

GGCGGGGGTC AGGGAGCTCC
AGGRAATGGGT TACAGGAGAC
AGGAGAATGT CCAGGGCTAT
GAAGACAGGG CCATGTAGAG
CTCCAGGTAT GGAATACAGG
GGGCCCTGAG AAGTGAGAGC
CCTTGGAAGC CAAGACTGAA
AAAGAAGAAG GCCTGCCCCA
CACTCCCCGG GGCTGTCCCA
TCCTGAGGCC TCAAGCCTGC
GGACCCAAAC ACAGGCCTCA
GTTTTCTCTC CCTCAAGGAC
TTCTATCTTT
AGACCTGGTC CCCAAAAGAA
GACGGGGTTC AGCCTCCAGG
AAGACCCCCC TCGGAATCGG

e e

L X R X2

o eee

e o

*e o
-

a ostatni zbytky

.
000048

CCTTGATGCT TGTGIGTCCLC

AGAAGAAACC GAGACAGAAG

GAGCTCATGG GTTTCTCCACL

© TTTCCCCGCC CTCCTCTCGC

CACCCAGCCA GCAGACGCTC
CCTGGACAAC AGTTATAAARA
TAATTAATAA TAAGAATTTT
GGTACAGATG TCGATGCAGC
ATATGAAGTC AGGAATARAA
TGRTGCGTGA TGTTTCTAAA
TCTGTGCTTC TGAGCCATGG
ACCTGTTGAC CTGAAAAARA
GARGTCTAAC TGGAARACCC
\CAGAACTGG ACTGTGGCAT
GGCGTGTCAT ARAATACCAG
CAGCACCTGG TTATTATICT
ATCCAGTCGC TTTGTGCCAT
TATGCACATT CTTACCCGGG
CCTTTTCCTT TGACGCTACT
GTTTCCATGC TCACAAAAGA

(8MNFORMACEPROSEQIDN07:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 1008

TGGGAGATAT GGCCACATGT AGCGGCTCTG 50
CTCTGGGGAG ATGTGACCAC AGCAATGGGT "100
GGAAGTCGAG TATGGGGACC CCCCCTTAAC 150
GGCCCCAGGG AGTGAAAGAG CCTCCAGGAC 200
GGACGTTTAA GAAGATATGG CCACACACTG 250
TTCATGAARAA AAATCAGGGA CCCCAGAGTT 300
ACCAGCATTA TGAGTCTCCG GGTCAGAATG 350
GTGGGGTCTG TGAATTCCCG GGGGTGATTT 400
GGCTTGTCCC TGCTACCCCC ACCCAGCCTT 450
CACCAAGCCC CCAGCTCCTT CTCCCCGCAG 500
GGACTCAACA CAGCTTTTCC CTCCAACCCC 550
TCAGCTTTCT GAAGCCCCTC CCAGTTCTAG 600
TTCCTGCATC CTGTCTGGAA GTTAGAAGGA ARMCAGACCAC 650
ATGGAGGCAA TAGGTTTTGA GGGGCATGGG 760
GTCCTACACA CAAATCAGTC AGTGGCCCAG 750
AGCAGGGAGG ATGGGGAGTG TGAGGGGTAT 800
CAACTTTECH PATCECEEEEC—CCEEEGEATGE 850
GTGCAGGGCC CACTACCGCT TCCTCCAGAT 900
CAAGGAAGTT.TTCCGCTGGT TGAATGATTC . 950
CCCAGGGACA TATAAAGGCA GTTGTTGGCA =~ 1000
CCTCAGCAGE TCCACCATGT CTGGAATATC 1050
TGGATTATCC TGAGATGGGT TTATGTATRA 116G
CATAAAAGCA CTGGAATGAC ATCTCGGTCT 1150
AAACCTCAGG GAAACATTCA GARACTTGAA 1200
ATGATCTTAC ACGTGAAGAA ATTGTGGAAT 1250 .
GAAGATCACA GCAAAAGGAG CAGTTTTGTT 1360
TGAAGAAGGA ATAATTTTTC GAACAAATGG 1350
TAACAAACTT TTTCAGAGGG GATCGTTGTA 1460
AAACTTTTCA TTATTCAGGC CTGCCGTGGT 1450
TGAGACAGAC AGTGGTGTTG ATGATGACAT 1500
TGGAGGCCGA CTTCTTGTAT GCATACTCCA 1550
TGGCGAAATT CARAGGATGG CTCCTGGTTC 1600
GCTGARACAG TATGCCGACA AGCTTGAATT 1650
CTAACCGALA GGTGGCAACA GAATTTGAGT 1700
TTTCATGCAA AGAAACAGAT TCCATGTATT 1750
ACTCTATTTT TATCACTAA 1789



5

10

.38 -

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni |
(ii) TYP MOLEKULY:
- (A) POPIS: DNA

(ix)

VLASTNOST:

(A) NAZEV/KLIC: Chimérni gen TNFp120 AIG.2

(D) DALSI INFORMACE: Zbytky 1-az 138 obsahuji

sekvenci promotoru; zbytky 139 az 150

obsahuji sekvenci linkeru a ostatni zbytky

obsahuji sekvenci AlG.2

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:7:

CCGCTTCCTC CAGATGAGCT

CTGGTTGAAT
AGGCAGTTIGT
ATGGCTGGAC
TCCTCATGAA
ACCCAATARA
AATACAGAGT
CACAGGGATG
AAGAGAATCT
ACCAGACCAG
TCATGGCATC
CAGATGTGCT
TGCCTCAGTC
AGGTGCAARC
AAGTGGCCTC
AAGACCCACG
CAACGTGTCC

TCATCACATG.

TTTCGGAAGG
GCCCACCATA

GCAATTGA

25

CATGGGTTTC

TCCACCAAGG

AAGTTTTCCG

GATTCTTTCC
TGGCACACCC
CACCTGAGTC
GAATTCCTGA
GGAGAGAAAC
TTGACCATCT
AAGGAGCTAC

GACAGCCAGG

AGCACAAGTC
CTGGAGGGAA
GCTTTATGAC
TGAAGGACAA
CGTGGGGAAC
TTCACAGTCA

_TGGAGAAGGA

TGGAGAGACA
CTTCCAGAAA
TACAGCAATC
GAACGACTGT

CCGCCCTCCT

AGCCAGCAGA
AGCAGAATCT
GACTATGTAA
AACCGCACAC
GCCTCCGAGG
TTGAGGGTCT
GATATGGAGT
CTCTGACAGC
TCTGCGGAAC
ACCATCTTCC
ACCCAAGGTC
TGTGGGTCAG
TCTGAGAACC
CTTCATTGCT

GCACAATGGG

TATTCTTGGT
ATTTGAAACT
CCATGACAAG

CTCGCCCCAG

GCTCCCTCAG
ACAGATGCCC

AGAAAGAGCT

GCCTGGCTCT
AATGGAGCTG
GGACTATAGT
CAGCGCTGAS
ACATTCTTG:C
TGTGCATGAT

AGATATTCAA

ATCATTGTCC
AGACTCTCCH
TGGRGGANG
TTCTGCTCTT
CTCTATCTT?C

CTGCCACTT
CCAAGGGCCA
ATATTTCTAC

~ (9) INFORMACE PRO SEQ ID NO:8:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1587

CAGATCCACC.

TCAAGCTTTG
GAAGAGATCT

CATCATATGC

ACTTTGACAT
GTAGATGTAG
GGCATTTGCT
TACTCATGTC
GAGAAARAAC
CAACCGCAAC
AGGCCTGCAG
GCATCCTTGC
TGCTTGTTTAC
CAACGCCACH
ATCACACAAC

AGAGGAAGTA -

AAGCTCAAAT
CTCTTTCCTG

50

00
150
200
250

.300

350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1008
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(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY:

(i)

10,

CATGACAAGA

(A) POPIS: DNA
VLASTNOST:

(A) NAZEV/KLIC: Chimérni gen TNFp706 AlG.2

(D) DALSI INFORMACE: Zbytky 1 a2 724 obsahuiji

*
a0cote

sekvenci promotoru; zbytky 725 az 736

obsahuji sekvenci linkeru a ostatni zbytky

_ obsahuji sekvenci AlG.2.

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:8:

50

TCCTTGGARG CCAAGACTGA AACCAGCATT ATGAGTCTCC GGGTCAGAAT
GAAACAAGAAGGCCTGCCLL AGTGGGGTCT GTGAATTCCC GGGGGTGATT 100
TCACTCCCCG GGGCTGTCCC'AGGCTTGTCCVCTGCTACCCC CACCCAGCCT 150
TTCCTGAGGC CTCAAGCCTG CCACCAARGCC CCCAGCTCCT TCTCCCCGCA 200
GGGACCCAAA_CACAGGCCTC AGGACTCAAC'ACAGCTTTTC’CCTCCAACCC ..250
CGTTTTCTCT CCCTCAAGGA CTCAGCTTTC TGAAGCCCCT CCCAGTTCTA 300
GQTTCTATCTT TTTCCTGCAT CCTGTCTGGA AGTTAGAAGG AAACAGACCA 350
CAGACCTGGT CCCCAARARGA AATGGAGGCA ATAGGTTTTG AGGGGCATGG 400
GGACGGGGTT.CAGCCTCCAG GGTCCTACAC ACARATCAGT CAGTGGCCCA 450
AAGACCCCCC TCGGAATCGG AGCAGGGAGG ATGGGGAGTG TGAGGGGTAT 500
CCTTGATGCT TGTGTGTCCC CAACTTTCCA AATCCCCGCC CCCGCGATGG 550
AGAAGARACC GAGACAGAAG GTGCAGGGCC CACTACCGCT TCCTCCAGAT 600
GAGCTCATGG GTTTCTCCAC CAAGGAACTT TTCCGCTGGT TGAATGATIC 650
TTTCCCCGCC CTCCTCTCGC CCCAGGGACA TATAAAGGCA GTTGTTGGCA 700
CACCCAGCCA GCAGACGCTC CCTCAGCAGA TCCACCATGG CTGGACCACC 750
TGAGTCAGCA GAATCTACAG ATGCCCTCAA GCTTTGTCCT CATGAAGAAT - 800
TCCTGAGACT ATGTAAAGAA AGAGCTGAAG AGATCTACCC AATAAAGGAG 850
AGAARCAACC GCACACGCCT GGCTCTCATC ATATGCAATAYCAGAGTTTGA 900
CCATCTGCCT CCGAGGAATG GAGCTGACTT GACATCACAG GATGAAGGAGC 950
TACTTGAGGG TCTGGACTAT GTGTAGATGT GAAGAGAATC GACAGCCAGG 1000 ’
ATATGGAGTC AGCGCTGAGG GCATTTGCTA CCAGACCAGA GCACAAGTCC 1050
TCTGACAGCA CATTCTTGGT ACTCATGTCT CATGGCATCC TGGAGGGAAT 1100
CTGCGGAACT GTGCATGATG AGAAAAAACC AGATGTGCTG CTTTATGACA 1150
CCATCTTCCA‘GATATTCAAC AACCGCAACT GCCTCAGTCT GAAGGACARA 1200
CCCAAGGTCA TCATTGTCCA GGCCTGCAGA GGTGCAAACC‘GTGGGGAACT 1250
QTGGGTCAGAR GACTCTCCAG CATCCTTGGA AGTGGCCTCT TCACAGTCAT 1300
CTGAGAACCT GGAGGAAGAT GCTGTTTACA AGACCCACST GGAGAAGGAC 1350
TTCATTGCTT TCTGCTCTTC AACGCCACAC AACGTGTCCT GGAGAGACAG 1400
CACAATGGGC TCTATCTTCA TCACACAACT CATCACATGC TTCCAGAAART 1450
ATTCTTGGTG CTGCCACCTA GAGGAAGTAT TTCGGAAGGT ACAGCAARTCA 1500
. TTTGAAACTC CAAGGGCCAA AGCTCAAATG CCCACCATAG AACGACTGTC 1550
TATTTCTACC TCTTTCCTGG CAATTGA 1587
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s (10) INFORMACE PRO SEQ ID NO:8:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1894
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY:

" (A) POPIS: DNA

10

(ix)

A

15

GGCGGGGGTC
AGGAATGGGT
AGGAGAATGT

"GAAGACAGGG

CTCCAGGTAT
GGGCCCTGAG
CCTTGGAAGC
AAAGAAGAAG
CACTCCCCGG

TCCTGAGGCC

GGACCCAAAC
GTTTTCTCTC
TTCTATCTTT

. AGACCTGGTC

GACGGGGTTC
AAGACCCCCC
CCTTGATGCT
AGAAGAAACC
GAGCTCATGG

VLASTNOST:
~(AYNAZEVIKLIE-Chimémni-gen-TNFp1005-AlG 2
(D) DALSI INFORMACE: Zbytky 1 az 1024 obsahuji

sekvenci promotoru; zbytky 1025 az 1036

obsahuji sekvenci linkeru a ostatni zbytky

_.obsahuji sekvenci AIG.2

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:0:

AGGGAGCTCC
TACAGGAGAC
CCAGGGCTAT
CCATGTAGAG
GGAATACAGG
AAGTGAGAGC
CAAGACTGARA
GCCTGCCCCA
GGCTGTCCCA
TCAAGCCTGC
ACAGGCCTCA
CCTCAAGGAC
TTCCTGCATC
CCCAAARGAA

AGCCTCCAGG-

TCGGAATCGG
TGTGTGTCCC
GAGACAGARARG
GTTTCTCCAC

TGGGAGATAT
CTCTGGGGAG
GGAAGTCGAG
GGCCCCAGGG
GGACGTTTAA
TTCATGAARA
ACCAGCATTA
GTGGGGTCTG
GGCTTGTCCC
CACCAAGCCC
GGACTCAACA
TCAGCTTTCT
CTGTCTGGAA
ATGGAGGCAA
GTCCTACACA
AGCAGGGAGG
CAACTTTCCA
GTGCAGGGCC

 CAAGGAAGTT

GGCCACATGT
ATGTGACCAC
TATGGGGACC
AGTGAAAGAG
GAAGATATGG

AAATCAGGGA

TGAGTCTCCG
TGAATTCCCG
TGCTACCCCC
CCAGCTCCTT
CAGCTTTTCC
GAAGCCCCTC
GTTAGAAGGA
TAGGTTTTGA
CARATCAGTC
ATGGGGAGTG
AATCCCCGCC
CACTACCGCT
TTCCGCTGGT

AGCGGCTCTG
AGCAATGGGT
CCCCCTTAAC
CCTCCAGGAC
CCACACACTG
CCCCAGAGTT
GGTCAGAATG
GGGGTGATTT
ACCCAGCCTT
CTCCCCGCAG
CTCCAACCCC
CCAGTTCTAG
AACAGACCAC
GGCGGCATGGG
AGTGGCCCAG
TGAGGGGTAT
CCCGCGATGG
TCCTCCAGAT
TGAATGATTC

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
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TTTCCCCGCC CTCCTCTCGC CCCAGGGACA TATAAAGGCA GTTGTTGGCA | 1000
CACCCAGCCA GCAGACGCTC CCTCAGCAGA TCCACCATGG CTGGACCACC 1050
VTGAGTCAGCA GAATCTACAG ATGCCCTCAA GCTTTGTCCT CATGAAGAAT 1100
TCCTGAGACT ATGTAAAGAA AGAGCTGAAG AGATCTACCC AATAAAGGAG 1150
AGAAACAACC GCACACGCCT GGCTCTCATC ATATGCAATA CAGAGTTTGA 1200
CCATCTGCCT CCGAGGAATG GAGCTGACTT TGACATCACA GGGATGAAGG 1250
AGCTACTTGA GGGTCTGGAC TATAGTGTAG ATGTAGAAGA GAATCTGACA 1300
GCCAGGGATA TGGAGTCAGC GCTGAGGGCA TTTGCTACCA GACCAGAGCA ‘ 1350,
CAAGTCCTCT GACAGCACAT TCTTGGTACT CATGTCTCAT GGCATCCTGG.i 1400 -
AGGGAATCTG CGGAACTGTG CATGATGAGAlAAAAACCAGA TGTGCTGCTT g 1450
TATGACACCA TCTTCCAGAT ATTCAACAAC CGCAACTGCC TCAGTCTGAA 1500
GGACAAACCC AAGGTCATCA'TTGTCCAGGC CTGCAGAGGT'GCAKACCGTG 1550
GGGAACTGTG GGTCAGAGAC TCTCCAGCA?.CCTTGGAAGT’GGCCTCTTCA _1600
CAGTCATCTG AGAACCTGGA'GGAAGATGCT GTTTACAAGA CCCACGTGGA 1650
P GAAGGACTTC ATTGCTTTCT;GCTCTTCAAC GCCACACAAC GTGTCCTGGA 1700
{ GAGACAGCAC‘AATGGGCTCT;ATCTTCATCA CACAACTCAT CACATQCTTC 41750
CAGARATATT CTTGGTGCTG CCACCTAGAG GAAGTATTTC GGAAGGTACA 1800
i GCAATCATTT GAAACTCCAA GGGCCAAMAGC TCAAATGCCC ACCATAGAAC 1850
GACTGTCCAT GACAAGATAT TTCTACCTCT TTCCTGGCAA TTGA 1894
(11) INFORMACE PRO SEQ ID' NO:10:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
15 (A) DELKA: 123" '
» " (B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni '
(i) TYP MOLEKULY:
20 - (A) POPIS: DNA
(ix) VLASTNOST:
(A) NAZEV/KLIC: Zesilujici oblast 1 (ER1) promotoru
TNFa
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:10:
GGGGCGGGGG TCAGGGAGCT CCTGGGAGAT ATGGCCACAT GTAGCGGCTC 50
TGAGGAATGG CTTACAGGAG ACCTCTGGGG AGATGTGACC ACAGCAATGG 100
. 123

GTAGGAGAAT GTCCAGGGCT ATG
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(12) INFORMACE PRO SEQ ID NO:11:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
5 (A) DELKA: 190
‘ (B) TYP: nukleové kyselina -
(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: |
0 " (A) POPIS: DNA
" (ix) VLASTNOST:
A (A) NAZEV/KLIC: Zesilujici oblast 2 (ER2) promotoru
TNFo |

(xiy POPIS-SEKVENCE: SEQID-NO:11:

TCCTTGGAAG,CCAAGACTGA“AACCAGCATT ATGAGTCTCC GGGTCAGAAT

. GAARGAAGAA GGCCTGCCCC AGTGGGGTCT GTGAATTCCC GGGGGTGATT

TCACTCCCCG GGGCTGTCCC AGGCTTGTCC CTGCTACCCC CACCCARGCCT
TTCCTGAGGC CTCAAGCCTG CCACCAAGCC CCCAGCTCCT

20 .
(13) INFORMAGE PRO SEQ ID NO:12:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 223
(B) TYP: nukleova kyselina
25 ~(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
| (D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY:
(A) POPIS: DNA
(ix) VLASTNOST:

50
100
150
190
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(A) NAZEV/KLIC: Vicenasobna klonovaci mista

(D) JINE INFORMACE: Vicenasobna klonovaci mista
ziskana genetickym inzenyrstvim viozena proti
sméru exprese-vzhledem kK minimalnimu

i 5 -. ' : B prorﬁotoru TNFa v konstruktu -120pGL3

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:12:

GGTACCGAGC TCTTACGCGT GCTAGCCGCG GATATCTTAA GACGTCCTAG 50

GACTAGTCAG CTGCTCCAGC CGCTTCCTCC AGATGAGCTC ATGGGTTTCT 100
CCACCAAGGA AGTTTTCCGC TGGTTGAATG ATTCTTTCCC CGCCCTCCTC 150
TCGCCCCAGG GACATATARA GGCAGTTGTT GGCACACCCA GCCAGCAGAC 200

GCTCCCTCAG CAGATCTAAG CTT A 222

(14) INFORMACE PRO SEQ ID NO:13:
s (i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 787
(B) TYP: nukieova kyselina
(C) TYP RETEZCE: jednoduchy
(D) TOPOLOGIE: lineamni
% (i) TYP MOLEKULY:
(A) POPIS: DNA
(i) VLASTNOST: o
(A) NAZEV/KLIC: Nepfekladana oblast TNFa

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:13:
. 25

TCTAGAGGAG-GACGAACATC‘CAACCTTCCC AMACGCCTCC CCTGCCCCAA ' 50

TCCCTTTATT ACCCCCTCCT TCAGACACCC TCAACCTCTT CTGGCTCAAA 100
AAGAGAATTG GGGGCTTAGG GTCGGAACCC AAGCTTAGAA CTTTAAGCAA 150

CAAGACCACC - ACTTCGAAAC CTGGGATTCA GGAATGTGTG GCCTGCACAG 200




TGAAGTGCTG
TGGGGCCTAC
CCTTTGGTTC
AATTGACACA
TTCCTTGAGA
TTATGTTTGC
ACAGATGAAT
GTAGGAGCTG
‘AATAGGCTGT
TGTTTTTTAA
GTGACCAACT
- TCTGTAATCG .

GCAACCACTA
AGCTTTGATC
TGGCCAGAAT
AGTGGACCTT
CACGGAGCCC
ACTTGTGATT
GTATTTATTT
CCTTGGCTCA
TCCCATGTAG
AATATTTATC
GTCACTCATT
CCCTACTATT

AGAATTCAAA
CCTGACATCT
GCTGCAGGAC
AGGCCTTCCT
AGCCCTCCCC
ATTTATTATT
GGGAGACCGG
GACATGTTTT
CCCCCTGGCC
TGATTAAGTT
GCTGAGCCTC
CAGTGGCGAG

- 44 -

CTGGGGCCTC
GGAATCTGGA
TTGAGAAGAC
CTCTCCAGAT
ATGGAGCCAG
TATTTATTAT
GGTATCCTGG
CCGTGAAAAC
TCTGTGCCTT
GTCTARACAA
TGCTCCCCAG
ATCTAGA

Zastupuje:

[T XX ]
Yy
ee o
-«

CAGAACTCAC

GACCAGGGAG
CTCACCTAGA

GTTTCCAGAC
CTCCCTCTAT
TTATTTATTT
GGGACCCAAT
GGAGCTGAAC
CTTTTGATTA

TGCTGATTTIG

GGGAGTTGTG

250

300.

350
400
450
500
550
600
650
700
750
787
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W wé1-99

R A2
PATENTOVE NAROKY : /

Chimérni gen, ktery. obsahuje alespon jednu zesilujici oblast
promotoru TNFa pfipojenou k funkéni kopii minimalniho
promotoru TNFa a dale pfipojenou k alespof jedné kopii genu
indukujiciho apoptézu, pfi¢emz -exprese genu indukujiciho

apoptozu je fizena promotorem TNFo.

‘Gen podle naroku 1, kde pfipojeni zesilujici :oblast‘i k promotoru

a promotoru ke genu indukujicimu apoptozu je zvoleno ze

skupiny pfimé pfipojeni, pfipojeni ve Vetsi vzdalenosti,

pfipojeni v mensi vzdalenosti a jejich kombinace.

16

20

25

Gen podle naroku 1, ktery obsahuje dvé nebo vice kopii-

zesilujicibh oblasti brom\otoru TNFa.

Gen podle:néroku 1, ve kterém je zesilujici oblasti promotoru
TNFa SEQ ID No. 10 nebo SEQ ID No. 11 nebo jejich

funkéni &asti nebo varianty.

Gen podle naroku 1, ve kterém je promotor TNFa zvoleny ze
skupiny SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3 a jejich

funk&nich &asti nebo variant.

Gen podle naroku 1, kde gen indukujici apoptozu je zvoleny ze

skupiny kaspaza 1, kaspaza 2, kaspéza' 3, kaspaza 4,

“kaspaza 5, kaspaza 6, kaspaza 7. kaspaza 8, kaspaza 9,
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kaspaza 10, granzym A, granzym B, ligand Fas, a jejich

funk&nich ¢asti, variant a smési.

.o Gen podle naroku 6, kde gen |ndukuj|01 apoptdzu je zvoleny ze

skupiny kaspéaza 3, kaspaza 4, kaspaza 5 granzym B, a jejICh |

funkcmch ¢asti, variant a smeSI

Gen podle naroku 1 zvoleny ze skupiny SEQ 1D No. 4, SEQ ID
No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID

No. 9 a jeho funk¢ni gasti nebo varianty.

Geh podie naroku 1 zvoleny ze skupiny SEQ ID No. 4, SEQ ID

No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID

15 .

20

25

10.

1.

12.

No. 9 a jeho funkcm gasti nebo varianty, kde 3’ neprekladana

oblast genu’ TNch je viozena ve smeéru exprese vzhledem ke N

" genq indukujicimu apoptézu.

Farmaceuticky prostiedek, vy znadujici se tim,

7z e obsahuje gen podle naroku 1.

Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se im,

7 e obsahuje gen podle naroku 9.

‘Chimérni gen podle naroku 1 pro pouZiti jako légivo pro léceni

zanétlivych onemocnéni zavedenim do bunék pacienta indukci

apoptozy u zanétlivych bunék nebo u buné&k v misté zanétu.

3




13.

14.

15.

10
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Pouziti podle naroku 12, kde indukce apoptoézy neindukuje

zanétlivou odpoved u pacienta.

Pouiiti_podle naroku 12, kde zanétlivou bufikou je bunika

produkujici TNFa.

Pouziti podle naroku 12, kde zanétlivym onemocnénim - je
onemocnéni zvolené ze skupiny revmatoidni artritida,
roztrousena skleréza, syndrom Guillain-Barre, Crohnova
choroba, ulcerativni kolitida, lupénka, onemocné&ni zpusobené
odmitnutim $t&pu hostitelem, lupus erythematosus, diabetes
mellitus zavisla na inzulinu, psoriaticka artritida, sa_[koidéza;

pneumonitida}z piecitlivélosti, ankyldzni spondylitida, Reiterl‘]v

15

- 16.

- 17.

20

25

18.

~syndrom a systemova skleroza:

Pouziti podle naroku 15, kde zanétlivym onemocnénim je

‘ révmatoidni artritida.

Chimérni gen obsahujici dvé aZ deset kazet zeéilujici oblasti

promotoru TNFa pfipojenych k alespon jedné kopii minimalniho

promotoru TNFo a alespon jedné kopii genu indukujiciho

apoptézu zvoleného  ze skupiny kaspaza 3, kaspaza 4,
kaspaza 5, granzym B a jejich funkénich &asti, variant a smési,
kde exprese genu indukujiciho apoptozu je fizena promotorem
TNF. . -

Farmaceuticky prostfedek, vyznacujic i se tim,

7 e obsahuje gen podle naroku 17.




10

19.

20.

21.

- 48 -

Chimérni gen podle naroku 17 pro pouZiti jako lé&ivo pro

indukci apoptézy v zanétlivé bunce produkujici TNFa

zavedenim do bufiky

Chimérni gen podle naroku 17 pro pbuiiti jako Iégivo pro léCeni

zanétlivého onemocnéni zavedenim do bunék pacienta indukci

apoptozy u zanétlivych bunék nebo bunék v misté& zanétu, aniz

by doslo k indukci zanétlive odpdvédi u pacienta.

ZpUsob konstrukce chimérniho genu, obsahujiciho alespon

jednu zesilujici oblast promotoru TNFa pfipojenou k funkéni

kopii minimalniho promotoru TNFa a dale k alespofi jedné kopii-

15

20

25

genu ’indukujicih'ov" apoptézu, pficemz exprese genu
indukujiciho  apoptozu je fizena promotorem  TNFa,
vyznadujici se tim, ze zahrnuje kroky

a) polymerazovou fetézovou reakci se amplifikuje promotor
TNFo s pouZzitim primerd obsahujicich dele¢ni konstrukty

promotoru TNFa;

b) geny amplifikované PCR ziskané v kroku a) se klonuji proti

- smeéru exprese vzhledem k reporterovemu genu,

c) konstrukty ziskané v kroku b) se testuji na jejich konstltutlvnl
a inducibilni expresi v alespofl jedné bunécné linii produkujici
TNFa;

d) vybere se promotor TNFo odpovédny za inducibilni expresi

reporteru v buné&éné linii; a bud

e) se provede amplifikace PCR oblasti promotoru TNFa, které

zvy$uji expresi reporteru, pro ziskani zesilujici oblasti,
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22.
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a provede se vlozeni alespofi jedné kopie zesilujici oblasti proti

sméru exprese vzhledem k promotoru; nebo

f) se vlozi alespofi jedna kopie genu indukujiciho apoptézu
s odstranénou prodoménou po sméru exprese vzhledem k.
promotoru TNFa nahradou reporterového genu deleCnimi
konstrukty genu indukujiciho apoptézu pro ziskani ch‘imérniho

genu, nebo

g) se provede pomoci PCR amplifikace 3’ nepfekladané oblasti
TNFo a vlozi se ve sméru exprese vzhledem k reporterovému
genu, nebo se pouzije jakakoliv z kombinaci uvedenych

zpUsobd.

Zplsob podle naroku 21, vyznad&ujici se tim,

15

20

25

23..

24.

25.

_ 2“e—p'rot'i'—sm"é’ru—exp're'S’e*vzh‘l'e'd'em“k"p"rom’ot'oru~s-e—'~v'l-o-ii~—-d'vé~——*-—v~v—

nebo vice kopii zesilujicich oblasti.

Zplisob podle naroku 21, vyznacujici se -tim,

Zz e jako reporterovy gen se pouzije luciferaza.

Zplsob podle naroku 21, vyznacujici se tim,
7 e -se pouzije zesilujici oblasti obsahujici SEQ ID No. 10
nebo SEQ ID No. 11.

Zplsob podle naroku 21, vyznacujici se tim,

.y

7z e gen indukujici apoptdézu s odstranénou prodoménou se
voli ze skupiny kaspaza 3, kaspaza 4, kaspaza 5, granzym B

a jejich funk&ni ¢asti a varianty.
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26.

27.

28.

-50 -

Zptsob podle naroku 21, vyznadujici se tim,
7 e se vytvofi gen zvoleny ze skupiny SEQ ID No. 4, SEQ ID
No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID

No. 9 a jejich funkénich ¢asti nebo variant.

ZpUsob podle naroku 21, vyznadujici se tim,
Zz € jako bunécnych linii pro testovani konstruktl se pouzije

buné&énych linii - zvolenych ze skupiny T lymfoblastoid,

myelomonocyticka burka, monocyticka burika, fibroblast

a kultivované lidské synoviocyty.

Chimérni gen, cbsahujici

a) alespoil jednu zesilujici oblast promotoru pfipojenou

15

20

25

29.

k funk&ni kopii minimalniho promotoru za predpokladu, ze
promotorem je ge'.n nebo kombinace genl aktivovanych

v zanétlivych burikach nebo v burikdch v misté zanetu, a

b) dale pfipojeny k alespori jedné kopii genu indukujiciho
apop'téz'u,’kde exprese genu indukujiciho apoptézu je fizena
promotorém a promotor je zvoleny ze skupiny cytokiny,
interleukiny a jejich receptory, molekuly buné&cné adheze

a jejich Iigandy, chemokiny a jejich receptory, enzymy

-predchazejici zanétu a jejich smési.

Gen podle naroku 28, kde promotor je zvoleny ze skupiny

’vT‘NFB, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF, interferon vy

- a jejich funkéni casti, varianty a smési.




10

30.

31

.32,

-33.

-51 -

Gen podle naroku 28, kde promotor je zvoleny ze skupiny
selektiny, integriny, ICAM-1, V-CAM, jejich funkéni c¢asti,

varianty a smési.

'Gen podle 'né}oku.28, kde promotor-'je zvoleny ze skupiny~ MIP-
1a, MIP-18, MCP1-4, RANTES, Mig, NAP2, 1P10, Gro «-y,

jejich funkéni ¢asti, varianty a smési.

Gen pddle naroku 28, kde promotor J:e zvoleny ze skupiny

‘COX-2, iNOS, fosfolipazy, proteazy, jejich funk&ni &asti,

-varianty a smesi.

Gen podle néroku 28, kde pfipojeni zesilujici _oblasti

15

"k promotoru a prdmotoru ke genu indukujicimu apoptozu je

zvoleno ze skupiny pfimé  pfipojeni, pfipojeni ve vétsi

vzdalenosti, pfipojeni v mensi vzdalenosti a jejich kombinace.

Zastupuje:
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Kpnl Sacl Iﬂlul MhelSmal holBgl Hlndlll luciferazal—
/ \_, Ncol Xbal
5 Ssti.Xhol.'(-lQO to'l SS.Bglll). Indll] 3
o Krok2 - ° ‘,;konstrukt‘AI“ NarI
‘T FpnlSac Mol Mhet SmalXhol(-120- o TSSBgMtindll - luciferaza |-—
/ L \ Neol  Xbal
5 Kmequ\lw.Bngu.(-é15 0-529) NsilSpelMIul 8 .
- “ , S konstrukt B1* NarI -
£ Yion! RafiBssHl: (Eﬂl/ EHZ) Nsi Spel Mot Mhel Smal Xhol-120 to TSSBgMtinll luciferdza
. AN / AN ' "Ncol Xbal
5'Aaul(ER1/ER2).Bs_sHIIS 5 'Nsil(ERI/ER2).Spel 8 ,
Krok 3 —» ,,konstr‘ukt Cl* — Krok 4 |
Krok 5 | »konstrukt D1¢ Nar I
. _ |
5w Kol Rl (ERT/€R2)BssHL R/ ER IR/ ERZ)SpeUﬂIuIﬂhelSmathnl( 120 to TSSBolDHindll = luciferdza
SN \ Nco I XbaI
5 BgIII -Xbﬂ 3

konstrukt E1¢

Kpnlﬂahl(Eﬂ/EHZ) BssHLERT/ER2MTs M R0 Spl Ml el S Xl -120 o TSSBqIII) G1/62 ) Xbal
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Zakladni prvky vektoru pGL3

. polylinker N?r I
Hpnl Sact MulNhet Smal Xhot Byl il luciferaza
T Neol Xbal
Krok1 - | Narl

—{ Fpol Sect Ml e Smal Xhol Bl indll |{luciferaza —
*_ Ncol Xbal

5' Sstl. Xhol.(-120 to TSS.BglID. HindIII 3

Krok 2 ) ,konstrukt A1« | Nzllr I
+ —{ Kool Sack Ml Phel Smal ¥hol-120 to T3SBall)findll {luciferaza
" = Ncol  Xbal
5' Nhel. Sacll EcorV Aﬂll Aatll. Avrll.Spel. Puvil. Xhol 3
- Krok 3 o konstrukt B2« - : Nar 1
{fipnl Saclﬂllul MhelSach cor ¥ Al el HvrllSpelPuvll Xhal - 12[) tu TSS Bqlll)Hmdlll 1u01feraza ,
5'Spel. Puvll(ERl/ERQ) Xholy ~ Neol Xbal

Krok4 ~ ~  konstrukt C2¢ Nz}r 1

| KpnlSacImluISacH EcorV AflL Aafl Avel Spel Puvl(ERT/ERZ) Xhal (-120 1o TSSBqul)Hmdlll uciferazal

5Avrﬁgpe1(ER1/E?§2) Pvull3 Necol  Xbal
Krok 5 ,konstrukt D2 N?r ]
KpnI.Sacl.[ﬂlul.ﬂhel.SacIl EcurVHﬂll Al fvrl Spel(RT/€R2) Pyull (EH]/EHZ) Xhol(-120 1o TSSBollHindl luciferéiai
| ' Ncol  Xbal
5'Bg111 Xb’:d 3

konstrukt E2¢
HpnlSaclmlulﬂhelSacllEcurVHﬂIl HaﬂlSpel(Eﬁ/]EHZ) Pyl (ER1/€R2) Xhol(-120 o TSSBqll (AlG1/H62 ) Xbal

- Obr. 8b
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