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Zplsoby mistné specifické rekombinace v
bunce a vektory, které se mohou v takovych
metodach pouzit. Zp@soby a vektory se
mohou podle vynalezu pouZit za icelem ziska-
ni trvalé exprese genu v bufice a modulace
exprese genu. Pfi jednom preferovaném zpi-
sobu podle vynadlezu dochézi ke kontaktu
bunky s vektorem, ktery obsahuje pocatek
replikace funkéni v savéich bunkach, jenZ se
nachazi mezi prvnim a druhym rekombi-
nantnim mistem v paralelnim uspoiadani. Pfi
jiné preferované metodé¢ dochazi ke kontaktu
buniky s vektorem, ktery obsahuje prvni a
druhé rekombinantni misto v antiparalelnich
orientacich tak, Ze vektor vstupuje do buriky.
Pfi obou metodach se butice dale poskytuje
mistné specifickA rekombinaza, ktera
umoziluje rekombinanci mezi prvnim a dru-
hym rekombinantnim mistem vektoru.
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Zpusoby a vektory vhodné pro mistné specifickou rekombinaci

Oblast techniky

Vyndlez popisuje =zplUsoby a vektory vhodné pro mistné
specifickou rekombinaci v bunkach. Tyto metody a vektory se
mohou pouzit za uUCelem dosaZeni perzistentni exprese genu v

bufice a pro modulaci exprese genu.

Dosavadni stav techniky

Béhem nékolika poslednich let wvznikla ¥fada novych
pfistupd ke genové terapii a fada nemoci se jevi potencidlné
léc¢itelna pouZitim tzv. terapeutickych gen.” Obecné lze
rict, Ze terapeuticky gen Jje v danném staddiu nemoci nebo
syndromu gen, ktery koriguje nebo kompenzuje zasadni deficit
proteinu nebo v jiném pFfipadé je to gen, ktery Jje schopny
potlacit urcity gen nebo neutralizovat negativni uc¢inky Jjim
kédovaného produktu. Terapeuticky gen maZe byt navic gen,
ktery zprostfedkuje odumfeni bunék napfiklad p¥i genové
terapii rakoviny. Terapeuticky uspéch pfi pouZiti genové
terapie =zavisi na vhodné expresi terapeutického genu a
potencialné na jeho stélosti v hostiteli. Zatimco exprese se
miZe ucCinné ridit pouZitim rGznych dobfe znamych strategii
klénovani, perzistenci (to Jje dlouhodobd exprese genu Vv
hostitelské bufice) lze téZko vylepsdit.

Jako obecny pIistup pro prodlouZeni exprese genu se
pouZiva pro transfer terapeutického genu vektor, ktery

zaruCcuje stabilitu genu Vv hostiteli. Tato stabilita se

posiluje pouZitim vektoru, ktery se integruje do genomu
hostitele, coZ umoZnuje soucasnou integraci terapeutického
genu, ktery Jje nesen vektorem. Na z&kladé téchto slov
retrovirus, ktery se integruje do hostitelského genomu jako
soucast Jjeho Zivotniho cyklu, se mhZe pouZit k uvedenému

UCelu. AvSak pouZiti retroviru se neobejde bez problémf.




Napfiklad stabilni integrace retrovirového vektoru je omezena

na cilové bunky, které aktivné syntetizuji DNA; velikost
fragmentu, ktery mlZe nést vektor, Jje 1limitovédna malou
velikosti vektoru; vektor nevykazuje tropismus pro tkéané;
zminéné vektory se rychle deaktivuji systematicky dé&vanymi
protiladtkami. Pro tyto a Jjind omezeni, kterd doprovazeji
pouZiti retrovird, se dava ptrednost pouZiti adenovirtl (Ad),
jeZ slouzi jako dalsSi vektory pro genovou terapii (Rosenfeld
et al., Science, 252, 431-434 (1991); Rosenfeld et al., Cell,
68, 143-155 (1992)).

Adenoviry nemajil obal, tvofi pravidelné dvacetistény,
jejich prtimér dosahuje 65-80 nanometrti, tvo¥i vnéjsi kapsid a
vnitfni jadro (Ginsberg (ed.), The Adenoviruses, Plenum
Press, NY (1984)). J&dro adenoviru obsahuje lineédrni,
dvouretézcovou molekulu DNA. Intenzivné se studovaly dva
lidské sérotypy, Jmenovité Ad2 a Ad5. S této studie vznikla
fYada dostupnych informaci o adenovirech. Tyto informace
stejné Jjako frada pouZitelnych vlastnosti adenovird (mezi
jinymi skutecnost, Ze replikac¢né deficientni rekombinantni
viry jsou snadno pripravitelné a je moZné je produkovat ve
velkém mnoZstvi za pouZiti komplementujicich bunéénych 1linii;
adenoviry Jjsou schopny infikovat skoro vét3inu Dbuné&nych
typd, mezi néZi pat¥i diferenciované nebo neproliferujici se
bunky; s infekcli adenoviry se nespojuje vznik rakoviny)
umozZnuje, aby adenoviry se staly ulinnymi vektory pro
zavadéni gend iIin vivo a in vitro (Rosenfeld et al., (1991)
citace wuvedena shora); Rosenfeld et al., (1992) citace
uvedena shora); Engelhardt et al., Hum. Gene Ther., 4, 79-769
{1993); Crystal et al., Nat. Genet., 8, 42-51 (1994) ;
Lemarchand et al., Circ. Res., 72, 1132-1138 (1993); Guzman
et al., Circ. Res., 73, 1202-1207 (1993); Bajocchi et al.,
Nat. Genet., 3, 229-234 (1993); Mastrangeli et al., J.Clin.
Invest, 91, 225-234 (1993)).



Navzdory témto vyhodam adenovirovych vektorli, adenoviry

nejsou vhodnym nastrojem pro ptenos genl, protoZe Jjejich
pouZitim se nedosédhlo wuspokojivé dlouho trvajici exprese
aplikovaného terapeutického genu. Prvni generaci
adenovirovych vektort chybi podstatnd oblast E1 (Rosenfeld et
al., (1991) citace uvedena shora); . Boucher et al., Hum.
Gene Ther., 5, 615-39 (1994)). Produkt trans genu z téchto
virovych vektorl se v modelu hlodavcu detekuje po dobu
pribliZné dvou tydnll, pak jeho hladina poklesne na urovei
pozadi. V  modelu imunosupresivnich my3i délka obdobi
detekovatelné exprese genu po infekci Jje podstatné delsi
stejné jako sila exprese (Yang et al., J. Virol., 69, 2004-
15, (1995); Yang et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 10, 4407-11
(1994)). Tyto data naznacuji, Ze imunni studie Jje odpovédnéa
za relativné nizké pouZiti prvni generace adenovirovych
vektortt. AvSak neschopnost adenoviru setrvat v bulice, kde
jsou integrovdny do genomu hostitele naznaduje, Ze buiky,
které exprimuji terapeuticky gen neseny vektorem, 2ztraci
tento vektor.

Rada vé&dct, ktefi pracuji s adenoviry, =zvolily Jjiny
zpusob stabilizace rekombinantnich vektoru, pricemZ se ziska
dlouhodobéd exprese genu. Jednim takovym zpusobem, ktery
zvySuje UCinnost dalSich systémi, Je udrZeni integrity
transferovaného genu v hostiteli tvorbou episomu. Episom je
extrachromozomalni  genovy element, ktery se replikuje
nezavisle ne genomu hostitelské bunky. Jako zplsob vytvofit
episomy z rlznych dvouretézcovych templdtli DNA slouZi vé&dcum
za vzor Epstein-Barrové virus (EBV), ktery je schopen tvorzZit
episomy béhem své latentni faze.

EBV je 1lidsky 1lymfotropicky herpes virus, ktery
zpusobuje mononuklebézu a spojuje se s nejménd dvéma druhy
lidské rakoviny (Reisman et al., Molec. Cell. Biol., 5, 1822-
1832 (1985)). EBV obsahuje dva poatky replikace, orilLyt a



oriP. Béhem latentni fédze EBV existuje jako molekula uzavfené

cirkuldrni dvouretézcové DNA, kterd pouZivd pro replikaci
oriP a jejiZ pocCet kopii se drZi v rozsahu 10 aZ 200 na bufiku
(Yong et al., Gene, 62, 171-185 (1988)). Plazmidy, které maji
oriP, se také udrZuji v Dbufice a také exprimuji Jjaderny
antigen EBNA-1 (Yates et al., Nature, 313, 812-815, (1985);
Jalanko et al., Biochemica et Biophysica Acta, 949, 206-212
(1988); Kioussis et al., EMBO J., 6. 355-361 (1987); Jalanko
et al., Arch. Virol., 103, 157-166 (1988); Sugden et al., J.
Virol., 63, 2644-2649 (1989)). Za pritomnosti EBNA-1, oriP
umoZnuje replikaci plazmidu v raznych bufikdch savct, které
EBV neni schopen infikovat v kultufe (Reismann et al., citace
uvedena shora; Yates et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 81,
3806-3810 (1984)). PoCétek replikace oriP obsahuje dva cis-
pusobici elementy, jejichZ aktivita je nutnd (Middleton et
al., Advances in Virus Research, 40, 19-55 (1991)). Elementy
se separujl ve velikosti 1 000 pard bazi (bp) a oba obsahuji
vicenasobné degenerované kopie segmentu o velikosti 30 bp.
Prvni element nazyvany rodinou repetic nebo FR obsahuje 20
tandemovych repetic o velikosti 30 bp. Druhy element obsahuje
segment o velikosti 114 bp, ktery zahrnuje dyadovy symetricky
element o velikosti 65 bp nbeo DS.

Studie mutageneze wukazuji, Ze dvé oblasti oriP plsobi
proti sobé nezavisle na orientaci a na vzdalenosti (Middleton
et al., citace uvedena shora). Delece intervenujici oblasti
mezerniku nebo pripojeni vice neZ 1 000 bp k této oblasti
neovlivni funkci oriP. Element FR je znédm, Ze pusobi jako
zesilovac¢, ale Jjeho uloha pfi replikaci neni stale Jjasnéa.
AvSak 20 tandemovych repetic obsahujicich FR miZe byt
nahrazeno  vicenédsobnymi kopiemi  DS. Pouhych 8 z 20
tandemovych repetic nalezenych \% zesilovaci FR je
dostatecnych v kratkodobém testu pro aktivitu zesilovade a

replikaci plazmidu.



EBNA-1 se vaZe na repetice o velikosti 30 bp, které jsou

p¥itomny v obouch elemntech oriP. Protein EBNA~1 je nutny pro
iniciaci replikace DNA blizko DS, ktery se objevuje jednou za
cyklus béhem S faze bunécéného cyklu EBV (Middleton et al.,
citace uvedena shora). Pro replikaci plazmidu je repetitivni
sekvence glycin-alanin, kteréd obsahuje pfribliZné 1/3 proteinu
a malou oblast C-konce proteinu, postradatelnd (Yates et al.
(1985), ~citace uvedena shora; Lupton et al., Mol. Cell.
Biol., 5, 2533-2542 (1985)). AvSak tato sekvence brani
imunnimu systému detekovat EBNA-1 a jevi se nezbytnd pro
stabilitu EBV a EBV-odvozenych vektort (Levitskaya et al.,
Nature, 375, 685-688 (1995)).

Stabilita episoml, kterd se ziskd pouZitim EBV, je
potencionalné limitujici pro dlouhodobou stabilitu a expresi
terapeutického genu, pokud existuje nejméné né&jakd moZnost
chyby pfi déleni nové syntetizovanych episomi mezi dcefinymi
bunkami a vzhledem k pronikavému negativnimu seleké&nimu tlaku
s ohledem na extrachromozomédlni genové elementy. Integrace
episomu do neSkodlivého lokusu v genomu, to je bezpecného pro
transferovany gen, odstrani potencionéalni chybéjici
stabilitu. Na =z&kladé téchto skutelnosti adeno-asociované
viry (AAV) vykazuji Jjedinec¢nou schopnost se integrovat s
vysokou frekvenci do lidského chromozému 19ql3.3-gter (Kotin
et al., Human Gene Therapy., 5, 793-801 (1994)). Uvedena
schopnost AAD integrovat se do definovaného a pfiznivého
mista genomu eliminuje risk inzeréni mutageneze, ktera je
zpusobend nechténou aktivaci nebo inaktivaci genu, ktera
doprovazi nahodnou 1inzerci DNA (Schelling et al., Gene
Therapy, 165-169 (1994)).

ARV je lidsky parvovirus, ktery se pomnoZuje bud Jjako
integrovany provirus nebo lytickou infekci (Muzyczka, Current
Topics in Microbiol. And Immunol., 158, 97-129 (1992)) a

ktery se muZe pouZit 3jako vektor pro eukaryonti bunky



(americké patenty 4,797,368 a 5,173,414; Tratschin et al.,
Mol. Cell. Biol., 4, 2072-2081 (1984); GenBank Database
Accession Number J01901 nebo AA2C). Lytickéd faze AAV infekce
vyZaduje expresi produktlt Casnych gent adenovira Ela, Elb,

E2a, E4 a VA RNA (Kotin et al., citace uvedena shora). K

latentnim infekcim dochazi infekci AAV za nepfitomnosti
pomocného viru. Za téchto okolnosti AAV se uc¢inné integruje
do bunécného genomu a udrZuje se v tomto stéddiu pokud neni
nahrazen adenovirem.

Pro lokusem fizenou integraci ciziho genu do 1lidského
genomu se vyzZaduji pouze dva komponenty AAV: proteiny Rep a
obracené koncové repetice AAV (ITR). KaZdy ze d&tyfr proteinua
Rep se kbéduje stejnym genem a vznikaji alternativnim
sestfihem nascentni mRNA (Kyostioé et al., J. Virol., 68,
2947-2957 (1994)). Dva vétsSi proteiny Rep, Rep 78 a Rep 68,
se vazi na ITR AAV a plUsobi jako na ATP nezavislad sekvencéné
specifickd endonukledza s helikdzovou aktivitou, pticemzZ
béhem replikace DNA AAV rozmotava oblast ITR (Holsher et al.,
J. Virol., 68, 7169-7177 (1994)). Men$i proteiny Rep, Rep 52
a Rep 40, se jevi podstatnymi pro akumulaci jednoretézcovych
progenovych genomli, které se pouZivaji pfi baleni virua.

ITR AAV se nachazeji na kaZdém konci genomu. V pripadé,
Ze virové ITR jsou jednoYretézcové, tvofri vldsenkové struktury
T-tvaru (Snyder et al., J. Virol., 67, 6096-6104 (1993)).
Signaly pocatku replikace, Dbaleni, integrace a sest¥ihu se
také nachazeji v oblasti virovych ITR. Navazani proteint Rep
na ITR AAV odpovida uloze této oblasti pfi replikaci, které
je nezadvisld na ITR, a pfi integraci Fizené lokusem. JestliZe
proteiny Rep nejsou pritomny, k replikaci nedochéazi a
integrace do genomu je ndhodnéd (Kotin et al., citace uvedena
shora) . ITR mohou fungovat bud v jejich prfirozené formé& nebo
jsou~1li kldénovany do plazmidu jako dvou¥fet&zcovad DNA. PFi

vhodné aplikaci proteint Rep (to je poskytnuti proteint Rep



pomoci kédujicich sekvenci umisténych in trans) se mohou cizi

sekvence zaClenéné mezi ITR vyst¥ihnout Z plazmidu,
replikovat se a integrovat se do genomu hostitelské buiiky.

Implementace EBV strategie, za ucelem vytvorit episom,
nebo AAV strategie, =za UCelem stabilizovat episom nebo
sekvence nesené episomem pomoci inkorporace do genomu
hostitelské bunky, vyZaduje v kaZdém systému pfisné regulovat
relevantni regulac¢ni protein (napfiklad EBNA-1 u EBV a
proteiny Rep u AAV). Jeden z ptistupli, ktery je vhodny pro
dosaZeni prisné regulace exprese genu, je Fizeni exprese genu
nebo genové sekvence pomoci mistné fizenou rekombinaci.
Existuji dva dobfre prostudované systémy, které umoZiuji
mistné specifickou rekombinaci a mohou se pouZit pro rhzné
aplikace. Jsou to fagovy systém Pl Cro/Lox a kvasinkovy
systém Flp/Frt.

Proteiny Cre a Flp patfi do rodiny A integréaz, coZ jsou
rekombinazy DNA (Kilby et al., TIG, 9, 413-421 (1993); Landy,
Current Opinion in Gentics and Development, 3, 699-707
(1993); Argos et al., EMBO J., 5, 433-440 (1986)) .
Rekombinazy Cre a Flp vykazuji ndpadné podobnosti, co se tyce
typl reakci, kterych se ufastni, a ve struktufe Jjejich
cilovych mist a mechanizmid rekombinace (Jayaram, TIBS, 19,
78-82 (1994); Lee et al., J. Biolog. Chem., 270, 4042-4052
(1995); Whang et al., Molec. Cell. Biolog., 14, 7492-7498
(1994); BAbremski et al., J. Mol. Biol., 192, 17-26 (1986);
Adams et al., J. Mol. Biol., 226, 661-673 (1992)). Napriklad
rekombinace Jje nezavisla na replikaci a na exogennich
zdrojich energie, jako je ATP, a funguje u nad3roubovicového
1 lineédrniho templatu DNA.

Rekombinazy Cre a Flp se uplatiuji p#¥i vyvolani
rekombinace mezi dvéma jejich cilovymi misty, Lox a Frt. Obé&
cilova mista tvori obrécené palindromy oddé&lené asymetrickou

sekvenci (Mack et al., Nucleic Acid Research, 20, 4451-4455



(1992); Hoess et al., Nucleic Acid Research, 14, 2287-2300

(1986); Kilby et al., citace uvedena shora). Asymetrie se
zaméfuje na rekombinaci. Jmenovité rekombinace mezi cilovymi
misty uspoféddanymi paralelné (to je tzv. “primé repetice”) na
stejné molekule linedrni DNA vede k vystfiZeni intervenujici
sekvence DNA 3jako kruhové molekuly (Kilby et al., citace
uvedena shora). Rekombinace mezi pfimymi repeticemi na
molekule kruhové DNA vyst¥ihne intervenujici DNA a vzniknou
dvé kruhové molekuly. Rekombinace mezi antipararelnimi misty
(to je misty, které maji obricenou orientaci nebo se také
nazyvaji “obracené repetice”) na linedrni nebo kruhové
molekule DNA vede k inverzi vnitfni sekvence. Dokonce
plsobeni rekombinadzy miZe vést k reciprocni =zaméné& oblasti
distalnich k cilovému mistu, v pfipadé, Ze cil je pfitomen na
oddélenych linedrnich molekulé&ch, intramolekularni
rekombinace se uprednostinuje pfed intermolekularni.

Oba rekombinantni systémy Cre/Box a Flp/Frt se pouZivaji
z ruznych divodl. Napfiklad mistné specificka integrace do
rostlinného, hmyziho, bakteridlniho, kvasinkového a sav&iho
chromozému (Sauer et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 85, 5166-
5170 (1988); Fukushige et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 89,
7905-7907 (1992); Baubonis et al., Nucleic Acids Research,
21, 2025-2029 (1993); Hasan et al., Gene, 150, 51-56 (199%94);
Golic et al., Cell, 59, 499-509 (1989); Sauer, Mol. Cell.
Biolog., 7, 2087-2096 {(1987); Sauer et al., Methods:
Companion to Methods in Enzymol., 4, 143-149 (1992); Sauer et
al., The New Biologist, 2, 441-449 (1990); Sauer et al.,
Nucleic Acida Res., 17, 147-167 (1989); Quin et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 91, 1706-1710 (1994); Orban et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 89, 6861-6865 (1992)). Za pouZiti té&chto
systému se sestavily eukaryontni virové vektory a ziskaly se
zaclenéné DNA (Sauer et al.,Proc. Natl. Acad. Sci., 84, 9108-
9112 (1987); Gage et al., J.Virol., 66, 5509-5515 (1992);



Holt et al., Gene, 133, 95-97 (1993); Peakman et al., Nucleic
Acids Res., 20, 495-500 (1992)). Probéhly specifické delece

chromozomélnich sekvenci a znovuusporéadani. Je mozZné

vystfiZeni cizorodé DNA z A vektordl ve form& plazmidu
(Barinaga et al., Science, 265, 27-28 (1994); Rossant et al.,
Nature Medicine, 1, 592-584 (1995); Sauer, Methods in
Enzymol., 225, 890-900 (1993); Sauer et al., Gene, 70, 331-
341 (1988); Brunelli et al., Yeast, 9, 1309-1318 (1993);
InVitrogen (San Diego, CA) 1995 Catalog, 35; Clontech (Palo
Alto, CA) 1995/1996 Catalog, 187-188). Schémata kldénovani se
vytvorila tak, Ze rekombinace bud rekonstituuje nebo
deaktivuje funkéni transkripéni jednotku pomoci delece nebo
inverze sekvenci mezi misty rekombinace (Odell et al., Plant
Physiol., 106, 447-458 (1994); Gu et al., Cell, 73, 1155-1164
(1993); Lakso et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 6232-6236
(1992); Fiering et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 90, 8469-8473
(1973); O’Gorman et al., Science, 251, 1351-55 (1991); Jung
et al., Science, 259, 984-987 (1993)). Podobné se vyvinula
pozitivni a negativni strategie selekce a testovani
rekombinantd (Sauer et al.,J. Mol. Biol., 223, 911-928
(1992)). Geny kbédujici rekombindzy Cre nebo Flp Jjsou
poskytnuty in trans za rizeni bud  konstitutivniho,
indukovatelného nebo vyvojové Fizenym promotorem nebo se
zavede izolovanéd rekombindza (Baubonis et al., citace uvedena
shora; Dang et al., Develop. Genet., 13, 367-375 (1992); Chou
et al., Genetics, 131, 643-653 (1992); Morris et al., Nucleic
Acids Res., 19, 5895-5900 (1991)). PouZiti rekombinantnich
systémi nebo jejich komponentd v transgennich my3ich, v
rostlinadch a ve hmyzu vykazuji mimo Jjiné, Ze hostitelé
exprimuji geny rekombindz bez zjevnych 8kodlivych u&inka, coZ
potvrzuje, Ze proteiny jsou obecné dobfe tolerovany (Orbin et
al., Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 6861-6865 (1992)).



Nedavno se zaCaly pouZivat replikacné deficitni

adenovirové vektory obsahujici gen Cre faga Pl za ulelem
studia intraceluldrni rekombinace zprostfedkované Cre (Anton
et al., J. Virol., 69, 4600-4606 (1995)). V téchto
experimentech se adenovirovy vektor exprimujici Cre vnesl do
bunék spolu s dal3im adenovirovym vektorem, ve kterém se
kédujici sekvence reportniho genu oddé&lila od 1libovolného
promotoru vzajemné spolu nesouvisejici intergenovou sekvenci
lemovanou paralelnimi misty Lox. Rekombinace zprostfedkovana
Cre vede k vystfiZeni intergenové sekvence a zpudténi dfive
tichého reportniho genu. Tento pfistup umoZiiuje pouze
pozitivni modulaci exprese genu a nikoli stabilni expresi
genu, protoZe rekombinaci aktivovany gen se bude exprimovat
pouze tak dlouho, dokud replikac¢né deficitni adenovirovy
vektor zlUstane v bulice hostitele. Existuje moZnost obrécené
rekombinantni reakce, kterd souCasné vypinad reportni gen a
ukladda horni limit ziskané Urovné exprese, zplUsobené
pokracujicl produkci Cre v hostitelské bufice (Anton et al.,
citace uvedena shora, strana 4605).

Existuje potfeba expresivniho systému, ve kterém se miZe
plné realizovat potenciondl adenoviru a Jjinych vektorl
vhodnych pro genovou terapii. Vyndlez popisuje takové
expresivni systémy. Vynalez zv143té popisuje metody mistné
specifické rekombinace v butice, vektory, které se mohou v
téchto metodach pouzZzit a které umoZni prodlouZit expresi genu
stejné jako modulovat expresi genu a které umoZni obejit
nékteré v textu zminéné problémy podstatné v pFedchozich

expresivnich systémech.

Podstata vynalezu

Vynalez popisuje metody mistné specifické rekombinace v
bunce, stejné jako vektory, které se mohou v té&chto metodach

pouZit. ZpuUsoby a vektory podle vyndlezu se mohou pouZit pro



ziskani trvalé exprese genu Vv bulfice a pro mudulaci genové

exprese.

Jedna preferovanad metoda podle vyndlezu zahrnuje kroky:
(a) umoZnéni kontaktu bunky s vektorem, ktery obsahuje
polatek replikace funkéni v savCich burikdch a nachédzijici se
mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem, které Jjsou
lokalizovény pararelné, tak, Ze dojde k internalizaci vektoru
do bunky, a (b) poskytnuti buiiky s mistné& specifickou
rekombindzou, ktera provede rekombinaci mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem vektoru.

Jina preferovand metoda podle vyndlezu z C&sti zahrnuje
kroky: (a) umoZnéni kontaktu buflky s vektorem obsahujicim
prvni a druhé rekombinantni misto v antipararelni orientaci
tak, Ze vektor se internalizuje do buriky a (b) poskytnuti
bunky s mistné specifickou rekombindzou, kterd provede
rekombinaci mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem
vektoru.

Vynalez popisuje metody dosaZeni trvalé exprese genu v
hostitelské buiice a vektory, které se mohou v takovych
metodach pouZit. Metody a vektory se mohou také pouZit prti
modulaci exprese gend. Metody a vektory podle vyndlezu se
vyuzivaji na zakladé novych p¥istupl (1) unikatni schopnosti
EBV a AAV (to je schopnost EBV tvorit episomy a schopnost AAV
vstupovat do lidského genomu), (2) aktivity rekombinaz
rekombinantnich systéml takovych, jako jsou Cre/Lox a Flp/Ftr
rekombinantni systémy a (3) razné poZadované vlastnosti

adenovirld a jinych podobnych virovych a plazmidovych vektort.

Definice
V tabulce ¢. 1 Jsou uvedeny zde pouZivané zkratky a

oznaceni, které se pouZivaji pfi popise metod a vektoru.



Tabulka &. 1:

zkratky a oznaceni

AAV
Ad
bp
cDNA
CMV
Cre
DNA
DS

EBV
EBNA-1

FCS
Flp

FR
FRS
Frt

HSV
ITR

kb

Lox

orilLyt

oriP

PCR

adeno-asociovany virus

adenovirus

pary bazi

komplementarni DNA

cytomegalovirus

mistné specifickd rekombindza faga P1
deoxyribonukleova kyselina

dyadovy symetricky element obsahujici jeden
element oriP

Epstein-Barrové virus

protein, ktery vaZe oriP a moduluje
replikaci EBV a episomid vytvofenych EBV
prvni kédujici sekvence

cilové misto rozeznavané kvasinkovym
proteinem Frt

EBV rodina repetic obsahujici jeden element
oriP

prvni rekombinantni misto

kvasinkova mistné specifickd rekombinéza
herpes simplex virus typ I a II

AAV obréacené koncové repetice, které
obsahuji sekvence, které funguji jako
poCatek replikace

pary kilobazi

cilové misto rozezndvané proteinem Cre faga
Pl

EBV pocCatek replikace zahrnuty do replikace
v lytické fazi

EBV poCatek replikace zahrnuty do replikace
v latentni fazi

promotor

polymeradzova tetézova reakce




PG cizorody gen

Rep proteiny, které vazi ITR, které plsobi pfi
replikaci a integruji se do genomu AAV a

vektorlli ziskanych z AAV

RNA ribonukleova kyselina

RS rekombinantni misto

RSV virus Rousova sarkomu

SA akceptorové misto spojeni
3Cs druhd kédujici sekvence
SD donorové misto spojeni
SRS druhé rekombinantni misto
SV40 opic¢i virus 40

“Vektor” Jje molekula (napfriklad virus nebo plazmid),
ktera slouZi k pfenosu kbédujici informace do hostitelské
bunky. "“PoCatek replikace” je sekvence na vektoru nebo na
chromozomu hostitelské bunky, ktera umoZnuje replikaci
extragenomovych elementl (napfiklad viry nebo plazmidy)
nezavisle na genomu hostitelské bunky.

“Gen” je libovolnad sekvence nukleové kyseliny kdédujici
protein nebo nascentni molekulu RNA. “Cizorody gen” e
typicky gen, ktery neni typicky pfitomny ve vektoru a je do
neého subklénovén podle vynalezu. Jeho zavedeni do hostitelské
bunky Jje doprovazeno z¥ejmou zmé&nou Vv intracelulérnim
prostfedi (naptfiklad ristem mnoZstvi deoxyribonukleové
kyseliny (DNA), ribonukleové kyseliny (RNA), peptidu nebo
proteinu nebo zménénou rychlosti Jjejich produkce nebo
degradace) . “Produkt genu” je bud je3té nepfeloZend molekula
RNA prepsand z danného genu nebo kédujici sekvence (napriklad
mRNA nebo antisense RNA) nebo polypeptidovy Ffetézec (to je
protein nebo peptid) preloZeny z molekuly mRNA pFfepsané z
danného genu nebo kédujici sekvence. Zatimco gen obsahuje

kébdujici sekvence a libovolné nekdédujici sekvence “kédujici




sekvence” nazahrnuje Zadné nekdédujici sekvence (naptriklad

regulacni) DNA. Gen nebo kédujici sekvence je
“rekombinantni,” JjestliZe sekvence bazi podél celé délky
molekuly se =zménila ze sekvence, ve které se gen nebo
kédujici sekvence typicky v prirodé nachazi nebo jestliZe se
sekvence bazi v prirodé typicky nenachazi. Podle vyndlezu gen
nebo kédujici sekvence se mliZe zcela nebo Castelné pripravit
synteticky, mize obsahovat sekvence genomoveé nebo
komplementarni DNA (cDNA) a miZe se vyskytovat ve formé& bud
DNA nebo cDNA.

Nekédujici sekvence nebo regulaéni sekvence zahrnuji
promotorové sekvence. “Promotor” je sekvence DNA, kterd ridi
navazédni RNA polymerazy, ¢imZz vyvolavé syntézu  RNA.
“Zesilovace” jsou cis-plUsobici elementy DNA, které stimuluji
nebo inhibuji transkripci pfrilehlych gent. Zesilovacg, ktery
inhibuje transkripci, se také nazyvad “silencer”. Zesilovacle
se odlisuji od mist vazajicich DNA pro sekvenc¢né specifické
proteiny vazajici DNA, které se nachdzi pouze v promotoru
(které se také nazyvaji “elementy promotoru”) a ve kterych
zesilovaCe mohou fungovat v obouch orientacich a na
vzdalenost aZ nékolika part kilobazi, dokonce s mista
nachazejiciho se po sméru transkribovené oblasti.

Podle vynédlezu “rekombinantni mista” tvofi obricené
palindromy oddélené asymetrickou sekvenci, ve které dochazi k

k mistné specifické rekombinantni reakci. Vynalez popisuje

preferované provedeni, kde se pfednostné pouZivaji
rekombinantni mista (napriklad prvni a/nebo druhé
rekombinantni misto). AvSak mlZe se pouZit vice nebo méné

rekombinantnich mist (napfiklad 1 nebo vice mist Jjako
napriklad 3, 4, 5 nebo 6 rekombinantnich mist). Mohou se
pouZzit ruzné typy rekombinantnich mist, napfiklad kombinace
mist Lox a dvé mista Flp. “Rekombinéza” je protein, ktery

umoznuje rekombinaci mezi urc¢itymi rekombinantnimi misty.



Podle vynalezu je kédujici sekvence “operativné spojena”

s promotorem v pripadé, kdy promotor Jje schopen ¥Fidit
transkripci této kdédujici sekvence. Promotor “sousedi” s
rekombinanc¢im mistem (to je s prvnim  nebo druhym
rekombinantnim mistem) v pfipadé, Ze promotor je schopen
uplatnit své plsobeni na transkripci prostfednictvim oblasti
rekombinantniho mista a tim 1 na sekvence spojené s
rekombinantnim mistem. Ké&dujici sekvence (to Je kédujici
sekvence nebo druhéa kébdujici sekvence) “sousedi” s
rekombinantnim mistem (to je prvni nebo druhé rekombinantni
misto) v pripadég, Ze kbédujici sekvence Jje v  takové
vzdadlenosti od rekombinantniho mista, Ze toto misto miZe byt
transkripéné fizeno promotorem spojenym s rekombinantnim
mistem, které uplatiiuje svlj ucinek prostfednictvim oblasti
rekombinantnich mist a na kédujici sekvenci. Aby k tomuto
mohlo dojit kédujici sekvence se vyskytuje prednostné ve
vzdédlenosti okolo 1000 part bazi od rekombinantniho mista a
dokonce vice se uprednostiuje vzdalenost okolo 500 para bazi.
Avsak v pripadé, Ze promotor je oddélen od kédujici sekvence
a ridi ji opacné orientovanou intervenujici  kédujici
sekvenci, wuprednostnuje se vzdalenost mezi promotorem a
kédujici sekvenci okolo 5000 paru bazi nebo mén&, dokonce
vice se uprednostiuje vzdalenost okolo 2000 parl bazi a méné.
“Multigenni message” Jje jednéduchd mRNA, z které se preklada

vice neZ jeden peptid nebo protein.

Metody vhodné pro mistné ¥izenou rekombinaci

Vynalez popisuje zplUsoby provedeni mistné specifické
rekombinace v bufice. Obé rekombinacé¢né metody zahrnuji kontakt
bunky s vektorem, ktery obsahuje prvni a druhé rekombinantni
misto, tak, Ze vektor se internalizuje do buiky a pak
poskytnuti bunky s mistné specifickou rekombindzou, ktera

umoziuje rekombinaci mezi prvnim a druhym rekombinantnim
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mistem vektoru. Prvni zplsob mistné specifické rekombinace
zahrnuje pouZiti vektoru (to je “paralelni rekombinancéni
vektor”), ktery obsahuje prvni a druhé rekombinantni mista v
paralelni orientaci, =zatimco druhy zplsob mistné specifické

rekombinace zahrnuje pouZiti vektoru (to Jje “antiparalelni

rekombinanc¢i vektor”), ktery obsahuje prvni a druhé
rekombinantni mista v antiparalelni (nebo v opacné)
orientaci.

ZpUsob paralelni rekombinace je schopny provést mistné
specifickou rekombinaciv bulice tak, Ze rekombinace generuije
episom obsahujici pocatek replikace, ktery Jje funk&éni v
sav¢ich bunkéach, ktery se mlZe replikovat samostatnég,
nezavisle na genomu hostitele, a mliZe se podilet na stabilnim
uchovani vektorl nesoucich jeden nebo vice cizorodych geni v
hostitelskych Dbunikdch. Zplsob paralelni rekombinace je
pouZitelny pro stabilizaci vektor®, které se neintegruji do
genomu hostitelské bunky (napfiklad vektory Ad nebo HSV), tim
Ze jim poskytnou schopnost replikovat se zpusobem “podobnym
lysogennimu”. Tato metoda se pouZije =za uUcCelem dosaZeni
stabilni exprese genu stabilizaci vektort, které nesou jeden
nebo vice cizorodych gent.

Zzpisob paralelni rekombinace se mhZe také pouZit pro
mistné specifickou rekombinaci v Dbufice, kde rekombinace
generuje tzv. “miniplaznid, ktery nezahrnuje pocatek
replikace schopny fungovat v sav&ich bunkdch a ktery neni
schopny se replikovat nez&dvisle na hostitelském genomu. Druhy
produkt rekombinace generovany paralelni rekombinaci (to je
produkt jiny neZ episom nebo miniplazmid, ktery séam obsahuje
bud linedrni nebo uzavf¥enou kruhovou strukturu, coZ zavisi na
skutecnosti, zda puvodni substrdt pro rekombinandi reakci ma
linearni nebo uzavfenou kruhovou strukturu) miZe byt také
funk¢éni v bunice. Takovy miniplazmid miZe zlep3it kratkodobé

zavedeni proteind do bunék (napfiklad proteinu Rep).



V jiném pripadé je také moZné, Ze vektor pouZitelny pro

mistné specifickou rekombinaci zahrnuje pfed rekombinaci vice
neZ jeden poCédtek replikace. Vektory, které obsahuji vice neZ
jeden pocatek replikace, jsou dob¥e znamy v oboru.

Obé paralelni a antiparalelni rekombinantni metody se
mohou pouZit pro pozitivni i negativni regulaci transkripce
kébdujici sekvence nebo soudasné pro pozitivni regulaci
transkripce Jjedné a negativni regulaci transkripce Jjiné
kédujici sekvence prostfednictvim rekombinace. Zpusob
antiparalelni rekombinace se 1i8i od zplsobu paralelni
rekombinace tim, Ze " nedochazi k tvorbé episomu nebo
miniplazmidu.

Rekombinantni metody podle vynalezu probihaji v butce,
preferuje se eukaryontni bunka. Eukaryontni bunika je buiika,
ktera m& opravdové Jjadro obklopené Jjadernou membranou.
Vyhodné je, aby eukaryontni bunka pochézela z vicebuné&&ného
druhu (napfiklad protiklad bunky jednobunéénych kvasinek).
Preferuje se savCi bunka (optimédlni je lidsk& bunka). Tyto
zplsoby se mohou wU¢inné provést na *adé ruaznych buné&&nych
typl, jako jsou ptac¢i a rybi bunky a lidské buiiky déle mezi
nez patfi, ale nejsou omezeny na buiky hlodavcl, opice,
Simpanze, koCky, psa, kopytnatcld (jako Jsou vepf nebo
prezvykavci) a lidské buniky. Pfenos vektoru do urc¢itého typu
bunky je limitovan naptriklad chybéjicimi receptory pro uréity
virus, Jjako je adenovirus. UZinnost prenosu se miZe zvysit
pouZitim né&sledujici metodou: vnést 1lidsky adenovirus do
krevnich bunék nebo do jiného typu bunék. V p¥ipadé lidskych
bunék virus napriklad tvori DNA-polylysinovy komplex
obsahujici 1ligand (naptriklad transferin) (Wagner et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 6099-6103 (1992)) nebo se mohou
pouZit podobné metody, které jsou odbornikiim dobfe znamé.

V  pripadé popsanych novych metod se mize vyuzZit

libovolny vhodny vektor. MaZe Jjit o 1libovolny vektor,




linedrni nebo kruhovy, ktery je vhodny pro =zavedeni

nukleovych kyselin do eukaryontnich bunék a je schopny
fungovat jako vektor, coZ znamena, aby béhem nékteré faze
jeho existence ptevainé tvoril dvouretézcovou DNA.
Uprednostiiuje se, aby vysledny vektor byl kompatibilni s
hostitelskou buﬁkou, to znamena, aby byl schopen prepisovat
sekvence nukleové kyseliny subklénované do vektoru a jestliZe
je to potfeba, aby dokdzal pfeloZit nascentni mRNA.

Optimdlni vektor je virového puvodu a mlZe obsahovat a
mizZe obsahovat jednu nebo vice heterolognich nebo
rekombinantnich sekvencei, napriklad koédujici  sekvenci,
cizorody gen, promotor nebo podobné. Upfednostiiuje se vektor,
ktery obsahuje minimalni sekvence nutné pro baleni a zavedené
do bunky.. PoZaduje se, aby vektor byl obsaZen ve viru, ktery
m& bud obal nebo ne. Napfiklad se preferuje vektor, kterym je
virus netvorici obal 2z rodiny Hepadnaviridae, Parvoviridae,
Papovaviridae nebo Adenoviridae. Preferovanym virem bez obalu

podle vynalezu je virus z rodiny Hepadnaviridae, zv1a3té pak

Hepadnavirus. Z rodiny Parvoviridae se preferuje rod
Parvovirus (napfiklad parvoviry savcud a ptakn) nebo
Dependovirus (napfiklad adeno-asociované viry (AAV)). Virus z
rodiny Papovaviridae je S vyhodou z podrodiny

Papillomavirinar (napfiklad papilomaviry =zahrnujici, ale ne
omezeny na lidské papilomaviry (HPV) 1-48 a hoveézi
papilomaviry (BPV)) nebo z podrodiny Polyomavirinae
(napriklad polyomaviry zahrnujici, ale ne omezeny na JC,
SV40, BK viry a mys$8i polyomaviry). Virus z rodiny
Adenoviridae je s vyhodou 2z rodu Mastadenovirus (napfiklad
savéi adenoviry) nebo Aviaadenovirus (naptfiklad ptaci
adenoviry) . Vhodnym vektorem miZe byt i virus tvofici obal z
rodiny Herpesviridae nebo mlZe Jjit o Sindbis virus.
Preferovanym virem, ktery tvofi obal, podle vynalezu virus

rodiny Herpesviridae, zvlasté podrodiny Alphaherpesvirinae



(naptiklad viry podobné viru herpes simplex), rodu

Simplexvirus (napfiklad viry podobné viru herpes simplex),
rodu Varicellavirus (napfiklad varicela a viry podobné viru
pseudovztekliny), podrodiny  Bataherpesvirinae (napfiklad
cytomegalovirus), rodu Cytomegalovirus (naptiklad 1lidsky
cytomegalovirus), podrodiny Gammaherpesvirinae (napfiklad s
lymfocyty asociované viry) nebo rodu [Lymphocryptovirus
(napriklad EB podobné viry). Zvl1asté se preferuje, aby virovy
komponent vektoru se vybral ze skupiny obsahujici Ad, herpes
simplex wvirus typ I a II (HSV), EBV, virus vakcinie,
papilomavirus (napriklad lidsky (HPV) nebo hovézi (BVP)), JC,
opic¢i virus 40 (Sv40), polyomavirus (nap¥iklad 1lidsky nebo
mySi), virus hepatitidy B a cytomegalovirus (CMV). PouZiva se
metoda paralelni rekombinace, p¥i které se tvofi episom,
vektor Jje odvozen z viru, ktery netvofi proviry jako <&ast
svého replikacéniho cyklu.

Zvlasté preferovanym vektorem Jje podle vynalezu
adenovirovy vektor (to je virovy vektro rodiny Adenoviridae,
optimalni je z rodu Mastadenovirus). Adenovirovy vektor je
adenovirus libovolného sérotypu. PouZita kultura adenoviru se
miuZe vytvorit =z adenovirového sérotypu od 1 aZ do 47,
soucasné dostupny u instituce American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD) nebo 2z 3jiného sérotypu
adenoviru dostupného z 3jiného zdroje. Adenovirus miZe byt
bodskupiny A (napfiklad sérotypy 12, 18, 31) nebo podskupiny
B (sérotypy 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35), podskupiny C
(naptiklad sérotypy 1, 2, 5, 6), podskupiny D (naptiklad
sérotypy8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36 aZ
39, 42 aZ 47), podskupiny E (sérotyp 4), podskupiny F (
sérotyp 40, 41) nebo 1libovolny Jjiny sérotyp adenoviru.
Preferuje se vsSak adenovirus sérotypu Ad2 nebo Ad5.

Adenovirus, ktery se pouZivd pro pfenos nukleové

kyseliny miZe byt adenovirus divokého typu (to je replikadné




kompetentni). V Jjiném pripadé adenovirus muZe obsahovat

geneticky materidl nejméné s jednou modifikaci, ktery ho méni
na virus replikacné deficientni. Modifikace genomu adenoviru
miZe zahrnovat, ale neni omezena na adici segmentu DNA,
uspofaddani segmentu DNA, deleci segmentu DNA, nahrazeni
segmentu DNA nebo zavedenl léze DNA. Velikost segmentu DNA se
miZe pohybovat mezi jednim nukleotidem aZ 36 pary kilobazi
(kb) (coZ je pribliZné velikost adenovirového genomu) nebo v
jiném prfipadé se mlZe velikost segmentu rovnat maximalnimu
mnozstvi, které se miZe zabalit do virionu adenoviru {(coZ Jje
okolo 38kb). Preferované modifikace v adenovirovém genomu
jsou modifikace v oblastech E1, E2, E3 nebo E4.

Vektory podle vyndlezu mohou dale obsahovat cizorody
gen. Cizorody gen mtZe byt ve vektoru v libovolné orientaci.
MiZe se pouzit libovolny vhodny cizorody gen, Jjako reportni
gen nebo terapeuticky gen a to tak dlouho, dokud je cizorody
gen schopny byt exprimovan v buice, ve ktere je
internalizovany vektor. Gen mlZe obsahovat reportni gen nebo
sekvenci nukleové kyseliny, ktera kéduje protein
detekovatelny v bunice. Gen také miZe obsahovat terapeuticky
gen, ktery ovliviuje hladinu RNA a proteinu. Protein se maZe
pouzit pri 1é¢&bé dédicnych nemoci, Jako Je naptiklad
regulator c¢DNA transmembrdnové  konduktance u cystické
fibrézy, ktery se pouZziva pro lécbu cystické fibrdzy. Protein
kédovany terapeutickym genem miZe uplatnit svij terapeuticky
uc¢inek tim, Ze dojde k odumfeni bunky. Exprese genu jako
takovd miZe vést k usmrceni buiiky, jako napfiklad tomu je u
genu toxinu A difterie. Exprese genu mlZe zplUsobit selektivni
citlivost bunky k Jjistym 1éklm, napfiklad exprese genu HSV
tymidinové kindzy zplsobuje citlivost bunék na antivirové
latky, které =zahrnuji acyklovir, gancyclovir a FIAU (1-(2-
deoxy-2-fluoro-f-D-arabinofuranosil)-5-jodouracil). Tento

uvedeny pristup, pri kterém dochdzi k odumirdni bunék, (ktery



se miZe pouZit napfiklad prfi 1écbé rakoviny) mlZe dale byt

podpofen pouZitim ve vektoru tzv. “runaway replication
origin”, Jjak se ©popisuje déale. AvSak pouziti takového
“runaway” replikacé¢niho systému neni omezeno na usmceni bunék,
ale mliZe se pouzit naptriklad za okolnosti, kde je nutna
kratkodob4d silnad exprese (napfiklad p¥i zavedeni velkého
mnozstvi proteinu rekombinantnim zptsobem) .

Terapeuticky gen mlZe pusobit na hladinu RNA naptiklad
kédovanim antisense message nebo ribozdému, proteinu, ktery
ovliviiuje sest¥ih nebo zpracovédni 3“-konce (napriklad
polyadenylace), nebo miZe kdbédovat protein, ktery pasobi na
silu exprese jiného genu v bulice (to je v pripadé, Ze se
uvazZuje, Ze exprese dgenu zahrnuje vSechny kroky iniciace
transkripce aZ po produkci upraveného proteinu), dale
zprostredkovanim zmény rychlosti akumulace mRNA, zmény
transportu mRNA a/nebo zménou posttranskrip&ni refulace.
Takovy cizorody gen muZe kbédovat libovolny 3jiny protein,
napriklad EBNA-1 a miZe se vyskytovat samostatné& nebo spolu s
dalSim cizorodym genem(y) umistény mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem.

Transformovany cizorody gen miZe obsahovat DNA, Jjejiz
velikost muZe odpovidat jedné repetic¢ni jednotce (to e
nukleotid pro DNA) aZ velikosti, p¥i které Fje snadné ji
izolovat nebo syntetizovat nebo p¥fenést do hostitele za
pouziti metody podle vyndlezu, Jje moZné ji zabalit, pokud je
obsaZena ve virovych vektorech nebo dosahuje horniho limitu
velikosti plazmidovych vektoru. Cizorody gen miZe tvofit nebo
kédovat kédujici nebo nekddujici  sekvence, sense nebo
antisense sekvence zahrnujici ribozémy, nebo druhy
katalytické RNA (Hampel et al., Nucleic Acids Research, 18,
299-304 (1990); Cech et al., Annual Rev. Biochem., 55, 599-
629 (1986)), stejné jako rekombinacné vytvofené sekvence nebo

sekvence, které se normalné in vivo nevyskytuji.



Podobnég, vektory pouZivané v paralelnich a

antiparalelnich metodadch mohou zahrnovat jiné geny a kédujici
sekvence. Napriklad koédujici sekvence nebo druha kédujici
sekvence podle vynadlezu mlZe obsahovat kédujici sekvenci Cre
nebo Flp, kédujici sekvenci EBNA-1 nebo libovolnou jinou
kédujici sekvenci dale popsanou.

Zv1asté paralelni a antiparalelni rekombinantni metody
podle vynalezu se mohou pouZit pro zavedeni proteini Rep do
bunék, bud jako kdédujici sekvence nebo jako cizorody gen. V
literatufe se uvadi rtzné mutované proteiny Rep a odchylky na
sekvenci kédujici Rep (McCarty et al., J. Virol., 66, 4050-7
(1992); Kybstio et al., citace uvedena shora), které se mohou
pouzit. Metody umoZnuji pribéh proteinem Rep zprostifedkované
rekombinace sekvenci lemovanych jednim nebo vice ITR adeno-
asociovaného viru (nebo sekvence obsahujici tyto ITR, které
jsou =znadmy Vv oboru) do lidského chromosomu 19 nebo do
sekvenci, které jsou popsany v literature ( Linden et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., 93, 7966-7972 (1996)). Tyto metody se
daji také pouzit pri proteinem Rep zprostredkované
rekombinaci sekvenci lemovanych ITR adeno-asociovaného viru
do jiné genomové oblasti, pokud proteiny Rep preferenc¢né& ridi
rekombinaci do chromosomu 19, ale mohou také ridit
rekombinaci do jinych mist.

Pak takové ptistupy se vyuzivaji pro vytvoreni
multigenniho message z kdédujici sekvence a kdédujici sekvence
intervenujici mezi prvnim rekombinantnim mistem a kédujici
sekvenci. Napriklad koédujici sekvence EBNA-1 (nebo néktera
jind koédujicil sekvence) miZe byt druhym otevienym <&tecim
ramcem (ORF) ve dvougenni (nebo multigenni) kazet&, kterad se
aktivuje rekombinaci. Virovy promotor pro EBV, ktery ¥idi
expresi EBNA-1 poskytuje pouze okolo 0,1% aktivity p¥Fi
srovnani s pouZitim promotoru CMV. V digenni kazeté&, v3ak

exprese druhého genu tvori 0,1% prvniho genu a 10-ti né&sobek



pozadi. V tomto pripadé EBNA-1 se bude indukovat rekombinaci.

To je nutné zvlasté v pripadech, ve kterych exprese EBNA-1
béhem propagace virovych vektorli mliZe potenciondlné pusobit v
oriP, a tak destabilizuje virus. V jiném pfipadé, kdy se oriP
replikuje pouze jednou za cyklus buiiky, je moZné za nékterych
okolnosti wvytvorit virus, ve kterém EBNA-1 neni regulovéna,
ale misto toho je fizena slabym konstitutivnim promotorem.

Ve spojeni S paralelnimi a antiparalelnimi
rekombinantnimi metodami a vektory se miZe vyuZit libovolnéa
vhodna kombinace rekombinantnich mist a rekombindz. Prvni a
druhé rekombinan¢i misto prednostné obsahuje Lox mista a
rekombindza obsahuje Cre nebo prvni a druhé rekombinantni
misto obsahuje Frt mista a rekombindza zahrnuje Flp. V jiném
pripadé rekombindza miGZe byt jiny druh rekombindz rodiny A
integraz (nebo 1libovolnych Jjinych vhodnych rekombinaz) a
rekombinanc¢i misto miZe byt odpovidajici sekvence, ve které
rekombindza pusobi. Rekombinidza se miZe do bunék zavést
libovolnym vhodnym 2zpusobem, napfriklad umisténim sekvenci
kédujici rekombindzu do =zavadéciho vektoru (napfiklad jako
kédujici sekvence nebo <cizorody gen), spole¢nd aplikace
druhého vektoru, ktery kéduje gen rekombinédzy nebo pFidanim
exogenni rekombinazy.

Preferuje se, Ze koOdujici sekvence Cre tvori kédujici
sekvenci rekombindzy Cre bakteriofdga Pl nebo rGzné mutace
této sekvence, Jjak se popisuje v literatufe (Wierzbicki et
al., J. Mol. Biol., 195, 785-794 (1987); Abremski et al., J.
Mol. Biol., 202, 59-66 (1988); Abremski et al., J. Mol.
Biol., 184, 211-20 (1988); Abremski et al., Protein
Engineering, 5, 87-91 (1992), Hoess et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., 84, 6840-6844 (1987); Sternberg et al., J. Mol. Biol.,
187, 197-212 (1986)) nebo protein Cre dodavany do bunék se
produkuje jednou z téchto sekvenci rekombinantnim zptisobem.

Mohou se pouZit dal3i mutace této kdédujici sekvence, kteréd



bude je3té izolovéana, pokud variace proteinu vzniklych =z

takovych mutaci jsou schopny umozZnit prubéh rekombinace v
misté Lox. Dale se miZe, =za uCelem zvySeni koncentrace
proteinu Cre v jadru, k sekvenci kdédujici Cre pridat signal
umisténi do jadra. Je vSak moZné zavést do bunky vektor
kédujici komplementadrni Cre nebo jiné mutantni rekombinazové
proteiny, které poskytuji rekombindzovou aktivitu pomoci
intragenni nebo intergenni komplementace. Test pro zjiSteni
funkce Cre v mistech Lox probihd podle popisu v publikaci
autor Abremski et al. (Abremski et al., J. Biolog. Chem.,
259, 1509-1514 (1984) a Sauer et al. (Sauer et al. (1990),
citace uvedena shora)).

JestliZe se hovori o rekombinaci rizené Cre/Lox, pak se
s vyhodou pouZivéd misto loxP jako Lox misto nebo se zaclenuji
rizné mutace této sekvence tak, jak se popisuje v literatutre
(Mack et al., citace uvedena shora; Hoess et al., (1986)
citace uvedena shora; Hoess et al., Biochemistry, 81, 1026-29
(1984); Hoess et al., Gene, 40, 325-329 (1985); Abremski et
al., J. Biol. Chem., 261, 391-396 (1986)). Mohou se pouZit
podobné mutované sekvence loxP, které se musi je3té izolovat,
pokud takové sekvence jsou schopny slouZit jako rekombinantni
mista pro Cre.

Prvni nebo paralelni rekombinantni metodé€ a druhé nebo
antiparalelni rekombinantni metodé se d& 1lépe porozumét na
zdkladé zde uvedenych obréazkd, zvlasté pak obrazkld ¢. 1A aZ
1C aZ obrazkd 5A azZ 5G, které =zobrazuji ruazné nazorné
provedeni paralelnich a antiparalelnich rekombinantnich
vektorl pouZitelnych v uvedenych metodach podle vynalezu.

a. Paralelni rekombinantni metoda

Paralelni rekombinantni metoda podle vynadlezu umoZnuje
vznik bud miniplazmidu nebo episomu z extrachromozomalniho
genového elementu. Zatimco miniplazmid se nereplikuje v bufice

(a tak se nepouzivd v pripadé, kdy se vyZaduje kratkodobé
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zavedeni nebo integrace sekvence) episom Jje schopny se Vv
bunice replikovat mimo genom. Episom se ziskal v ptripadé, Ze
pocCéatek replikace je pritomen v oblasti substratu
rekombinace, ktery m& kruhovou strukturu Jjako vysledek
rekombinace (jak zobrazuji obrazky 1A aZz 1C); miniplazmid se
ziskal v pripadé, Ze takovy poCatek replikace neexistuje.
Paralelni =zpusob rekombinace pak ma zv1lastni wvyuZiti v
pfipadé virovych vektor®i, které nejsou v bunkédch stabilni,
jako nasledek jejich neschopnosti se integrovat jako provirus
do genomu hostitele nebo v p¥ipadé wvird, Jjako Jjsou HSV,
jejichZ genom je béhem latentni faze v klidu. Tento zplsob se
midZe pouZit za UCelem ziskdni trvalé exprese genu, které se
dosédhne stabilizaci vektorll nesoucich cizorody gen v
hostitelskych bunkich, které nejsou typicky stabilni nebo
jsou v klidu pfi latentni fadzi a také se mlZe pouzZit pro
modulaci exprese genlu, které 7jsou neseny témito vektory.
Obécné existujl tr¥i predpoklady pro zavedeni episomil podle
této metody: (1) poCatek replikace, (2) zplUsob vystriZeni
episomu ze zavadéciho vektoru a (3) metoda zajisténi
segregace dcerinné molekuly v kaZdé bunice pfri mitdze.

Paralelni metoda rekombinace umozZnujici mistné
specifickou rekombinaci v eukaryontni bulice obsahuje (a)
kontakt bunky s vektorem, ktery obsahuje pocCatek replikace
funkéni ve sav€ich bunikdch nachéazejici se mezi prvnim a
druhym rekombinantnim mistem umisténym paralelné, tak, Ze
dochazi k internalizaci vektoru do buniky a (b) poskytnuti
bunky s mistné specifickou rekombindzou, kterd umoZiiuje
rekombinaci mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem
vektoru.

Preferovany vektor znadzornény na obrazku ¢&. 1, bud
linearni virus (to jsou virové sekvence oznaCené tedkovanym
rameCkem) nebo kruhova molekula (to j sou sekvence plazmidu

nebo viru oznacené teckovanou c¢arou), se mlZe pouZit ve



spojeni s paralelni rekombinac¢ni metodou. Vzhledem k uvahém o

zavedeni episomu uvedenym drive v textu se p¥i paralelni
rekombinac¢ni metodé a také p¥i preferované antiparalelni
rekombina¢ni metodé miZe pouZit pocatek replikace, ktery je
funkéni v savcich bunkdch (napfiklad pocatek izolovany =ze
savCich bunék nebo virovy pocatek replikace jako jsou, ale
nejsou Jjimi omezeny, pocatek replikace z Ad, HSV, EBV,
papilomaviru, viru vakcinie nebo polyomaviru). Vynalez déale
popisuje sadu vektoru, které poskytuji bud Jjednoduchy
integrovany templat, nizky nebo ztfedni pocCet episomi nebo
miniplazmidli v Jjedné bunice nebo aZ tisice episomi na jednu
bunku, prficemZ kazZzdy 2z nich miZe obsahovat ruzné kdédujici
sekvence, promotory a/nebo cizorodé geny.

VyZaduje se, aby vektory pouZivané ve spojeni s
uvedenymi metodami mély pocatek replikace, ktery zahrnuje
sekvenci latentniho replikonu EBV, oriP nebo variace této
sekvence, kterée se popisujili v literature (Middleton et al.,
citace uvedena shora; Reisman et al., citace uvedena shora).
Tato sekvence mlZe déle obsahovat odchylky na oriP sekvenci,
coZ umozZnuje, Ze takové mutované sekvence Jjsou schopny se
replikovatsamostatné na extragenni DNA (Middleton et al.,
citace uvedena shora; Reisman et al., citace uvedena shora).
AvSak v paralelnich a antiparalelnich rekombinac¢nich metodéach
pocatek replikace mlZe byt 1libovolny pocCatek replikace
schopny fungovat v 1libovolné bunice. Mezi tyto bufiky patfti
neeukaryontni bunky nebo Dbuniky Jjednobunéénych eukaryont
(napfiklad prokaryont a kvasinek) ( M. Depamphilis, Ed., DNA
Replication in Eukaryotic Cells (Cold Spring Harbor Press,
NY, 1996)).

Je nutné zminit, Ze oriP ma& ruzné biologické funkce,
které vykazuji Tfada ©pocCatkl replikace DNA, které se
charakterizovaly =z virG. Jmenovité oriP umoZhiuje Fizeni

replikace plazmidové DNA tak, Ze ty bufiky co pfeZiji nejsou



poSkozeny. Jiné pocCatky replikace nazyvané “runaway” polatky

replikace dovolujil exponencidlni rychlost replikace DNA béhem
bunéfného cyklu a mohou vést k odumfeni bunky v zavislosti na
druhu dalSiho vektoru, ktery je pritomen na vektoru. Takové
“runaway” pocCatky replikace zahrnuji, ale nejsou na né
omezeny, pocCatky replikace SV40, BK, polyomavirti, Ad a HSV-1.
Tyto ™“runaway” pocCatky replikacese mohou také prednostné
pouZzit v metodach a ve vektorech podle vynalezu a mohou se
také aplikovat za Jjinym UuCelem neZ Jje usmrceni bunék.
Samozfejmé muZe byt nutné poskytnuti dalsich kofaktort buiice,
aby pocatky replikace spréavné fungovaly.

Zvlaste pri pouziti “runaway” pocatku replikace
polyomaviru (Muller, Mol. Cell. Biol., 8, 5000-5015 (1988) a
GenBank Database Accession number J02288 nebo PLY 2CG) se pro
iniciaci replikace virové DNA vyZaduje velky virovy T
antigen. Tento protein pusobi tim, Ze se véZe na oblast
pocCatku replikace, rozmotdva DNA v této oblasti a umoZiuje
pusobeni dalSich bunéénych enzymi (jako je DNA polymeréaza).
Pri pouZiti takového pocatku replikace z polyomaviru je nurné
nejméné bunce poskytnout virovy T antigen bud jako kédujici
sekvenci (naptiklad prvni, druhou nebo Jjinou kédujici
sekvenci) nebo cizorody gen (in cis nebo 1in trans). V
nékterych pripadech vedle virového T antigenu mohou byt také
nutny dalsSi permisivni faktory napfiklad pro optimalizaci
virové replikace. PouZivany polyomavirovy polatek replikace
je pocCatek my3iho polyomaviru. Av3ak také se preferuji lidské
polatky replikace nebo z Jjinych polyomaviru. Sekvence
kbdujici tyto pocatky replikace stejné jako Jjejich variace
jsou znamy v oboru (Muller, citace uvedena shora).

Podobné, se muZe pouZit pocatek replikace, ktery dava
vzniku vicendsobnému poctu episomt v Jjedné buhfice. Napriklad
ve vektoru podle vynalezu se mnlUZe pouZit papilomavirovy

poCatek replikace (popsany Vv GenBank Database Accession



Number PAPABPV1, s kompletnim genomem BPV1 se popisuje Vv

GenBank Database Accession Number X02346, c¢asna koédujici
sekvence BPV4 se popisuje v GenBank Database Accession Number
D00146). Genomy papilomavirll se v transformovanych bunkach
udrzuji jako plazmidy s vySim pocCtem kopii. KdyZ se pouZije
takovy papilomavirovy pocatek replikace, Je nutné buillce
poskytnout virovy protein El (napriklad Jjako kédujici
sekvenci nebo cizorody gen umistény in cis nebo in trans nebo
je nutné ho dodat exogenné). V nékterych ptripadech je nutné
bunice poskytnout zdroj virového proteinu E2 pro optimalizaci
replikace. Papilomavirovy poCatek replikace, proteiny El1 a E2
jsou =znadmy v oboru a mohou se pouZit tyto sekvence nebo
jejich variace (Pirsoco et al., EMBO J., 15, 1-11 (1996),
Grossel et al., Virology, 217, 301-310 (1996) ) . Z
papilomavirovych pocatkll replikace se zvlasté preferuji
bovinni. V jiném pfipadé se z papilomaviri preferuji lidské,
ale mlZe se pouZit i jiny zdroj viru.

Zatimco tyto a jiné poclatky replikace, které zplsobuji,
Ze kruhovy element se mlZe na genomu hostitelské buiiky
autonomné replikovat, se mohou pouZit misto oriP. KdyZ se
pouZije oriP je nutné bunce dodat EBNA-1. Jako i v Jjinych
pfipadech bunécnych replikacénich proteinti, tak protein EBNA-1
se muZe dodat exogenné nebo jako kédujici sekvence in cis
nebo in trans usporadani vzhledem k oriP, stejnym zplusobem
jako se popisuje zavedeni rekombindz do buiky.

Dokonce plazmidy, které maji oriP v nepfitomnosti
proteinu EBNA-1, mohou byt stabilni v bufikdch, které jsou
infikované EBV (Lupton et al., citace uvedena shora;
Teshigawara et al., Nuc. Acids. Res., 20, 2607 (1992)),
sekvence koédujici EBNA-1 dohromady s oriP tvofi minimalni
komponenty  pro stabilni zachovani kruhového plazmidu
odvozeneho od EBV v kultivovanych butikdch, které nejsou

infikovany EBV. AvSak, Jjak Jje zde dale uvedeno, zptsob



paralelni rekombinace se miZe pouZit pro zavedeni proteinta

Rep (ale 1 Jjinych proteinll) do bunky, kde se nevyuZiva
poCatek replikace.

VystfiZeni episomu nebo miniplazmidu 2z paralelniho
rekombina¢niho plazmidu a Jjeho néaslednd recirkulizace se
uskutecni pomoci rekombina¢niho systému, ktery zahrnuje ve
vektoru prvni a druhé rekombina¢ni misto (FRS a SRS na
obrazku ¢. 1A) a mistné specifickou rekombindzu, kterd pusobi
v prvnim a druhém rekombinantnim misté a umoZiuje rekombinaci
mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem vektoru.
Pritomnost dvou rekombinantnich mist, které Jjsou umistény
paralelné na Jjednoduché molekule DNA vede k vyst¥iZeni
intervenujicich sekvenci vhodnou rekombindzou tak, Ze tvori
uzavrienou kruhovou molekulu. K déleni episomu mezi dcefinné
bunky se muZe uskutecnit aplikaci EBNA-1, ktery pravdépodobné
funguje navazanim na genom hostitelské butiky a oriP (nebo
jiny pocCatek replikace) a v podstaté protlac¢i episom do
nascenti bunky nebo protein, ktery ma stejnou funkci.

Pokud se do bunky aplikuje rekombinaza kdédovanim oriP
nebo jiného pocatku replikace, ktery je funkéni v savcich
buiikdch mezi dvéma paralelnima rekombinantnima mistama ve
vektoru, se vytvori episom. Za uUlelem vytvoreni buné&k, do
kterych se vnesl paralelni rekombina¢ni vektor s takovou
mistné specifickou rekombindzou, se paralelni rekombinadni
vektor (jako se ukazuje na obrdazku ¢&. 1A) rekombinoval mezi
prvnim a druhym rekombinan¢im mistem tak, aby tvoril episom
(Jak je ukazén na obrazku &. 1C). Miniplazmid miZe podobné
vznikat tam, kde neexistuje pocatek replikace mezi
paralelnimi rekombinac¢nimi misty. KdyZ se virovy vektor
pouziva jako néstroj pro zavedeni episomu nebo miniplazmidu,
druhy produkt rekombinace (jak se ukazuje na obrazku ¢&. 1B)
je zkraceny virus a v pfipadé, Ze se pouZije plazmid vzniké

podobné zkraceny plazmid nebo miniplazmid.



S vyvhodou vektor dale obsahuje kédujici sekvenci

rekombinazy, zvlasté kdédujici sekvenci Cre. Vektor také mizZe
prednostné obsahovat jednu nebo vice pfidanych sekvenci, jako
je prvni, druhd a/nebo t¥feti kdédujici sekvence a/nebo
pfidavna koédujici sekvence, kterd zahrnuje promotor, jako je
cizorody gen. Pak v pripadé paralelni rekombinantni metody
vektor s vyhodou obsahuje cizorody gen. V optim&lnim pripadé
tento cizorody gen se nachdzi mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, jak se znadzornuje Vv paralelnim
rekombinantnim vektoru na obrazku ¢. 1A, vysledkem je episom,
ktery nese cizorody gen (PG) jak doklada obrazek &. 1C.

Podobné vektor dale obsahuje kédujici sekvenci. Takovou
kédujici  sekvenci mlZe byt libovolnd vhodnd kédujici
sekvence, v optimdlnim pfipadé vhodnd kdédujici sekvence
proteinii EBNA-1 nebo Rep nebo jeji ruzné mutacem, které jsou
znamy a Jjsou popsany Vv literatufe (Yates et al., (1985;
Lupton et al.; citace uvedeny shora; Middleton et al.,
J.Virol., 66, 1795-1798 (1992); Levitskaya et al., citace
uvedena shora). V pripadé, Ze se pouZivaji jiné podlatky
replikace neZ oriP, vznikaji jiné replikac¢ni virové proteiny
ve formé kodujici sekvence (naptriklad velky T antigen, E1
nebo E1 a E2). Je nutné, aby kédujici sekvence se nachéazela
mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem, které obsahuje
pocCatek replikace. Vysledkem je episom, JjenZ nese kdédujici
sekvenci.

Podle uvedenych skutecnosti paralelni zplUsob rekombinace
umoZiuje pozitivné nebo negativné regulovat Jjednu kdédujici
sekvenci nebo soucasné pozitivné regulovat jednu a negativné
regulovat druhou kédujici sekvenci pomoci rekombinace.
Napriklad, jak je zobrazeno na obrazku ¢&¢. 1A, prvni kbédujici
sekvence (FCS) se naché&zi mezi prvnim a druhym rekombinantnim
mistem (FRS a SRS) a je orientovéna tak, Ze se prepisuje ve

sméru od prvniho (FRS) do druhého rekombinantiho mista (SRS).
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Na stejné molekule se mlUZe promotor (P) nachdzet mezi (FCS a
SRS tak, Ze P Jje schopny pfepsat kédujici sekvenci po sméru
transkripce SRS. V takovém pripadé se FCS neptepisSe na
nascentni mRNA d¥ive neZ probéhne rekombinace. AvSak po
rekombinaci se FCS prepi3e jako nasledek rekombinace, kdy FCS
ridi Pp.

Paralelni =zpUsob rekombinace také umoZhiuje negativni
regulaci transkripce Jjedné kédujici sekvence a soucasné
pozitivni regulaci jiné kédujici sekvence pomoci rekombinace.
JestlizZe druha kédujici sekvence (SCS) se nachéazi
bezprostredné po sméru transkripce od promotoru a Jje
operabilné s promotorem spojena tak, Ze promotor Jje schopny
pfed rekombinaci fidit expresi SCS, pak se SCS Dbude
prepisovat. Po rekombinaci se P, ktery pfed tim Fidil
transkripci SCS, umisti proti sméru transkripce FCS a pak se
pfepiSe FCS, zatimco SCS se nepfrepisSe. Je v3ak nezbytné, aby
promotor ridil pred rekombinaci expresi libovolné sekvence
umisténé po sméru transkripce. Podobné je nezbytné, aby
promotor po rekombinaci ridil expresi jiné kédujici sekvence.
Tento zplsob také umoZnuje nezavislou negativni regulaci
jedné kdéduijici  sekvence, napriklad inkorporaci SCS do
vektoru, znazornéného na obrizku &. 1A, v nepfitomnosti FCS.

Zde se ©popisuje jedno provedeni zplUsobu paralelni
rekombinace, ktera umoZnuje pozitivni regulaci kdédujici
sekvence: (a) kdébdujici sekvence se nachazi v oblasti mezi
prvnim a druhym rekombinatnim mistem, kterd zahrnuje podatek
replikace a sousedi s prvnim rekombinantim mistem tak, 3Ze
kdbdujici sekvence se orientuje zpusobem, Ze se pFrepisuje ve
sméru od prvniho ke druhému rekombinantnimu mistu, které
pokracuje skrz koédujici sekvenci, (b) kédujici sekvence neni
operabilné spojena s libovolnym promotorem a (c) promotor se
nachazi v oblasti mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem,

ktera obsahuje poCatek replikace a sousedi se zminénym druhym



rekombinantnim mistem tak, Ze promotor Jje orientovan

zpUsobem, Ze tidi prepis ve sméru od prvniho do druhého
rekombinantniho mista, které pokracuje skrz promotor. V
optimadlnim pripadé mezi prvnim rekombinantnim mistem a
kédujici sekvenci neexistuji kédujici sekvence, promotory
nebo mista terminace transkripce.

Vektor, ktery se pouZiva pro pozitivni regulaci exprese
jedné kdédujici sekvence, dale s vyhodou obsahuje druhou
kédujici sekvenci umisténou v jiné oblasti neZ je oblast mezi
prvnim a druhym rekombinantnim mistem. Tato oblast zahrnuje
zminény pocatek replikace a sousedi s druhym rekombinantnim
mistem a je operabilné spojena s promotorem. Tento zplsob
umoZiuje soucCasné pozitivni a negativni regulaci oddélenych
kédujicich sekvenci. V optimdlnim pripadé mezi promotorem a
druhou kédujici sekvenci neexistuji kdédujici  sekvence,
promotory nebo mista terminace transkribce.

V jiném provedeni zplisob paralelni rekombinace se muZe
pouZzit pro nezavislou regulaci kdédujici sekvence, pricemZ
nelze pozitivné regulovat jinou sekvenci. V této metod& se
(a) promotor nachazi v oblasti mezi prvnim a druhym
rekombinatnim mistem, kterd zahrnuje pocédtek replikace a
sousedi s druhym rekombinantnim mistem tak, Ze promotor je
orientovan zpusobem, Ze fidi prepis ve sméru od prvniho do
druhého rekombinantniho mista, které pokracduje skrz promotor
(b) Kbédujicil sekvence se nachéazi v jiné oblasti neZ je ta,
ktera se vyskytuje mezi prvnim a druhym rekombinantnim
mistem. Tato oblast obsahuje poCatek replikace a sousedi se
zminénym druhym rekombinantnim mistem tak, Ze kbébdujici
sekvence je operabilné spojena s promotorem.

Tyto dal3i metody se mohou také s vyhodou pouZit, kdyZ
vektor pro zavedeni episomu navic nese cizorody gen. Av3ak za
UCelem optimalizace produkce proteinu kbédovaného koédujici

sekvenci rekombinaci se mohou zahrnout do vektoru, ktery se
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pouzivad p¥ri zpusobu ©paralelni rekombinace, donorové a
akceptorovd mista spojeni.

Podle vyndlezu libovolny promotor (napfiklad promotor,
ktery se nasledkem rekombinace spojuje s koédujici sekvenci,
stejné jako promotor pfritomny jako soucédst cizorodého genu)
at uZ se izoluje z prirody nebo je pripraven rekombinaci DNA
nebo synteticky, se muZe pouzit k transkripci genu, pokud
promotor je schopny ridit transkripci v eukaryontni (poZaduje
se Vv savcCl) buince.

Sekvence DNA vhodné pro expresi v eukaryontnich burikdch
(to jsou “eukaryontni promotory”) se odli3uji od sekvenci,
které jsou vhodné pro expresi v prokaryontnich bunkach. V
prokaryontnich systémech nelze rozeznat nebo nejsou funkéni
eukaryontni promotory a doprovodné genové signdly a naopak v
eukaryontnich bunkach nelze rozeznat nebo nefunguji
prokaryontni ptomotory.

Porovnanim sekvenci promotorl, které Jsou funkéni v
eukaryontech, se objevily elementy s konzervativni sekvenci.
Pro eukaryontni promotory, které se prepisuji RNA polymeréazou
II, je typicky “signal TATA,” ktery je umistén v pribliZné
poloze -25, kterd se jevi byt podstatnd pro umistni pocdatku
transkripce. TATA signdl fidi RNA polymerazu, aby zacCala
pfepisovat pribliZné 30bp po sméru transkripce v savcich
systémech. TATA signédl ¢&asto funguje ve spojeni s nejméné
dvéma dalsimi sekvencemi umisténymi okolo 40bp a 110bp proti
sméru transkripce od startovaciho mista transkripce. Je
typické, Ze tzv, “CCAAT signal” slouzi jako jedna ze dvouch
upstream sekvenci. Tou druhou Jje segment bohaty na GC
(napfiklad “GC signdl” obsaZeny naptriklad v sekvenci GGGCGG
nebo v sekvencich GCCACACCC a ATGCAAAT). Homologie CCAAT muZe
leZet na rUznych retézcich DNA. Upstream promotorovy element

miZe také byt specializovanym signdlem takovym, jako jsou ty,



které se popisuji v oboru a které charakterizuji Jjisté

uspofadéani genu.

Aby doSlo k 1iniciaci transkripce, Jje TATA signadl a
sekvence proti sméru transkripce rozeznan reguladénimi
proteiny, které se vaZou na tato mista a aktivuji transkripci
tim, Ze umoZiuji RNA polymerdze II vazat segment DNA a
spravné iniciovat transkripci. Zmény bazi v TATA signalu a v
sekvencich proti sméru transkripce mohou podstatné snizit
rychlost transkripce (Myers et al., Science, 229, 242-7
(1985); McKnight et al., Science, 217, 316-324 (1982)).
Poloha a orientace téchto elementli, které Jsou relativni
jeden k druhému a k pocatec¢nimu mistu, Je dostatecnd pro
transkripci nékterych, ale ne vSech, kédujicich sekvenci.
Napriklad nékteré promotory dobfe funguji i za nepfitomnosti
libovolného TATA signalu. Podobné se muZe 1idit i poZadavek
téchto a jinych sekvenci, aby RNA polymerdza I a II nebo jina
RNA polymerédza rozeznala promotory.

Oblasti promotoru se 1isi v délce a v sekvenci a mohou
dale sousedit s jednim nebo vice misty, kde se vaZe sekvencéné
specifické DNA vazajicl proteiny a/nebo zesilovaC nebo
tlumi¢. V tomto vynédlezu se preferentné pouZivad jako promoctor
pro regulaci genu nebo kédujici sekvence promotor CMV nebo
promotor P5 (napriklad “prvni kédujici sekvence” nebo “druha
kédujici sekvence” popisované dale). Takové promotory stejné
jako Jjejich mutace Jjsou zndmy a popisuji se v literatufe
(Hennighausen et al., EMBO J., 5, 1367-1371 (1986); Lehner et
al., J. Clin. Microbiol., 29, 2494-2502 (1991); Lang et al.,
Nucleic Acids Res., 20, 3287-95 (1992); Srivastava et al., J.
Virol., 45, 555-564 (1983); Green et al., J. Virol., 36, 79-
92 (1980); Kiostio et al., citace uvedena shora). Jiné
promotory se vSak mohou také pouZit. Jsou to napfiklad Ad2
nebo Ad5 hlavnl pozdnli promotor a tripartitni vedouci

sekvence, dlouhd koncovd repetice viru Rousova sarkomu (RSV)



a jiné konstitutivni promotory, jak se popisuji v literatufe.

Napriklad se muZe pouZit promotor herpesové thymidinové
kinazy (Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 78, 144-145
(1981)), regulac¢ni sekvence genu metallothioninu (Brinster et
al., Nature, 296, 39-42 (1982)), promotorové elementy
kvasinek nebo jinych hub, jako Jje promotor Gal 4, promotor
alkoholové dehydrogenazy, promotor fosfoglycerolové kindzy a
promotor alkalické fosfatazy. Podcbné se mohou pouZit
promotory izolované z genomu savcich bunék nebo z virti, které
rostou v téchto bunkach (napfiklad Ad, SV40, CMV a podobné).

Mimo pouziti konstitutivniho promotoru se upfednostiuje
pozitivni a/nebo negativni regulace odezvy promotoru na
vhodny signéal. Napfriklad se mlZe pouZit indukovatelny
promotor, Jjako je promotor IL-8, ktery reaguje na TNF nebo
jiny citokin. Jiné priklady vhodné indukovatelné promotorové
systémy zahrnuji, ale nejsou na ne omezeny,
metallothiononovyindukovatelny promotorovy systém,
bakterialni expresivni systém lac a systém T7 polymeréazy.
Ddle se mohou pouzZzit promotory, které Jjsou selektivné
aktivovany v ruznych stadiich vyvoje (napfiklad geny globini
se prepisuji rozdilné v embryu a v dospélém jedinci). Zv1asdté
se mlZe pouzZit promotor, ktery se miZe regulovat exogennimi
faktory, jako Jsou tetracyklin nebo synteticky hormon, jako
je RU-486. Tyto promotory (a doprovodnéreguladni faktory,
které se bunkdm poskytuji stejnym zplusobem) se popisuji v
odborné literatufe (Delort et al., Human Gene Therapy, 7,
809-820 (1996); Clontech, CLONTECHniques, “Tee-Off™ and Tet-
on™ Gene Expression Systems and-Cell Lines”, Volume XI, No.
3, 2-5 (July 1996)).

Jina otazka Jje pouZiti tkanové specifického promotoru
(to je promotor, ktery se preferen¢né aktivuje v danné tkani
a vysledkem je exprese produktu genu v tkani, kde je promotor

aktivovan), napfiklad na hepatocyty specificky promotor
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albuminu nebo o;-antitrypsin (Frain et al., Mol. Cell. Biol.
10: 991-999 (1990); Ciliberto et al., Cell 41: 531-540
(1985); Pinkert et al., Genes and Devel., 1, 268-276 (1987);
Kelsey et al., Genes and Devel., 1, 161-171 (1987)), #fidici
oblast genu elastazy I, kterd je aktivni v pankreatickych
acinarnich bunkach (Swift et al., Cell, 38, 639-646 (1984);
Macbhonald, Hepatology, 7, 425-515 (1987)), ridici oblast genu
inzulinu, kterd 3je aktivni v pankreatickych beta bunkéach
(Hanahan, Nature, 315, 115-122 (1985)}), fidici oblast viru
nadoru prsni Zlazy u my$i, kterd je aktivni testikulérnich,
prsnich, lymfoidnich a Zirnych bufikdch (Leder et al., Cell,
45, 485-495 (1986)), tidici oblast genu zakladniho proteinu
myelinu, kterd Jje aktivni v oligodendrocytech v mozku
(Readhead et al., Cell, 48, 703-712 (1987)) a ridici oblast
genu uvolnujiciho gonadotropni hormon, kterda je aktivni v
hypothalamu (Mason et al., Science, 234, 1372-1378 (1986)).
Do vektoru se muZe pouZit nadorové specificky promotor, jako
je karcinoembryonicky antigen u karcinomu tlustého stfeva
(Schrewe et al., Mol. Cell. Biol. 10: 2738-2748 (1990)).
Podle vyndlezu se mlZe mutagenezi zménit libovolny promotor,
pokud mad pozZadovanou vazebnou schopnost a silu.

Nyni je znamo, Ze indukovatelnd aktivita se miZe =ziskat
fuzi domény receptoru hormonu, kterd véZe ligand C-konce, s
k6dujici sekvenci urd&itého proteinu (Kellendock et al.,
Nucleic Acids Res., 24, 1404-1411 (1996); Metzer et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., 92, 6991-6995 (1995)). Tento pF¥istup
je vyhodny, kdyZz se pouZije pfi tvorbé fuze rekombinaz, coZ
umoZnuje, aby rekombinace moZnost byla indukovdna a byla
fizena exogeni latkou, kterd védZe steroidni receptor. Av3ak
zpusob s vyhodou ©pouzivd libovolnou kédujici  sekvenci
(napfiklad prvni a druhou kédujici sekvenci) podle vynalezu
a/nebo libovolny cizorody gen. 2Zv1asté zpusob se prednostné

pouZziva s pcuzitim domény vazajici ligand (napriklad doména



vazajici hormon)hormonového receptoru, ktery je schopny véazat

exogenni, ale ne prirozené se vyskytujici, steroid. Napfiklad
se miZe pouzit doména vazajici ligand mutantniho hormonového
progesteronového receptoru (hPR891), kterd odpovidéd za nizkou
hladinu syntetického steroidu, 3jako Jje RU-486, ale ne za
endogenni steroid (Kellendock et al., citace uvedena shora).
V Jjiném pripadé domény vazajici ligand z receptoru estrogenu,
glikokortikoidu a androgenu se mohou fuzovat s rekombindzou
nebo s jinymi kdédujicicmi sekvencemi. Aby aktivita rekombinéaz
nebo jiného proteinu kdédovaného kdédujici sekvenci podle
vynadlezu byla zavislad na ligandu, bud vytvorenim translacnich
fuzi, které vedou ke vzniku chimerického proteinu, nebo
pomoci transkripénich fuzi, které umoZnuji Fizeni genu
exogenni 1latkou, se pouZivaji podobné pristupy popsané v
odborné literatufe. Av3ak specifické proteiny, Jjako IJje
rapamycin, umozZnuji navazani proteinu, kterd se normalné
ignoruji, coz je jesSté dalsi uroven trizeni systémi (Balter et
al., Science, 273, 183 (1996); Choi et al., Science, 273,
239-242 (1996)).

V neékterych pripadech pocéatky, které se pouZivaji pfi
autonomni replikaci vektorl mohou také zahrnovat sekvence,
které funguji jako promotory (napfiklad zplsobuji uzké
propojeni replikace a transkripce DNA). PocCatek replikace
polyomaviru obsahuje konstitutivni promotor, ktery se mluZe
pouZit napriklad pri Ffizeni exprese cizorodého genu. Podobné
poCatek replikace hovéziho papilomaviru obsahuje promotor,
ktery se 1indukoval papilomavirovym proteinem E2. Tento
pocatek se muZe potenciondlné pouZit ve smyslu genu, ktery je
ve vektoru podle vynalezu. Podobné pocdtek replikace EBV
obsahuje repetice, které plsobi jako zesilova& v pFitomnosti
proteinu EBNA-1. Tyto repetice se mohou pouZit napriklad pro
pozitivni regulaci exprese genu pri rekombinaci

zprostredkovanou pozitivni regulaci proteinu EBNA-1.



Odbornikovi Jje Jasné, Ze ruzné genetické signaly a

zpracovani ridi mnozstvi nukleovych kyselin a
proteint/peptidli v buice. Jsou to naptriklad transkripce,
translace mRNA a posttranskripc¢ni upravy. Transkripce DNA na
RNA vyZaduje funk&ni promotor. Uroven transkripce se reguluje
uc¢innosti se, kterou RNA polymerdza muZe rozeznat, iniciovat
a ukonc¢it transkripci na zéakladé specifickych signalu. Tyto
kroky stejné jako elongace nascentni mRNA a jiné stupné jsou
vSechny ovliviovany fadou jinych komponentu, které jsou také
pritomny v bunce, napfiklad jinymi proteiny, které mohou byt
transkripéniho procesu, koncentraci ribonukleotidl pfitomnych
v bunce a podobné.

Exprese proteinu Jje také zavisla na hladiné transkripce
RNA, kterd se reguluje signadly DNA a mnoZstvim templatu DNA.
Podobné translace mRNA vyZaduje nejméné iniciac¢ni kodon
(pfednostné AUG iniciac¢ni kodon), ktery se obvykle nachéazi
mezi 10 aZ 100 nukleotidem 5" -konce message. Ukazalo se, Ze
sekvence, které lemuji AUG iniciac¢ni kodon, ovliviiuji jeho
rozeznavani eukaryontnimi rybozomy tim, Ze se pfizpasobi
perfektni kozakové sekvenci, coz vede k optimalni translaci (
Kozak, J. Molec. Biol., 196, 947-950 (1987)). Usp&3na exprese
sekvence cizl nukleové kyseliny v bunce miuZe vyZadovat post-
translaéni modifikaci vysledného proteinu/peptidu. Produkce
rekombinantniho proteinu nebo peptidu miZe byt ovlivnéna
ucinnosti, se kterou se DNA prepisuje na mRNA, ucinnosti, se
kterou se mRNA prekladdd na protein a schopnosti buiiky provést
post-translaéni modifikace. Toto jsou vSechny faktory, které
odbornik zné, a je schopen manipulaci za pouZiti standardnich
metod za ucelem dosaZeni poZadovaného konec¢ného vysledku.

Za ucCelem optimalizace produkce proteinu rekombinaci se
s vyhodou pouZije vektor pro pozitivni a negativni regulaci
oddélenych kédujicich sekvenci, ktery dale obsahuje: (a)

akceptorové misto spojeni, které se nachazi mezi prvnim
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rekombinantnim mistem a kédujici sekvenci v oblasti mezi
prvnim a druhym rekombinantnim mistem, kterd zahrnuje pocCatek
replikace, (b) donorové misto spojeni, které se nachadzi mezi
promotorem a druhym rekombinantnim mistem v oblasti mezi
prvnim a druhym rekombinantnim mistem, kterad zahrnuje pocCatek
replikace, a (c) akceptorové misto spojeni, které se nachazi
mezi druhym rekombinantnim mistem a druhou kédujici sekvenci
v oblasti jiné neZ je ta, kterd zahrnuje oblast mezi prvnim a
druhym rekombinantnim mistem, jeZ zahrnuje pocCatek replikace.

Odbornik také vi, Ze imunitni odezva na jisté imunogenni
proteiny muZe vést ke sniZeni mnoZstvi proteinu in vivo.
Protein Cre je priklad takového proteinu, proti kterému se
miZe vzniknout imunitni odezva. Protein EBV EBNA-1 U&inné
unika detekci imunnim systémem. Vyndlez také popisuje zplsob
poskytnuti Cre nebo jinych podobnych imunogennich proteinu,
které se pouZivajl v kontextu vynédlezu a které Jsou
rozpoznatelné imunnim systémem. Jde o zpusob, kterym se
umistl kopile repetice glycin-alanin proteinu EBNA-1 (nebo
jeho konzervativnich variaci) do C- nebo N-konce proteinu.
Takové zavedeni probéhne na urovni DNA v kédujici sekvenci
(naptriklad prvni nebo druhd kédujici sekvence nebo cizorody
gen). Repetice glycin-alanin jsou znamy v oboru (Yates et
al., citace uvedena shora; Lupton et al., citace uvedena
shora; Levitskaya et al., citace uvedena shora). Toto
probéhne zavedenim sekvence nukleové kyseliny repetice
glycin-alanin (nebo jejich variant) bud do 5 - nebo do 3°-
konce kdédujici sekvence. Tento pristup se d&d pouZit dohromady
s doménou vazajici ligand. Jak ukazuje obrazek ¢&. 2A-2F,
repetice glycin-alanin (Gly Ala) se mohou pouZit v rtznych
mistech vis-a-vis koédujici sekvence (CS) a domény vazajici
ligand (HBD), v pfripadé je-1li pfitomna.

Zpusob paralelni rekombinace se muZe pouZit pro do&asnou

regulaci genu a kédujicich sekvenci. Naptfiklad prvni kédujici




sekvence miZe byt kédujici sekvence proteinil Rep a EBNA-1.

Také druhd kédujici sekvence miZe obsahovat kédujici sekvenci
pro Cre nebo Flp. Prvni nebo druhd (nebo Jjin&) koédujici
sekvence muZe obsahovat bud kédujici sekvence proteinu EBNA-
l, Rep, Flp, Cre, velky T antigen, El nebo E2.

Za ucCelem dosaZenl doCasné exprese koéddujici sekvence
rekombinazy se mizZe také pouzit regulace zplisobena
rekombinaci. Kédujici sekvence rekombindzy se miZe nachéazet
v poloze SCS, jak ukazuje obrazek ¢. 1A. Po néasledujicim
vystfiZeni episomu rekombindza se nebude v hostitelské builice
dédle produkovat. Tento pristup Jje vvhodny v tom, Ze po
vytvoreni episomu se neobjevi aktivita rekombinazy. To
redukuje moZnost reintegrace episomu nebo multimerizace
zpUsobené intermolekuldrni rekombinaci.

Kédujici sekvence proteinu EBNA-1 se nachézi v poloze
FCS, coz znédzornuje obrazek ¢. 1A. To umoZnuje regulaci
exprese kobdujicil sekvence proteinu EBNA-1, kterd je vyhodna,
protoZe replikace oriP in cis béhem produkce viru
zprostredkované proteinem EBNA-1 (to Jje v pripadé, kdyZ se
virus pouZije Jjako vektor pro zavedeni episomu) maZe vést v
neékterych pripadech k neZadouci destabilité genomu a ke
sniZenl vytézZku. JestliZe koédujicl sekvence proteinu EBNA-1
je jako FCS, pak jeji exprese se vyskytne pouze po vyst¥iZeni
episomu.

Produkce proteinu EBNA-1 nebo libovolného proteinu
kédovaného kodujici sekvenci, JjejiZ transkripce Jje ¥izena
promotorem P (to je FCS nebo SCS), se miZe maximalizovat
umisténim SRS dovnitf¥ intronu. To vyluduje moZnost iniciace
libovolnych néahodnych kodonu pfitomnych v SRS a podobné
vylucuje tvorbu libovolnych fuznich proteini. Tento zplsob se
miZe uskutec¢nit Jak ukazuje obrazek @&. 1A umisténim
akceptorovych mist spojeni (SA) mezi FRS a FCS a mezi SRS a

SCS a také umisténim donorovych mist spojeni (SD) mezi P a
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SRS. Produkce proteinu kbddovanad FCS, SCS nebo TG se muZe
podobné mmaximalizovat umisténim  polyadenylacénich mist
bezprostfedné po sméru transkripce kéduiicich oblasti téchto
sekvenci.

Pristup, ktery se pouziva pro tizeni exprese proteinu
EBNA-1, se muZe podobné pouZit ve smyslu tizeni transkripce a
nasledné translace proteinu Rep z AAV. Dolasnad exprese a sila
exprese genu Rep Jje prisné requlovadna, aby nedo3lo ke dvéma
potencionalnim problémim. Podobné Fjako u proteinu EBNA-1,
pritomnost proteinu Rep v hostitelské burnice béhem produkce
viru miZe zpUusobit nestabilitu viru a sniZit vytéZky, kdyZ se
virus pouZije Jjako vektor pro zavedeni episomu. Nadmérna
exprese genu Rep je cytotoxickd k buikdm a miZe vyvolat
imunni odezvu. Tyto potencionalni problémy se mohou obejit
kldénovanim sekvence kédujici protein Rep do polohy FCS, coZ
je znazornéno na obrazku ¢. 1A. Klénovani zajisti, Ze nedojde
expresi genu proteinu Rep béhem produkce viru. Po infekci a
zavedenl rekombindzy do bunék obsahujici vektor koédujici

protein Rep (naprfiklad bud tak, Ze sekvence klddujici

rekombinazu Jje na stejném vektoru, pravdépodobné Jjako SCS
nebo na vektoru, s kterym jsou spoledné aplikovany) se objevi
replikace, pricemZ se P dostane do polohy proti sméru
transkripce sekvence kdédujici protein Rep a sekvence kédujici
protein Rep se fidi promotorem P. Promotor PS5, ktery Jje
pfirozenym promotorem pro gen proteinu Rep, se miZe pouZit
jako P, protoZe tento promotor miZe fidit vhodnou silu
eXprese genu Rep, aby umoZnul proteinem Rep zprost¥fedkovanou
genomovou integraci bez cytotoxickych w&¢inkl nebo vyvolani
imunitni odezvy.

Sekvence lemované jednou nebo vice ITR AAV jsou s
vyhodou integrovany do lidského chromozomu 19 v p¥ipadé&, Ze
jsou pritomny proteiny Rep. V jednom provedeni podle vynélezu

kédujici sekvence je kodujici sekvence proteinu Rep. Vektor
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e s vyhodou obsahuje jeden nebo vice (napfiklad prvni nebo
~druhou) ITR adeno-asociovaného viru. Zpusob podle vynalezu
mbZe pouZit Ffadu umisténi ITR AAV pokud Jsou lokace
nezavislé. Preferuje se, aby Jjedna nebo vice ITR AAV se
nachazely v oblasti mezi prvnim a druhym rekombinalnim
mistem, kterd zahrnuje poCatek replikace. Jedna nebo vice ITR
se v3ak také mohou nachézet v oblasti jiné neZ je oblast mezi
prvnim a druhym rekombinantnim mistem, kterd obsahuje pocdatek
replikace. Umisténi Jjedné nebo vice ITR AAV tak, Ze
bezprostfedné lemuje cizorody gen umoZni integraci tohoto
genu do jiného genetického mista. Je také moZné umistit Jjednu
nebo vice ITR AAV tak, Ze proteiny Rep jsou inaktivovany.
Napfiklad jedna nebo vice ITR AAV se muZe umistit mezi FCS
kédujici Rep a downstream polyadenylacéni misto. V tomto
ptipadé proteinem Rep zprost¥fedkovana rekombinace
episomalnich sekvenci do jiného genetického mista by mohla
oddé&lit kédujici sekvenci od polyadenylaéniho mista a tak
zrudit aktivitu Rep, protoZe transkripty se v eukaryontnich
bufikdch rychle degradovaly, pfrinejmenSim se polyadenylovaly.
Podobné se mohou Jjiné geny regulovat, aktivovat nebo
inaktivovat za pouZiti zplUsobu paralelni rekombinace podle
vynalezu.

V jiném pfipadé se proteiny Rep mohou do bufiky zavést
kédované na miniplazmidu, ktery vznikl zpusobem paralelni
rekombinace. Tento pfistup zahrnuje vytvofenli miniplazmidu,
na kterém je obsaZena sekvence kédujici protein Rep nebo jiny
protein. Tento miniplazmid se d& vytvorit pouZitim vektoru,
ktery obsahuje zminénou sekvenci, umisténou mezi dvéma p¥imo
opakovanyma rekombinantnima mistama, kde neexistuje poclatek
replikace, ktery se podobné nachdzi mezi rekombinantnimi
misty.

Zpusob, ktery bulice poskytuje proteiny Rep zahrnuje: (a)

kontakt bunék s vektorem, ktery obsahuje sekvenci kédujici
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protein Rep nachazejici se mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, které jsou umistény paralelné, tak, Ze
vektor se do bufiky internalizuje; (b) poskytnuti bunky s
mistné specifickou rekombindzou, kterd vykonava rekombinaci
mezli prvnim a druhym rekompbinainim mistem vektoru. V
optimélnim p¥ipadé sekvence koédujici Rep Jje operabilné
spojena s promotorem uvnit¥ vektoru nebo Jje nasledkem
rekombinace operabilné spojena s promotorem ve vektoru.

Tato metoda se s vyhodou provadi v priipadech: (a)
sekvence kédujici protein Rep sousedi s prvnim rekombinatnim
mistem tak, Ze kédujici sekvence se orientuje zplUsobem, Ze se
pfepisuje ve sméru od prvniho ke druhému rekombinantnimu
mistu, které pokracuje skrz kédujici sekvenci, (b) kdédujici
sekvence neni operabilné spojena s libovolnym promotorem a
(c) promotor se nachazi v oblasti mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, ktera obsahuje kdédujici sekvenci a
sousedl se zminénym druhym rekombinantnim mistem tak, Ze
promotor je orientovan zpuUsobem, Ze ridi pfepis ve sméru od
prvniho do druhého rekombinantniho mista, které pokracuje
skrz kédujici sekvenci.

Vektor, ktery se s vyhodou také pouzivad pro zavedeni
proteinii Rep, dale obsahuje prvnl a druhou ITR adeno-
asociovaného viru. V optimalnim pripadé jedna nebo vice ITR
se nachézeji v oblastli mezi prvnim a druhym rekombinantnim
mistem, ktery =zahrnuje koédujici sekvenci. V jiném pripadé
jedna nebo vice ITR se nachazi v oblasti jiné neZ je oblast
mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem, kterd zahrnuje
pocatek replikace.

Nékteré z téchto provedeni zpusobu paralelni rekombinace
jsou zobrazeny na obrazcich &. 3R aZ 3X. Zvlasté obrazek &.
3A znazornuje zpusob podle vynédlezu, kde se do bunky zavede
vektor obsahujici paralelni rekombinanéni mista (FRS a SRS) a

poCatcl replikace umistény mezi témito misty. Rekombinaza se
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s vyhodou také zavadi do bunky bud in cis nebo in trans.
Vektor (bud linearni nebo kruhovy), ktery se v této metodé
pouZiva, s vyhodou obsahuje kédujici sekvenci (CS), ktera se
nachdzi na libovolném misté vektoru (obréazek ¢&. 3B), v
oblasti mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem, ktera
obsahuje ori (obrazek ¢&. 3C) nebo v oblasti jiné neZ Je
oblast mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem (obréazek ¢.
3D). Vektor déle s vyhodou muZe obsahovat jednu nebo vice ITR
umisténych libovolné& na vektoru (obrazek ¢. 3E) a/nebo muZe
obsahovat Jjeden nebo vice cizorodych genu (PG; obrazek Cc.
3F) .

KdyZ se promotor nachazi v oblasti mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, ktera obsahuje poCatek replikace, muZe
se pro negativni regulaci kédujicil sekvence (obrazek ¢. 3G),
pro pozitivniragulaci kédujici sekvence (obrazek ¢. 3H) nebo
pro soucasnou pozitivni regulaci prvni kédujici sekvence (CS)
a negativni regulaci druhé kodujici sekvence (SCS; obrazek ¢.
31) pouzit Zpusob paralelni rekombinace. Za ucelem
optimalizovat produkci proteinu (obrézek ¢. 3J) se miZe do
vektoru inkorporovat jedno nebo vice donorovych (SD) a/nebo
akceptorovych (SA).

Regulace genové exprese, kterd se provadl rekombinaci,
se muZe podobné uskutecnit pouzitim vektoru, ktery mé
promotor umistény v oblasti jiné neZ je oblast obsahujici ori
mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem. Takovy vektor se
miZe pouZit pfi pozitivni regulaci kdédujici sekvence (obréazek
&. 3K) nebo pfi souCasné pozitivni regulaci prvni kdédujici
sekvence a negativni regulaci druhé kédujici sekvence
(obrazek &. 3L), pricemZ tyto regulace probihaji rekombinaci.
Zpusob paralelni rekombinace se také miZe pouZit spolecné s
druhym promotorem (SP) za ucCelem soucCasné pozitivni regulace

prvni kodujicl sekvence rekombinacl (obrazek ¢. 3M).




Treti koédujici sekvence se mlZe vnést do vektoru mezi

prvni promotor a prvni rekombinantni misto (obrézek ¢&. 3N).
Zvlaste, kdyZ treti koédujici sekvence se orientuje stejnym
smérem jako prvni promotor (obrazek ¢&. 3N), digenni message
se miuZe vytvorit rekombinaci (napfriklad kdyZ interni vstupni
misto ribozomu je vhodné umisténé ve vektoru). JestliZe Jje
treti koédujici sekvence orientovadna opalnym smérem jak prvni
promotor (obrazek ¢&. 3N), pak treti kédujici sekvence se
negativné reguluje rekombinaci, zatimco prvni kédujici
sekvence se reguluje pozitivné (napfiklad v optimdlnim
ptipadé, kdyZ donorovd a akceptorovd mista spojeni Jjsou
vhodné umisténé na vektoru).

Zvlasté zpusob paralelni rekombinace Jje vhodny zpusob
zavadéjicl protein Rep do bunék, naptriklad gen proteinu Rep
maZze byt zpocadtku utlumeny a je pozitivné regulovan
rekombinaci (obrazek ¢. 30). Zde, jako 1 v jinych provedenich
vektor muZe dale nést jednu nebo vice ITR, které Jsou
umistény na libovolném misté vektoru (obrazek &. 30), v
oblasti mezi rekombinantnimi misty, kterd nese ori (obrazek
¢. 3P) nebo mimo zminénou oblast obsahujici ori (obréazek ¢.
3Q) .

Zplsob paralelni rekombinace také miZe probihat za
pouziti vektoru, ktery neobsahuje pocCatek replikace mezi
prvnim a druhym rakombinantnim mistem (obrazek &. 3R). Tato
metoda se da pouzit za uUcfelem zavedeni proteinu Rep do buiky
bud Jjako <cizorody gen nebo kédujici sekvence, kterda Jje
pritomna na minikruhu vytvo¥eném rekombinaci (obrazek &. 3S).
Takovy vektor dale mlZe obsahovat jinou kédujici sekvenci ,
kterd se pozitivné reguluje rekombinaci (obrazek &. 3T). Jako
pfi pouZiti vektoru obsahujici ori, tak za ucelem pozitivni
regulace kédujici sekvence (obrazek ¢. 30), soucCasné
pozitivni reqgulace prvni kédujici sekvence a negativni

regulace druhé kodujici sekvence (obrazek &. 3V) a pozitivni



46

regulace prvni i druhé koédujici sekvence (obrazek ¢&. 3W)
rekombinaci, Jje moZné pouzit vektor, ktery nemé& pocéatek
replikace. Toto provedeni se muZe také aplikovat s pouZitim
t¥eti koédujici sekvence (obrazek ¢. 3X). Podle vynélezu
libovolnad koédujici sekvence(to Jje prvni, druhd nebo tfeti)
a/nebo cizorody gen muZe koédovat ekvence koéddujici EBNA-1,
Rep, Flp, Cre, velky T antigen, E1 a E2. Dal3i variace metody

jsou odbornikovi zrejmé.

b) zpusob antiparalelni rekombinace

ZplUsob antiparalelni rekombinace je podobny zplsobu
paralelni rekombinace v tom, Ze probihd na zékladé mistné
specifické rekombinace provedené vhodnym rekombinacnim
systémem, jako je s vyhodou systém Cre/Lox faga P1,
kvasinkovy Flp/Frt systém nebo Jjiné vhodné rekombinantni
systémy. Na rozdil od zpusobu paralelni rekombinace v3ak
antiparalelni rekombinace zahrnuje vektor s prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, které se nachazi v antiparalelni
orientaci na stejné molekule DNA. Toto o0dli3né umisténi
rekombinatnich mist vede k inverzi intervenujici sekvence pfti
aplikaci rekombindzy misto vystrfiZeni  episomu. Zpusob
antiparalelni rekombinace se miZe pouZit k modulaci exprese
genu napriklad pro pozitivni nebo negativni regulaci jedné
kébdujici sekvence nebo pro soucasnou pozitivni regulaci jedné
a negativni regulaci jiné kédujici sekvence pomoci
rekombinace.

ZpUsob antiparalelni rekombinace umoZiujici mistné
specifickou rekombinaci v bunce zahrnuje: (a) kontakt bunky s
vektorem tal, Ze vektor vstupuje do butiky, pricemZ vektor
obsahuje (1) promotor umistény mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem v antiparalelnich orientacich a
lemujici druhé rekombinantni misto tak, Ze promotor se

orientuje na fizeni transkripce ve sméru od prvniho
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rekombinantniho mista do druhého rekombinantniho mista, které
pokracuje pres promotor a (ii) kédujici sekvenci umisténou v
oblasti jiné nezZ je oblast mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, které zahrnuje promotor a sousedi s
prvnim rekombinantnim mistem tak, Ze kbédujici sekvence je
rientovana zplUsobem, Ze se prepisuje opacnym smérem ze Sméru
prvniho rekombinantniho mista do druhého rekombinantniho
mista, které pokraduje pres promotor, kde kédujici sekvence
je operabilné spojena s libovolnym promotorem; a (b)
poskytnuti bufiky s mistné specifickourekombindzou, kterd
umozZiuje rekombinaci mezi prvnim a druhym rekombinantnim
mistem ve vektoru. Upfednostﬁuje se, aby se mezi prvnim
rekombinantnim mistem a kédujici sekvenci nevyskytovala Zadna
kédujici sekvence, promotory nebo terminac¢ni mista
transkripce.

Tento zpusob s vyhodou zahrnuje druhou kédujici sekvenci
umisténou v oblasti jiné neZ je oblast mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, kterd obsahuje promotor a sousedi s
druhym rekombinantnim mistem a kterd je operabilné spojena s
promotorem. V optimdlnim pripadé se zde nevyskytuji Zadné
kédujici sekvence, promotory nebo transkripcéni terminacni
mista umisténd mezipromotorem a druhou kédujici sekvenci.

AvSak spusob antiparalelni rekombinace se také muZe
pouZzit pro negativni regulaci jedné kédujici sekvence, aniz
dochazi k regulaci 3Jjiné kédujici sekvence. Tato metoda
zahrnuje: (a) kontakt bunky s vektorem tak, Ze vektor
vstupuje do bunky, pficemZz vektor obsahuje (i) promotor
umistény mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem v
antiparalelnich orientacich a lemujici druhé rekombinantni
misto tak, Ze promotor se orientuje na Ffizeni transkripce ve
Smeru od prvniho rekombinantniho mista do druhého
rekombinantniho mista pokracujici pfes promotor a (ii)

kédujici sekvenci umisténou v oblasti jiné neZ je oblast mezi
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prvnim a druhym rekombinantnim mistem, které zahrnuje
promotor a sousedi s prvnim rekombinantnim mistem tak, Ze
kédujici sekvence Jje operabilné spojena s libovolnym
promotorem; a (b) poskytnuti bunky s mistné specifickou
rekombinédzou, kterd umoznuje rekombinaci mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem ve vektoru. Upfrednostiuje se, aby se
mezi prvnim rekombinantnim mistem a kdédujici sekvenci
nevyskytovala Zadna kébdujici sekvence, promotory  nebo
terminac¢ni mista transkripce.

Tento zpusob dale s vvhodou zahrnuje druhou kédujicit
sekvenci umisténou v oblasti jiné neZ je oblast mezi prvnim a
druhym rekombinantnim mistem, kterd obsahuje promotor a
sousedi s druhym rekombinantnim mistem a kterd je operabilné
spojena s promotorem. V optimalnim p¥ipadé se zde nevyskytuji
Zadné kédujici sekvence, promotory  nebo transkripéni
terminac¢ni mista umisténd mezi promotorem a druhou kédujici
sekvenci.

Zpusob antiparalelni rekombinace se mlZe také pouzZit
pfi negativni regulaci Jjedné kédujici sekvence, pricem?Z
nedochazé k pozitivni requlaci jiné kédujici sekvence. Tato
metoda zahrnuje: (a) kontakt bunky s vektorem tak, Ze vektor
vstupuje do bunky, pricemZz vektor obsahuje (i) promotor
umistény mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem v
antiparalelnich orientacich a lemujici druhé rekombinantni
misto tak, Ze promotor se orientuje na ¥izeni transkripce ve
sméru od prvniho rekombinantniho mista do druhého
rekombinantniho mista pokradujici pfes promotor a (ii)
kébdujici sekvenci umisténou v oblasti jiné neZ je oblast mezi
prvnim a druhym rekombinantnim mistem, které zahrnuje
promotor a sousedl s prvnim rekombinantnim mistem tak, Ze
kédujici  sekvence je operabilné spojena s libovolnym
promotorem; a (b) poskytnuti butiky s mistné& specifickou

rekombinazou, kterda umoZnuje rekombinaci mezi prvnim a druhym.
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rekombinantnim mistem ve vektoru. V optimdlnim pFfipad& mezi
promotorem a koédujicil sekvenci se nevyskytuje Zadna koédujici
sekvence, promotory nebo terminac¢ni mista transkripce
intervenujici nasledujici rekombinaci.

Libovolné vektory pouZivané ©pro ©pozitivni a/nebo
negativni regulaci kbédujici sekvence mohou s vyhodou déale
obsahovat cizorody gen a/nebo kédujici sekvenci genu bud Rep,
EBNA-1, Cre nebo Flp. Stejné Jjako u zplsobu paralelni
rekombinace libovolnad kdédujici sekvence (napfiklad prvni,
druha nebo jina koédujici sekvence) a/nebo cizorody gen miZe
obsahovat kodujici sekvence EBNA-1, Rep, Flp, Cre, velky T
antigen, El1 nebo E2.

Pro optimalizaci produkce proteinu néasledujici po
rekombinacli se muZe pouZit vektor pro soucasnou pozitivni a
negativni regulaci oddélenych kédujicich sekvenci, ktery
zahrnuje (a) akceptorové misto spojeniumisténé mezi prvnim
rekombinantnim mistem a kédujici sekvenci v oblasti jiné neZ
je oblast, kterada zahrnuje oblast mezi prvnim a druhym
rekombinantim mistem, kterad obsahuje promotor, a (b) donorové
misto spojeni umisténé mezi promotorem a druhym
rekombinantnim mistem v oblasti mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, kterda =zahrnuje promotor, a (c)
akceptorové misto umisténé mezi druhym rekombinantnim mistem
a druhou kédujici sekvenci v oblasti Jjiné neZ Jje oblast
zahrnujici oblast mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem,
kteréd zahrnuje promotor.

Obrazek ¢. 4 zobrazuje preferovany vektor pro pouZiti ve
spojeni se zpusobem antiparalelni rekombinace. Jak ukazuje
obrazek ¢. 4 antiparalelni rekombinac¢ni vektor obsahuje prvni
kédujici sekvenci (FCS) sousedici s prvnim rekombinantim
mistem (FRS) tak, Ze FCS se orientuje =zplsobem, Ze se
prepisuje v opaéném sméru od prvniho rekombinantniho mista

(FRS) do druhého rekombinantniho mista (SRS) . FCS se
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neprepisuje , protoZe neni operabilné spojen s libovolnym
upstream promotorem. Druha kédujici sekvence (SCS) sousedi s
druhym rekombinantnim mistem (SRS) a je orientovéana zpUsobem,
7e se prepisuje ve smé&ru od prvniho rekombinantniho mista
(FRS) do druhého rekombinantniho mista (SRS).

Neni treba, aby SCS byla nezbytné pritomna, nap¥fiklad v
pfipadé kde exprese Jjedné kdéddujici sekvence Jje pozitivné
regulovana, ale Jin& kdédujici sekvence neni rekombinaci
regulovana negativné. Av3ak, kdyZ je pfritomna SCS, prepisuje
se pfinejmensim v pocatku, protoZe je operabilné spojena s
promotorem (P) umisténym mezi prvnim a druhym rekombinantnim
mistem (FRS a SRS). Podobné neni nutné, aby byla pfitomna
FCS, napfiklad v pripadé, kde exprese koédujici sekvence se
pozitivné reguluje, ale jina kdédujici sekvence neni pozitivné
regulovéana rekombinaci. AvSak kdyZ existuje FCS, prfepisuje se
nasledujici rekombinaci, kterd umisti promotor proti sméru
transkripce FCS.

Pred aplikaci rekombinazy do bunky obsahujici vektor se
SCS narozdil od FCS prepisuje. Nésleduje aplikace
rekombinéazy, rekombinace umisti promotor proti sméru
transkripce FCS a FCS se prepisuje, zatimce SCS ne.
Upfednostiiuje se, aby mezi FCS a FRS ani mezi SCS a SRS
nebyly koédujici sekvence, promotory nebo terminac¢ni mista
transkripce.

Za UCelem maximalizace genové exprese a produkce
proteinu se mezi FCS a FRS a mezi SCS a SRS mohou umistit
akceptorovd mista spojeni. Donorova mista spojeni (SD) se
mohou umistit mezi P a SRS. Podobné polyadenylacni mista se
mohou vnést do nasledujici kédujicich sekvenci FCS a SCS.

Pri takovém zplUsobu rekombinace mliZze SCS kbédovat
sekvenci koédujici rekombinazu a FCS miZe kdbébdovat sekvenci
kébdujici protein Rep nebo EBNA-1. Antiparalelni rekombinantni

vektor zobrazeny na obrazku ¢. 4 a jeho variace se mohou
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podobné& pouZit pro Jjiné geny naptiklad pro geny, které
vyZaduji spravnou docCasnou expresi, Jjako Jsou vyvojové
regulované geny nebo pro geny, jejichZ exprese se musi prisné
ridit, jako jsou ty kédujici toxické nebo Skodlivé proteiny.

V souladu se zpusobem antiparalelni rekombinace je také
moZné pozitivné a/nebo negativné regulovat kédujici sekvenci
(jako Jje naptiklad kédujici sekvence proteinu Rep, EBNA-1
nebo rekombinaza) umnisténim kébdujici sekvence mezi
rekombinantni mista a umisténi Jjednoho nebo vice promotoru
vné rekombinantni mista. Jedno provedeni zpusobu, které
umozZnuje pozitivni regulaci, obsahuje: (a) kontakt bunky s
vektorem tak, Ze vektor vstupuje do bunky, pricemZ vektor
obsahuije (1) kédujici sekvenci umisténou mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem v antiparalelnich orientacich a
lemujici druhé rekombinantni misto tak, Ze kédujici sekvence
se orientuje aby se prepsala v opac¢ném sméru ze sméru
prvniho rekombinantniho mista do druhého rekombinantniho
mista, které pokracuje pres promotor a kde kédujici sekvence
neni operabilné spojena s libovolnym promotorem, a (ii)
promotor umistény v oblasti jiné neZ je oblast mezi prvnim a
druhym rekombinantnim mistem, které zahrnuje kédujici
sekvenci a sousedi s prvnim rekombinantnim mistem tak, Ze
promotor Jje orientovéana, aby ¥idil transkripci ve sméru od
prvniho rekombinantniho mista do druhého rekombinantniho
mista, které pokrac¢uje pres kdédujici sekvenci; (b) poskytnuti
bunky s mistné specifickou rekombindzou, kterd umoZnuje
rekombinaci mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem ve
vektoru.

Aby mohlo dojit k souCasné k pozitivni a negativni
regulaci oddélenych kédujicich sekvenci vektor dale obsahuje
druhou kédujici sekvenci umisténou v oblasti mezi prvnim a

druhym rekombinantnim mistem, ktera obsahuje kbédujici
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sekvenci a sousedil s prvnim rekombinantnim mistem a kterd je
operabilné spojena s promotorem.

V jiném provedeni zpusob pro negativni regulaci Jjedné
kédujicil sekvence zahrnuje: (a) kontakt vektoru s bunkou tak,
Ze vektor vstupuje do bunky, pric¢emZz vektor obsahuje (i)
kédujici sekvenci umisténou mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem v antiparalelnich orientacich a
sousedici s prvnim rekombinantnim mistem tak, Ze kbédujici
sekvence se orientuje, aby se prepsala ve sméru od prvniho
rekombinantniho mista do druhého rekombinantniho mista, které
obsahuje kédujici sekvenci, a (ii) promotor sousedici s
prvnim rekombinantnim mistem a umistény v oblasti jiné neZ je
oblast mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem, které
zahrnuje koédujici sekvenci tak, Ze promotor je orientovéan,
aby ridil transkripci ve sméru od prvniho rekombinantniho
mista do druhého rekombinantniho mista, které pokracuje pres
kébdujici sekvenci a kde kbédujici sekvence Jje operabilné
spojena s libovolnym promotorem; a (b) poskytnuti bunky s
mistné specifickourekombindzou, kterd umoZiiuje rekombinaci
mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem ve vektoru.

Tyto vektory mohou dale s vyhodou obsahovat jeden nebo
vice cizorodych genu. V optimdlnim pripadé mezi promotorem a
rekombinantnim mistem nebo mezi kédujici sekvenci nebo druhou
kédujici sekvenci a rekombinantim mistem nejsou Zadné
kédujici sekvence, promotory nebo terminacni mista
transkripce. Dale mista spojeni (to je akceptorovad a donorova
mista spojeni) a polyadenylac¢ni mista se mohou inkorporovat
do vektorli pouzivanych v téchto metoddch =za udelem
maximalizovat expresi genu a produkci kédovaného proteinu.

Néktera z téchto provedeni zpUsobu antiparalelni
rekombinace jsou zobrazeny na obrézcich 5A aZz 5G. Zvlasté
obrazky zahrnujl zpusob podle vynédlezu, kde vektor obsahujici

antiparalelni rekombinantni mista (FRS a SRS) se zavadi do
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bunky. Do bunky se také prednostné zavaddi rekombinaza bud in

cis nebo 1n trans. Vektor (bud 1lineadrni nebo kruhovy)

pouZivany v tomto zplsobu také prednostné obsahuje koédujici

sekvenci (CS). KdyZz je promotor umistény v oblasti mezi

prvnim a druhym rekombinantnim mistem, pro pozitivni regulaci

kédujici sekvence (obrazek ¢&. 5A), negativni requlaci

kédujici sekvence (obréazek ¢&. 5B) nebo soucasnou pozitivni

regulaci prvni kédujici sekvence (CS) a negativni regulaci

druhé koédujici sekvence (SCS; obréazek &. 5C) rekombinaci se

. miZe pouZit zpuUsob antiparalelni rekombinace.Za Ucelem

optimalizace produkce proteinu (obrazek ¢&. 5D) se mhZe do

- vektoru inkorporovat jedno nebo vice donorovych(SD) a/nebo
akceptorovyca (SA) mist spojeni.

Regulace genové exprese uskutecnéné rekombinaci se mlZe

probéhnout rpouZitim vektoru, ktery mé& promotor umistény v

oblasti Jjiné neZ je oblast obsahujici ori mezi prvnim a
druhym rekombinantnim mistem (kdyZ se napfiklad pouZije
lineédrni substréat). Takovy vektor se mlZe pouZit pro
pozitivni regulaci kédujici  sekvence (obrazek ¢. 5E),
negativni regulaci kédujici sekvence (obréazek ¢&. 5F) nebo pro
soucasnou pozitivni regulaci prvni kédujicli sekvence a
negativni regulaci druhé koédujici sekvence (obrazek ¢& 5G)
rekombinaci. Podle vyndlezu libovolné kbédujici sekvence (to
je prvni nsbo libovolna jind kdédujici sekvence) a/nebo
cizorody gen pfitomny ve vektoru miZe kdbédovat kdédujici
sekvenci EBNA-1, Rep, Flp, Cre, velkého T antigenu, El1 nebo

E2. Dal3i variace této metody jsou odbornikovi zrejmé.

Nové vektory

Existuje rada rlznych vektorl, které se mohou pouZit v
souladu s vynalezem. Vynédlez také popisuje Jjisté nové
vektory, které jsou zvlasté pouZitelné ve zplsobech paralelni

a antiparaleini rekombinace podle vynéalezu.
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Tento vektor obsahuje prvni a druhé rekombinantni misto,
umisténé v paralelni nebo antiparalelni orientaci. Prvni a
druhé rekombinantni misto miZe Dbyt libovolné  vhodné
rekombinantni misto takové, Ze po internalizaci do bunky a
kontaktu s vhodnou rekombindzou dojde k rekombinaci mezi
prvnim a druhym rekombinantnim mistem vektoru.

Rekombinantni mista, rekombinidza, kédujici sekvence,
oblasti mezi rekombinantnimi misty, promotory, cizorodé geny
a podobné, které se nachazeji na vSech vektorech v souladu s
vynédlezem, pricCemZ takové elementy se popisujl drfive v textu,
tvofri soucast kazet bud nezavisle nebo Jsou v nich tyto
elementy spojeny. V souladu s vyndlezem “kazeta” je jednoduSe
urc¢itd =zakladni sekvence, kterd m& funkce, JjeZ umoZnuji
subklénovani a ziskani sekvenci nukleovych kyselin (napfiklad
jedno nebo vice restrikénich mist) nebo expresi (napriklad
polyadenylac¢ni mista nebo mista spojeni) wurcitych sekvenci
nukleové kyseliny.

Urc¢eni a/nebo vybér vektoru se mlZe uskutecnit pouZitim
riznych pfistupu, které Jsou odbornikovi znamy. Naptiklad
vektory obsahujici urcité geny a kédujici sekvence se mohou
identifikovat hybridizaci, pritomnosti tzv. markerd a expresi
ur¢itych zaclenénych sekvenci. U prvniho pristupu pritomnost
cizi sekvence inzerované do vektoru se muZe detekovat
hybridizaci (napriklad DNA-DNA hybridizaci) pouzZitim sond
obsahujici sekvence, které Jsou homologni se =zacClenénymi
sekvencemi nukleové kyseliny. U druhého pfistupu
rekombinantni vektor/hostitelsky systém mizZe byt
identifikovan a vybradn na zakladé pritomnosti nebo absence
funkci genu markeru, Jjako Jje rezistence na antibiotika,
aktivita thymidinové kindzy a podobné&, coZ se déje na zakladé
inzerce urcitych genu, které kédduji tyto funkce do vektoru. U
trfetiho pfistupu se vektory mohou identifikovat testovanim

pritomnosti ciziho genového  produktu, ktery exprimuje
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zaClend&na sekvence nukleové kyseliny. Takové testy mohou byt
zaloZeny na fyzikalnich, imunologickych nebo  funkcnich
vlastnostech produktu genu.

Tyto vektory, které jsou zvlasté pouZitelné v metodach

paralelni a antiparalelni rekombinace jsou dale popséany niZe.

a. paralelni rekombinantni vektor

V jednom provedeni vynadlezu paralelni rekombinantni
vektor obsahuje: (a) prvni a druhé rekombinantni misto
umisténé paralelneg, (b) pocCatek replikace umistény mezi
prvnim a druhym rekombiantnim mistem, (c) kédujici sekvenci v
oblasti mezi prvnim a druhym rekombinantim mistem, které
obsahuje pocCatek replikace a sousedi s prvnim rekombinantnim
mistem tak, Ze kédujicli sekvence se orientuje, aby se
prepsala ve sméru od prvniho do druhého rekombinantniho
mista, které pokracuje skrz kédujici sekvenci, kédujici
sekvence neni operabilné spojena s libovolnym promotorem, a
(d) promotor umistény v oblasti mezi prvnim a druhym
rekombinantim mistem, ktera obsahuje poCatek replikace a
sousedi s druhym rekombinantnim mistem tak, Ze promotor Jje
orientovan, aby fidil transkripci ve sméru =z prvniho do
druhého rekombinantiho mista, které prochazi skrz promotor.
Upfednostnuje se, aby se mezi prvnim rekombinantnim mistem a
kébdujici sekvenci nevyskytovala Zadnad kédujici sekvence,
promotory nebo terminac¢ni mista transkripce.

Dale vektor s vyhodou obsahuje druhou kdédujici sekvenci
umisténou v oblasti jiné neZ je oblast mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, kterd obsahuje pocatek replikace a
sousedi s druhym rekombinantim mistem a kterd je operabilné
spojena s promotorem. V optimalnim pripadé mezi promotorem a
kédujici sekvencl se nevyskytuje Za&dnad kdéddujici sekvence,

promotory nebo terminacni mista transkripce. Vektor miuZe dale
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obsahovat pfidané koédujici sekvence, napriklad treti kédujici

sekvenci, jak se popisuje drive.

Pro optimalizaci exprese genu a produkce proteinu vektor

s vyhodou déle obsahuje: (a) akceptorové misto spojeni, které

mezi rekombinantnim mistem a kdédujici

oblasti

se nachéazi prvnim

druhym rekombinantnim
(b)

promotorem

sekvenci v mezi prvnim a

mistem, kterad zahrnuje pocatek replikace, donorové misto

nachéazi mezi a

oblasti

kterd zahrnuje pocCatek replikace,

spojeni, které se druhym

rekombinantnim mistem v mezi prvnim a druhym

rekombinantnim mistem, a

(c) akceptorové misto spojeni, které se nachédzi mezi druhym

rekombinantnim mistem a druhou kédujici sekvenci v oblasti

Jiné neZ je ta, kterd zahrnuje oblast mezi prvnim a druhym

rekombinantnim mistem, jeZ zahrnuje pocatek replikace. Takovy
vektor poskytuje zplsob modulace exprese genu tim, Ze
poskytuje evisom, ve kterém 3je prvni kdédujici sekvence

pozitivné regulovana a druhd kédujicli sekvence Jje negativné

regulovana rekombinaci, pri které se tvori episom.

V jiném provedeni vyndlezu paralelni rekombinantni
vektor obsanuje: (a) prvni a druhé rekombinantni misto
umisténé paralelnég, (b) pocCatek replikace umistény mezi

(c)

prvnima druhym rekombinantim mistem,

prvnim a druhym rekombinantnim mistem, promotor umistény

v oblasti mezi ktera
zahrnuje pocatek replikace a sousedi s druhym rekombinantim
aby ¥idil transkripci
do druhého
(d)

kdédujici sekvenci umisténou v oblasti mezi prvnim a druhym

Ze promotor se orientuje,
od

mistem tak,

ve sméru prvniho rekombinantiho mista

rekombinantino mista, které pokrac¢uje skrz promotor a

rekombinantim mistem, které obsahuje pocatek replikace a

sousedi s druhym rekombinantim mistem tak, Ze kbédujici

sekvence je operabilné spojena s promotorem.
Rekombinantni mista

byt

\Ys

paralelnim rekombinantim vektoru

mohou _ibovolné vhodnd rekombinantni mista, jak se
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popisuje shora v textu, s ohledem na uvedeny =zpusob.
Rekombinanti mista v paralelnim rekombinantim vektoru ijsou s
vyhodou mista Lox, ve kterych Jje dale obsaZena sekvence
kébdujici Cre bud proti sméru transkripce prvniho mista Lox
nebo po sméru transkripce druhého mista Lox, nebo mista Frt,
ve kterych vektor obsahuje sekvenci kédujici Flp bud proti
sméru transkripce prvniho mista Frt nebo po sméru transkripce
druhého mista Frt.

PoCétek replikace je popsan shora v textu a s vyhodou
obsahuje sekvenci ori z EBV, pocatek replikace polyomaviru
nebo papilomaviru nebo libovolny jiny pocatek replikace. KdyZ
se pouziji tyto (stejné jako jiné) pocatky replikace, buice
by se mély dale poskytnout proteiny, které umoZnujl nebo
usnadnuji replikaci v bunce. Tyto proteiny, které se v

”

urcitém smyslu povazujl za “bunécéné replikalni proteiny,” se
pfednostné vybiraji za skupiny obsahujici proteiny EBNA-1,
velky T antigen, E1 a E2.

Kédujici sekvenci muZe byt libovolnd kédujici sekvence.
Je vyhodné, aby prvni kdédujici sekvence byla sekvence
kédujici protein EBNA-1 nebo Rep, jak se popisuje s ohledem
na uvedené zpusoby. AvSak prvni kédujici sekvence (a druha
kédujici sekvence nebo libovolnd jinéd kbédujici sekvence) také
miZe prednostné obsahovat sekvenci kédujici Flp, Cre, velky T
antigen, El1 a/nebo E2. Takovy vektor poskytuje zplsob
modulace exprese genu tim, Ze poskytuje episom, ve kterém je
kébdujici sekvence regulovana rekombinaci, pri které se tvofi
episom.

Vektor dadle prednostné obsahuje cizorody gen, ktery se s
vyhodou nachéazi mezi kédujici sekvencl a promotorem. MiZe se
pouzit libovolny vhodny cizorody gen takovy, jako je reportni
gen nebo terapeuticky gen. Vyndlez popisuje vektory, o
kterych se piSe shora vtextu a které Jsou =zobrazeny na

doprovodnych obrazcich.
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b. antiparalelni rekombinanti vektor

Antiparalelni rekombinanti vektor obsahuje: (a) promotor
umistény mezi prvnim a druhym rekombinantim mistem v
antiparalelnich orientacich a sousedici S druhym
rekombinantim mistem tak, Ze promotor Jje orientovan, aby
ridil transkripci ve sméru z prvniho do druhého
rekombinantiho mista, které prochazi skrz promotor, a (b)
kébdujici sekvenci umisténou v oblasti jiné neZ je oblast mezi
prvnim a druhym rekombinantim mistem, které obsahuje promotor
a sousedi s prvnim rekombinantnim mistem tak, Ze koédujici
sekvence se orientuje, aby se prepsala v opaCném sméru ze
sméru prvniho do druhého rekombinantniho mista, které
pokracuje skrz promotor, kde  kédujici sekvence neni
operabilné spojena s libovolnym promotorem.

Vektor dale obsahuje druhou kédujici sekvenci umisténou
v oblasti Jjiné neZ Jje oblast mezi prvnim a druhym
rekombinantim mistem, které obsahuje promotor a sousedil s
druhym rekombinantnim mistem a kterd je operabilné spojena s
libovolnym promotorem. V optimadlnim pripadé mezi promotorem a
druhou kédujici sekvenci se nevyskytuji Zadné koédujici
sekvence, promotory nebo terminac¢ni mista transkripce.

V jiném provedeni vynalezu vektor obsahuje: (a) promotor
umistény mezi prvnim & druhym rekombinantim mistem v
antiparalelnich orientacich a sousedi s druhym rekombinantim
mistem tak, Ze promotor Jje orientovéan, aby ¥idil transkripci
ve sméru z prvniho do druhého rekombinantiho mista, které
prochazi skrz promotor, a (b) kédujici sekvenci umisténou v
oblasti jiné neZ je oblast mezi prvnim a druhym rekombinantim
mistem, které obsahuje promotor a sousedi s druhym
rekombinantnim mistem tak, Ze kédujici sekvence se orientuje,
aby se prepsala v opacném sméru ze sméru prvniho do druhého

rekombinantniho mista, které pokracuje skrz promotor, kde
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kébdujici sekvence neni operabilné spojena s libovolnym
promotorem.

Za UcCelem optimalizace genové exprese a produkce
proteinu antiparalelni rekombinantni vektor dale obsahuje:
(a) akceptorové misto spojeni, které se nachdzi mezi prvnim
rekombinantnim mistem a kédujici sekvenci v oblasti jiné nei
je oblast, kterd =zahrnuje oblast mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, ktera zahrnuje promotor, (b) donorové
misto spojeni, které se nachdzi mezi promotorem a druhym
rekombinantnim mistem v oblasti mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, kterd zahrnuje promotor, a (c)
akceptorové misto spojeni, které se nachdzi mezi druhym
rekombinantnim mistem a druhou kdédujici sekvenci v oblasti
jiné neZ je ta, kterd zahrnuje oblast mezi prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, jeZ zahrnuje promotor.

Vynalez dale poplisuje antiparalelni rekombinantni
vektor, ktery obsahuje: (a) kdédujici sekvenci umisténou mezi
prvnim a druhym rekombinantnim mistem v antiparalelnich
orientacich a sousedici s druhym rekombinantnim mistem tak,
Ze kédujici sekvence se orientuje, aby se pfepsala v opacném
sméru ze sméru prvniho rekombinantniho mista do druhého
rekombinantniho mista, které pokracuje pres kdéddujlicl sekvenci
a kde koédujici sekvence neni operabilné spojena s libovolnym
promotorem, a (b) promotor umistény v oblasti Jjiné neZ Jje
oblast mezi prvnim & druhym rekombinantnim mistem, které
zahrnuje kédujici sekvenci a sousedi s prvnim rekombinantnim
mistem tak, Ze promotor je orientovan, aby fidil transkripci
ve sméru od prvniho rekombinantniho mista do druhého
rekombinantniho mista, které pokracuje pres kédujici
sekvenci;

Preferuje se vektor, ktery dadle obsahuje druhou kédujici
sekvenci umisténou \% oblasti mezi prvnim a druhym

rekombinantnim mistem, kterd obsahuje kdédujici sekvenci a
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sousedi s prvnim rekombinantnim mistem a Jje operabilné
spojena s promotorem. Vektor také prednostné obsahuje jinou
kbébdujici sekvenci (napriklad t¥eti koédujici sekvenci a/nebo
jinou kédujici sekvenci) .

V jiném provedeni vynédlezu vektor obsahuje: (a) koébdujici
sekvenci umisténou mezi prvnim a druhym rekombinantnim mistem
\% antiparalelnich orientacich a sousedil S druhym
rekombinantnim mistem tal, Ze kédujici sekvence se orientuje,
aby se prepsala ve sméru z prvniho rekombinantniho mista do
druhého rekombinantniho mista, které pokraCuje pres kdédujici
sekvenci, a (b) promotcocr sousedi s prvnim rekombinantnim
mistem a jJe umistén v oblasti jiné neZ je oblast mezi prvnim
a druhym rekombinantnim mistem, kterd zahrnuje koédujici
sekvenci tak, Ze promotor se orientuje, aby ¥idil transkripci
ve sméru od prvniho rekombinantniho mista do druhého
rekombinantniho mista, které pokracuje pres kddujici sekvenci
a kde kédujici sekvence je operabilné spojena s promotorem.
Prednostné tyto vektory mohou dale obsahovat cizorody gen. V
optimalnim pripadé mezi promotorem a rekombinantnim mistem
nebo mezi koédujici sekvenci nebo druhou kédujici sekvenci a
rekombinantnim mistem neexistuji kdédujici sekvence, promotory
nebo terminac¢ni mista transkripce. D&le do vektoru, které se
pouzivaji v téchto metodéach za UCelem maximalizovat expresi
genu a produkci kédovaného proteinu se mohou inkorporovat
mista spojeni (to Jje akceptorovad mista spojeni a donorové
mista spojeni) a polyadenvlac¢ni mista.

Takovy vektor podle vynédlezu umoZnuje modulaci exprese
genu, aniZz se tvoril episom néasledkem rekombinace. Dale
vynalez pcskytuje vektory, které jsou popsané drive v textu a

zobrazeny na doprovodnych obrazcich.
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Jiné obecné uvahy

V metodach podle vynélezﬁ, co se tyCe ruznych aspektta
podle vynalezu na bunky, vektory jsou vneseny do hostitelské
bunky, kterou Jje s vyhodou eukaryontni hostitelskd burnka.
Eukaryontni hostitelskéd bunka se miZe vyskytovat in vitro
nebo in vivo. Termin “kontakt” bunék s vektorem podle
vynalezu muZe znamenat libovolny zplUsob, kterym se vektor
zavede do Dbunky. Prednostné se virové vektory zavadéji
infekci za pouzZiti prirozené schopnosti viru vstoupit do
bunék (napfiklad schopnost adenoviru vstoupit do bunék
receptorem zprostredkovanou endocytdézou). AvSak plazmidové a
virové vektory se mohou =zavést libovolnymi Jjinymi vhodnymi
zpusoby, napriklad transfekci, transformaci zprostfedkovanou
fosforecnanem vapenatym, mikroinjekci, elektroporaci,
osmotickym Sokem a podobné. Podobné v preferovaném provedeni
podle vynalezu se zamy$li transfer vektorll in vivo. Zpusob
podle vynalezu také zamy$5li transfer vektoru in vivo zpUsobem
zde uvedenym nebo libovolnou standarni metodou.

Termin “poskytnuti buniky S mistné specifickou
rekombinadzou” podle vynélezu znamend poskytnuti rekombinizy
kédované vektorem nebo rekombindzy ve formé proteinu.
Zavedeni vektoru se muzZe provést libovolnym zpusobem vhodnym
pro zavedeni proteinu do bunky, napfiklad mikroinjekci
adenovirem zprostredkovanym pohlcenim v pfipadé zavedeni in
vitro, injekci nebo fuzi nebo dal3imi zpusoby, Jjak se zde
popisujli pro pfipad zavedeni in vivo, stejné Jjako Jjiné
standardni zpusoby zavedeni, které jsou znadmy v oboru.

V pripadech zavedeni in vivo se mohou stadt cilem pro
zavedeni velktoru nebo proteinu libovolné organy nebo tkané
nebo  komponentni  bunky. Orgény/tkéné/bunky s  vyhodou
pochazejl z cirkulac¢niho systému (to je srdce, krevni Zily
nebo krev), z respiracniho systému (nos, faryng, laryng,

trachea, vrudusky, prudusinky, plice), z gastrointestinalniho
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systému (usta, faryng, Jjicen, Zaludek, strevo, slinné Zlazy,
pankreas, Jjatra, Zzluc¢nik), =z mocového systému (ledviny,
mocovody, mocovy méchyr, mocova trubice), z nervového systému
(mozek a péater, specialni smyslové organy, jako jsou oCi) a z
koZniho systému (kuZe). Dokonce vice se preferuji bunky
vybrané ze skupiny, ktera obsahuje srdce, krevni Zily, plice,
jatra, Zluc¢nik, mocCovy méchyt?r a oc¢ni bunky.

V  jinych provedenich vynédlezu, kdy se v uvedenych
metodach pouzZivad jeden nebo vice vektorl nebo v pripadé&, Ze
se rekombinaza, jako je Cre nebo Frt, aplikuje zevné ve formé
proteinu, se muZe kontakt bun€k s ruznymi komponenty podle
vyndlezu uskutec¢nit v libovolném pofradi nebo soucCasné.
Upfednostnuje se, aby ke kontaktu doSlo soucasné. V
preferovaném provedeni vynalezu komponentni vektory podle
vynadlezu se mohou smichat dohromady a mliZe se provést pfed
kontaktem s burnitkou preinkubace. Pokud se aplikuje vice
vektoru uprednostiuje se, aby se prvnl vektor aplikoval na
bunku méné neZ priblizné 6 tydnll po nebo méné neZ 6 tydnl
pred aplikaci dalsiho vektoru. Dokonce se upfednostiiuje, aby
se prvni vektor aplikoval na bunku méné neZ pribliZné 2 tydny
po nebo méné nez 2 tydny pred aplikaci dal3iho vektoru. Pokud
jsou vektory aplikovany spolecné s rekombindzou, jako je Cre
nebo Frt, upfednostnuje se, aby se protein do bunky aplikoval
méné nezZ priblizné 12 hodin po nebo méné neZ pribliZné 12
hodin pred okamZikem, kdy bunka p¥ichadzi do kontaktu =z
vektorem. Dokonce vice se preferuje, aby se do buiiky protein
aplikoval méné neZ pribliZné 12 hodin po nebo méné neZ
pfibliZné 12 hodin pred okamZikem, kdy bunka pfichézi do
kontaktu z vektorem.

Kompnzice ©podle vynalezu (to je kompozice, ktera
obsahuje vektory a/nebo relombindzy podle vynédlezu) se mohou
pripravit do farmaceutickych kompozic S vhodnymi

farmaceuticky prijatelnymi nosic¢i nebo fedidly a je-1i to
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vhodné, pr¥ipravuji se Vv pevné, semi-pevné, kapalné nebo
plynné formé, jako Jjsou tablety, kapsule, prasek, granule,
masti, roztoky, c¢ipky, injekce, inhalédty a aerosoly, které se
aplikuji cobvyklou cestou. Zpusoby, které jsou znamy v oboru,
se vyuzivajl pro prevenci uvolnéni a absorpce kompozice aZ do
okamZiku, kdy doséhnou cilového organu, tkané nebo bunky nebo
se muZe vyuZit c¢asovaného uvolnéni kompozice. ME&la by se
pouzit faramaceuticky prijatelnd forma, kterd neovliviiuje
kompozicil podle vynalezu. Kompozice miZe byt ve farmaceutické
davkové formé sama nebo ve vhodném spojeni, stejné Jjako v
kombinacli s jinymi farmaceuticky aktivnimi latkami.

Farmaceutické kompozice podle vyndlezu se mohou zavadét
mnoha cestama a do ruznych mist zvifeciho téla, aby se
dosahlo urcitého efektu. Lokdlni nebo systémové zavedeni se
miZe uskutecnit podéanim, které zahrnuje aplikaci nebo
nakapani formulace do télnich dutin, inhalaci nebo vstfiknuti
aerosolu nebo parenteralni zavedeni, které zahrnuje
intramuskuléarni, intravendzni, peritoneéalni, podkozZni,
intradermalni, stejné jako povrchovou aplikaci.

Kompozice podle vynédlezu miZe tvorit formu Jjednotkové
davky, napriklad cajova lZicka, tableta, roztok nebo c&ipek.
KaZzda Jjednotkova davka obsahuje predem definované mnoZstvi
kompozice samotné nebo ve vhodné kombinaci s jinymi aktivnimi
¢inidly. Termin “forma jednotkové davky” je fyzicky diskrétni
jednotka vhodnd jako jednotkovd davka pro 1lidi a zvirata.
KaZzda jednotka obsahuje pfedem urcené mnoZstvi kompozice
podle vynalezu samotné nebo v kombinaci s jinymi aktivnimi
¢inidly vypoé&itané v mnozZstvi dostateném pro dosaZeni
Zadaného uc¢inku ve spojeni s farmaceuticky prijatelnym
fedidlem, nosic¢em. Specifikace pro nové formy jednotkové
davky podle vynalezu zavisi na urcitém uinku, kterého ma byt
dosazZeno, a lia urcité farmakodynamice spojené S

farmaceutickou kompozici v uréitém hostiteli.
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Vynélez déle popisuje zplUsob ziskédni stabilni exprese
genu v hostiteli nebo modulaci exprese genu Vv hostiteli,
ktery zahrnuje aplikaci kompozice podle vynalezu za pouZiti
libovolné drive zminované nebo alternativni cesty podani
znadmé v oboru a vhodné pro uré&itou aplikaci. “U&inné
mnozstvi” kompozice je takové mnoZstvi, aby se v hostiteli
dosdhlo Zadaného ucinku, ktery se mdZe zaznamenavat za
pouziti nékolika koncovych bodi, které jsou zndmy v oboru.
Napriklad Jeden poZadovany Ucinek mlZe obsahovat ucinny
transfer nukleové kyseliny do hostitelské bunky. Takovy
transfer se mlZe monitorovat prostfednictvim terapeutického
uc¢inku (naptriklad tiSenim nékterého symptomu spojeného s
onemocnénim nebo syntomu, ktery je lécen) nebo daldim dikazem
transferovaného genu nebo kédujici sekvenci nebo jeho exprese
v hostitelil (napriklad pouZiti polymerdzové retezové reakce,
northernovy a Southernovy hybridizace nebo transkripcénich
testui za UcCelem detekce nukleové kyseliny v hostitelskych
bunkach nebo pouZitim testu imunoblotem, detekce pomoci
protilatek nebo specifikovanymi testy pro detekci proteinu
nebo polypeptidu kédovaného transferovanou nukleovou
kyselinou nebo spoc¢ivajici v hladiné nebo funkci zpusobené
takovym transferem). Jeden takovy specifickovany test Je
popsan v ptrikladech, ktery zahrnuje expresi genu B-
glukuronidéazy.

Vynalez zanrnuje vsSechny tyto popsané metody a dale
metody vhodné pro specifickou aplikaci , které jsou znamé v
oboru. AvSak ucinné mnozZstvi kompozice se mliZe dale odhadovat
vhodnym testem pro rekombinanc¢i reakci.

Por dosaZenl uc¢inného transferu vektoru podle vynédlezu
se preferuje kontakt okolo 1 aZz 5 000 kopii vektoru s jednou
bunkou, ¢oZ je zaloZeno na pribliZném poctu bunék, které se
infikuji canym czpusobem aplikace. Preferuje se, aby do kaZdé

bunky vstcupilo okolo 1 aZ 300 faga tvoricich jednotek. Av3ak



65

toto je pouye obecnd hodnota bez duvodu vylucuje pouZiti
vy$3iho nebo niZsiho mnoZstvi komponent, jak se mlZe zarucit
pri urc¢ite aplikaci, bud in vitro nebo in vivo Napriklad
aktudlni davka a rozpis muZe se 1iSit v =zavislosti, zda
kompozice se aplikuje v kombinaci s jinymi farmaceutickymi
kompozicemi nebo v zavislosti na individué&lnichrozdilech ve
farmakokinetice, dispozici 1ékli a metabolizmu. Podobné
mnozstvi muZe kolisat p¥i aplikacich in vitro v z&vislosti na
urcitém pouZivaném typu bunky nebo na zpusobu, kterym se
vektor ©prenasi. Odbornik mlZe jednoduSe udélat nezbytné

odhady podle nutnosti urcitych situaci.

Prehled ckrazkli na vykrese

Obréazky ¢. 1A azZ 1C Jsou schémata zobrazujici vektor s
paralelnimi rekombinantnimi misty pouZitelnymi v souladu s
vynalezen pred zavedenim do hostitelské bunky (obr. &. 1A) a
zkraceny virus nebo kruhovou strukturu (obr. ¢. 1B) a episom
(obr. ¢. 1C), které wvznikly intraceluldrni rekombinaci, ke
které dojde po zavedeni vektoru do hostitelské bunky podle
vynalezu. Pro zavedeni episomu do hostitelské bunky se mlZe
pouzit bud uzavreny kruhovy vektor (to je lemujici plazmid
nebo virové sekvence, které jsou oznaleny teckovanou carou)
nebo lineédrni vektor (to je lemujici virové sekvence oznacené
teCkovanvmi ramecky). Oblast, kterd Jje mezi FRS a SCS a
soucasné Jje zahrnuje mlUZe byt v obouch orientacich vzhledem k
sekvencim lemujiciho vektoru. Sipky ukazuji smér transkripce.
Vysvétleni zkratek: RS, rekombinantni misto; FRS, prvni
rekombinanc¢ni misto; SRS, druhé rekombinanc¢i misto; SA,
akceptorové misto spojeni; SD, donorové misto spojeni; FCS,
prvni kédujici sekvence; SCS, druhd kdédujici sekvence; P,
promotor; PG, cizorody gen; ori, pocatek replikace.

Obré&zky 2A aZ 2F jsou schémata zobrazujici potencionalni

umisténi repetic glycin-alanin (Gly Ala) relativni ke



k6édujici sekvenci (CS) a doméné vazajici hormon (HBD).

Repetice glycin-alanin se mohou podobné pouzit bez 1n0asti
libovolné domény vazajici hormon.

Obrazky 3A aZz 3X Jjsou schémata zobrazujici dalsi
aplikace paralelnich rekombinantnich metod podle vynalezu.
Sipky oznacuji smér transkripce. PreruSovana &ara oznaduje,
Ze vektor muZe byt bud linedrni nebo kruhovy. Oteviené vysecCe
oznacuji, Ze specifikovanad sekvence muZe byt pritomna kdekoli
na vektoru. Otevrené ramce v definované oblasti vektoru
oznacuji ¢ast wvektoru, ve kterém se muZe vyskytovat
specifikovana sekvence. Vysvétleni zkratek: RS, rekombinantni
misto; FRS, prvni rekombinandéni misto; SRS, druhé
rekombinanci misto; SA, akceptorové misto spojeni; SD,
donorové misto spojeni; FCS, prvni kédujici sekvence; SCS,
druha kédujici sekvence; TCS, tfeti kédujici sekvence; P,
promotor; SP, druhy promotor; PG, cizorody gen; N, pocCatek
replikace; ITR, obracend konecnd repetice; Rep, sekvence
kédujici protein Rep.

Obrazek c. 4 je schéma zobrazujici vektor S
antiparaleinimi rekombinantnimi misty, ktery Jje pouZitelny v
souladu s vynédlezem, zv1asté pfi regulaci exprese genu mistné
Fizenou rekombinaci bez epizomalni excize. MuZe se pouZit bud
uzavreny kruhovy vektor (to je lemujici plazmid nebo virové
sekvence oznacCené prerusSovanou c¢arou) nebo linedrni vektor
(to je lemujici virové sekvence oznacené Carkovanymi
ramecCky) . Oblast, ktera leZi mezi a zaroveili zahrnuje FCS a
SCS, muZe byt v obouch orientacich s ohledem na lemujici
vektorové sekvence. Sipky oznacéuji Smér transkripce.
Vysvétleri =zkratek: FRS, prvni rekombinanc¢ni misto; SRS,
druhé rekcembinanci misto; SA, akceptorové misto spojeni; SD,
donorové misto spojeni; FCS, prvni kédujici sekvence; SCS,

druha kédurici selkvence; P, promotor.




Obrazky ¢. 5A aZ 5G jsou schémata znazornujici dalsi

aplikace antiparalelnich rekombinantnich metod podle
vynalezu. Sipky ukazuji smér transkripce. Te&kovani oznaduje,
Ze vektor miZe byt bud linedrni nebo kruhovy. Vysvétleni
zkfatek: RS, rekombinanc¢ni misto; FRS, prvni rekombinancéni
misto; SRS, druhé rekombinanc¢i misto; SA, akceptorové misto
spojeni; SD, donorové misto spojeni; FCS, prvni kédujici
sekvence; SCS, druhd kédujici sekvence; P, promotor.

Obrazek ¢&. 6 Jje restrikéni mapa zobrazujici plazmid
PECBspLx-Puro-CMVLx.

Obréazek ¢. 7 Jje -restrikéni mapa zobrazujici plazmid
pEOBspLx—-Puro-CMVLx-fglu.

Obrazek ¢. 8 Jje restrikéni mapa zobrazujici plazmid
pAdCMV Cre.

Obréazek ¢. 9 Jje restrikéni mapa zobrazujici plazmid
PAdCMVCreR&VOrfe.

Obrazek ¢. 10 je restrikéni mapa zobrazujici plazmid
pPpKSEBNAOriP (NR) .

Obrazek ¢. 11 je restrikéni mapa zobrazujici plazmid
pKSEBNA (NS) .

Obrazek ¢. 12 je restrikéni mapa zobrazujici plazmid
PAdCLxPyTaqgOri.

Obréazek ¢. 13 je restrikéni mapa zobrazujici plazmid
PAJdEPrR1r.

Obréazek c. 14 je restrikcni mapa zobrazujici
linearizovany plazmid pCGElE2ori. Plazmid typicky existuje v

uzavrené kruhové formé.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1:
Tento prirxlad ©popisuje zpusoby a vektory mistné

specifickeé rekombinace v bufice, které se mohou pouZit pro
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tvorbu episomu, Jjak se uvadi na obréazcich 1A azZz 1C. Tento
pfiklad zv1lasté ukazuje zpusob zavedeni episomu a pozitivni
regulaci transkripce genu rekombinaci.

Standardni molekulové a genové techniky, Jjako Jsou
tvofeniv kmenu a plazmidg, gelova elektroforéza, DNA
manipulace zahrnujici izolaci plazmidu, kldénovani a
sekvenovani DNA, Southernliv pfenos a podobné, se provedly
tak, jak je znadmo v oboru a jak se popisuje ve standardnim
laboratornim manualu (napfriklad Maniatis et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2" ed. (Cold Spring Harbor,
NY, 1992); Ausubel et. al., Current Protocols 1in Molecular
Biology, (1987)). Restrikéni enzymy a Jjiné enzymy pro
molekulové manipulace se =ziskaly z obecné dostupnych zdrojl
(napriklad Boehringer Mannheim, Inc., Indianapolis; New
England Biolabs, Beverly, Massachusetts; Bethesda Research
Laboratories, Bethesda, Maryland; atd.) a pouZily se podle
doporuceni vyrobce. Bunlky transformované linie ledvinovych
bunék lidského embrya 293 (American Type Culture Collection
CRL 1573) se kultivovaly a udrZovaly za pouZiti standardnich
kultivac¢nich <¢inidel, medii a technik (Erzerum et al.,
Nucleic Acids Research, 21, 1607-1612 (1993)). JestliZe je to
vhodné, tak se pro selekci transfektovanych bunék pouZil
puromycin.

Za ucCelem testovani a potvrzeni zpusobu podle vynélezu,
jak se zobrazuje na obrdzcich ¢&. 1A aZ 1C. Tyto plazmidy
zahrnuji pPEOBspLx-Puro-CMVLx, ktery obsahuje jako FCS

sekvenci kédujici EBNA-1 a ktery je zobrazen na obrazku &. 6.
Plazmid pEOBspLx-Puro-CMVLx-Bglu je zobrazen na obrazku &. 7
a zahrnuje Jako FCS sekvenci koédujici B-glukuronidazu. Oba
plazmidy PEOBspLx-Puro-CMVLx a  pEOBspLx-Puro-CMVLx-Bglu
zahrnuji rekombinantni mista Lox (paralelné), promotor CMV

jako prcmotor pro pozitivni regulaci exprese genu. Promotor

CMV se wncuZliva, protoZe Jje schopen ridit relativné silnou




eXpresi konstitutivniho genu ve vétsiné bunék tkanovych

kultur (Boshart et al., Cell, 41, 521-530 (1985)). Podobné

oba plazmidy pEOBspLx-Puro-CMVLx a pEOBspLx-Puro-CMVLx-Bglu
obsahuji sekvenci kédujici puromycin, kterou fidi promotor
RSV. Plazmid pAdCMV Cre exprimujici Cre, ktery obsahuje
sekvenci kédujici Cre fédga Pl fizenou promotorem CMV a
polyadenylacni signél SV40, je zobrazen na obréazku &. 8.

Plazmid pEOBspLx-Puro-CMVLx se vytvoril =z vektoru firmy
Invitrogen pREP 4 (Invitrogen, San Diego, California).
Plazmid pREP 4 se 3Stépil restriktdzami Hpal a BsmlI a
oligonukleotid obsahujici restrikéni mista Mlul, PvuIl a KpnI
se zavedl do vektoru po té, co se modifikovalo specifické
misto MluI. Kazeta obsahujici gen puromycinu, ktery je fizen
promotorem RSV, a polyadenylac¢ni signdl hovéziho rustového
hormonu (BGH) se klbénovala do Mlul/Pvull fragmentu DNA ve
vektoru. Promotor CMV obsahujici signdl spojeni, po némZ
nasleduje polylinkr a polyadenylac¢ni sekvence SV40 se zavedl
do PvuIl/Kpnl mist vektoru. Misto Lox se zavedlo do intronu
expresivni kazety CMV. Sekvence proti sméru transkripce
sekvence kédujici EBNA-1 se modifikovaly pridéanim
syntetického akceptorového mista spojeni a mista Lox.
Akceptorové misto spojeni je proximalni k EBNA-1 v plazmidu
PEOBspLx-Puro-CMVLX.

Plazmid pEOBspLx-Puro-CMVLx-Bglu se ziskal z plazmidu
PEOBspLx—-Puro-CMVLx nahrazenim sekvence kédujici EBNA-1
sekvenci kodujici B-glukuroniddzu a polyadenylacnim signéalem
SV40. Vysledna delece sekvence kéddujici EBNA-1 spojuje oblast
od iniciac¢niho kodonu do mista Bsgl proteinu EBNA-1.

Plazmid pAdCMV Cre obsahuje expresivni kazetu zahrnujici
promotor CMV, sekvenci koédujici Cre a polyadenylac¢ni misto
SV40 lemované sekvencemi Ad5 1-355 a 3333-57#8. SamozFejmé
presné limity sekvenci pouZivanych pro rekombinaci se mohou

1lisit (naptiklad od pfibliZné 1 do pfibliiné 100 bp) Vv



zavislosti na urc¢itém Zadaném produktu rekombinace. Plazmid

PAACMV Cre se muZe rekombinovat s Ad za vzniku El-
deficientniho viru (napfiklad Rosenfeld et al., (1991),
citace uvedena shora; Rosenfeld et al. (1992), citace uvedena
shora) .

Za UcCelem testovat schopnost selekce bunék obsahujicich
plazmid pEOBspLx-Puro-CMVLx-Bglu, selekce Jje zaloZena na
rezistenci na puromycin, kterou propujcuje kazeta
RSV/puromycin, probéhla transfekce zprosttedkovand CaPO,
plazmidu pEOBspLx-Puro-CMVLx-Bglu do bunék 293 exprimujicich
protein EBNA-1 (293-EBNA; InVitrogen, San Diego, CA). Po
transfekci se bunky udrZovaly v prfitomnosti puromycinu v
koncentraci okolo 0,5 mg/ml. Populace bunék, ktera prezila je
rezistentni na puromycin, coZ zpusobila exprese puromycinu z
kazety RSV/puromycin.

Transfekce plazmidu pEOBspLx-Puro-CMVLx-fglu do bunék
293 zprostredkovana CaPO; s nebo bez pAdCMV Cre probéhla
(Graham et al., J. Gen. Virol., 36, 59-72 (1977)) za uclelem
urc¢it, zda rekombindza Cre produkovand genem Cre poskytovana
burikéam 293 1in trans mohla :zplsobit rekombinaci mezi misty
Lox, které se nachazeji v plazmidu pEOBspLx-Puro-CMVLx-fglu,
tak vznikajil episom a sekvence kdédujici P-glukurodindzu v
episomu se ridi promotorem CMV. Po 48 hodinadch se buiiky
zpracovaly a testovala se aktivita B-glukurodindzy za pouZiti
béZné dostupného kitu podle doporuceni vyrobce (Tropic Inc.,

Bedford, M2). Ziskané vysledky se uvadi v tabulce &. 2.
Tabulka ¢. 2:

Plazmid(y) B-glukuronidazové jednotky

bez plazmicu 850
PEOBspLx-Puro-CMVLx-fBglu 6,9x10°




pEOBspLx—-Puro-CMVLx-Bglu + pAdCMV Cre 1,6x10°

Jak se uvadi v tabulce ¢&. 2, hladiny B-glukuronidaz jsou
nejvyssi v téch bunkéch, které obsahuji oba plazmidy
pEOBspLx-Puro-CMVLx-Bglu a pAdCMV Cre. JestliZe oba plazmidy

v bunkach 293 nejsou, hladiny Pf-glukuronidaz Jjsou té&Zko
detekovatelné, ackoli se pozoruje nizkad =zakladni hladina
aktivity. U bunék, které obsahuji plazmid pEOBspLx-Puro-
CMVLx-fglu a ne pAdCMV Cre, se pozorovala vy33i hladina B-
glukuronidéazy.

Nasledné se zjistilo, Ze rekombinantni mista v plazmidu

PEOBspLx-Puro-CMVLx-fglu jsou orientovany antiparalelné misto

paralelné. Tato znac¢nd pozorovanad PB-glukuronidézova aktivita
je zpusobena prfitomnosti kryptického promotoru umisté&ného
rekombinaci proti sméru transkripce reportniho genu. Av3ak
tyto vysledky potvrzuji, Ze zpusob podle vyndlezu se miZe

pouZzit pro ziskani antiparalelniho rekombinantniho vektoru.

Priklad 2:

Tento priklad popisuje vektory pro mistné specifickou
rekombinaci v bunkach, ve kterych se tytvektory pouZivaji za
UCelem vzniku episomu, jak se uvadi na obréazcich 1A aZ 1C.
Tento pfiklad zvlasté popisuje linedrni Ad vektory.

Zpusob podle vynadlezu se podobné& miZe pouzit za 0Celem
vzniku virovych vektordl pro zavadéni episomu, zv1a3té Ad
vektoru, kterée vnikaji modifikaci vektoru. Pristup se
popisuje v predchozim pfikladu. Jmenovité funkdnost oriP nebo
podobného pocatku replikace, ktery Jje schopen fungovat v
savCich bunkéch, se muZe v takovém virovém veltoru potvrdit
transfekci plazmidu  pEOBspLx-Puro-CMVLx-fBgl:: do buné&c&né
linie, kterad konstitutivné exprimuje protein EBNA-1 (jak se

popisuje v publ:ikaci Reisman et al., citace uvedena shora).




Vyberou se buniky rezistentni na puromycin a pomnoZi se.

Analyza Southernovym pfenosem se pouZije pro potvrzeni
stability plazmidu Jjako episomu. Podobné se muZe potvrdit i
funk¢énost proteinu EBNA-1.

Za ucCelem vzniku Ad vektorl se mohou podobnym zplsobem
jako u plazmidu pAdCMV Cre prenést do pendlujiciho vektoru
oba plazmidy zaloZené na EBNA-1 a P-glukuronidéze. Pendlujici
vektor obsahuje vloZeny fragment, ktery Jje lemovan
restrikénimi misty BclI a BamHI, obklopenymi na levé strané
355bp a na druhé strané zbytky 3333 aZ 5788 z Ad5. VloZeny
fragment se nahradil - restrikénim fragmentem BglII/BamHI,
ktery nese obé mista Lox z plazmidu pAdER-Purc, =z kterého
vznikl plazmid pEOBspLx-Puro-CMVLX. Podobneé se vloZeny
fragment muZe nahradit restrikénim fragmentem BglII aZ BamHI,
ktery nese mista Lox =z plazmidu pEOBspLx-Puro-CMVLx-fglu.
Tyto plazmidy se mohou pouZit pro vznik vektoru zaloZenych na

Ad5 homologni rekombinaci, Jjak se popisuje drive v textu

(Rosenfeld et al., (1991), citace uvedena shora; Rosenfeld et
al., (1991), citace uvedena shora).
Priklad 3:

Tento priklad popisuje dalsi vektory, které se mohou
pouzit pro uskutecnéni mistné specifické rekombinace v bufice.
Zvlasté tento priklad popisuje reprezentativni pfiklad
vektoru, ktery se mlZe pouZit pro poskytniti rekombinazy Cre.

Za ucCelem usnadnéni konstrukce vektoru a zv143té& vektoru
zobrazeného na obrédzcich 1A aZ 1C se gen Cre subklénoval do
oddéleného Ad. Jako zdroj sekvence kdédujici rekombindzu Cre
se pouzil Pl :ziskany 2z ATCC, ktery se klénoval do pCR-
Script™ (Stratagene, La Jolla, CA) za pouZziti PCR wvznikl
lépe pristupny zdroj genu. Gen Cre se parx prenesl do
pendlujiciho vertoru, ve kterém se umistil tay, Ze ho ¥Fidi

promotor CMV a oo ném nasleduje polyadenylac¢ni signél, <&imZ



vznikl vektor pADCMVCreRSVOrfé znadzornény na obrazku &. 9.

Pendlujici vektor se pouZil pro vznik Ad vektoru AdCMVCreb6
(za pouZitl drive popsaného zpusobu), ve kterém gen Cre
nahradil oblast El1 adenovirového genomu.

Produkce AdCMVCre6 se potvrdila PCR a pouZitim funkc&niho
testu, Jak se popisuje v prikladu 1. BAnalyza rekombinace
Southernovym prenosem ¥izené plazmidem AdCMVCre6é se potvrdila
pouZitim testovaciho plazmidu v bunécné linii 835 zaloZené na
bunkach 293, stejné Jjako v bunétné 1linii A549 1lidského
plicniho karcinomu. Podobné funkce promotoru, donorového a
akceptorového mista spojeni se pouZila v ruznych takovych
konstrukcich a potvrdily se predchozi p¥iklady. 2Zv1asté -
glukuronidaza se umistila do polohy prvni kédujici sekvence
na obrazku ¢. 1, aby vznikl plazmid pEOBglugl. Kontransfekce
plazmidu pEOBglugl s plazmidem exprimujicim Cre vedl ve vice
neZ 3-log indukci f-glukuronidazy.

Tyto vysledky potvrzuji funk&nost rekombindzy Cre ve
uvedeném vektoru a déale potvrzuje funkénost zakladnich
komponentu vektoru pouzZivanyck k nasledné vektorové

konstrukce.

Priklad 4:

Tento priklad popisuje dal3i vektory, které Jje moZné
pouzit pro provedeni mistné specifické rekombinace v bufice.
Tento priklad =zvlasté popisuje vektory, které obsahuiji
poCatek replikace polyomaviru a které se mohou pouZit
napriklad pro “runaway” replikaci.

Vektory obsahujici poc¢adtek replikace polyomaviru se
konstruovaly za pouZiti standardnich klénovacich technik, jak
popisuje predchozi p¥riklad. Funk&nost komponentli EBV a
polyomavirovych systémd obsaZenych v rlznych vektorech a
nutnych pro replikaci (zvladsté pocCétek replikace) se

potvrdila pouzitim testu DpnlI. Zaklad tohotc testu je, Ze
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plazmidy produkované v E.coli jsou metylovany a jsou citlivé
na 3tépeni restrikazou DpnI. JestliZe se tento plazmid
replikuje v sav&ich bunkéach, je bud hemimetylovan nebo neni
vibec metylovan, coZ dokazuje 3jeho odolnost vuci Stépeni
restriktazou DpnlI.

Aby se potvrdila funkcénost komponentu EBV, testovaly se
izogenni konstrukce pKSEBNAOriP (NR) (zobrazeném na obrazku cC.
10) a pPKSEBNA(NS) (zobrazeném na obrazku ¢&. 11). Tyto
plazmidy obsahuji EBNA-1 fizenym Jjeho vlastnim virovym
promotorem, bud v pritomnosti (to je plazmid pKSEBNAOriP (NR))
nebo Vv nepfitomnosti- (to Jje plazmid pKSEBNA(NS)) oriP
umisténém na 5°-konci genu. PoCatek oriP v plazmidu
PKSEBNAOriP (NR) m& deleci od Ncol do EcoRV (to je koordinaty
EBV 8033 aZ 8995), které vedou k 962bp velké deleci. Plazmidy
se transfektovaly do bunék odvozenych z linie 293 a po péti
dnech se shromazdily. Bunécény pelet se extrahoval Hirtovou
extrakei (Hirt, J. Mol. Biol., 26, 365-369 (1967)) a testel
se DpnI testem. Zjistilo se, Ze se replikuji pouze plazmidy
obsahujici oriP.

Podobne se tafhsfektoval do bunék NIH 3T3 plazmid
PAdCLxPyTagOri (zobrazeny na obrazku &. 12). Tento plazmid
obsahuje sekvenci kbédujici velky T antigen polyomaviru
rizenou promotorem CMV a obsahuije pocatek replikace
polyomaviru na 3 -konci polyadenylaéniho signéalu, ktery
lemuje sekvenci koédujici T antigen. Zjistilo se, Ze podobny
plazmid obsahujici zminéné elementy mimo T antigenu se
replikuje v prfipadé, Ze se bulice poskytne T antigen. Tyto
vysledky potvrzuiji, Ze komponenty polyomaviru pritomné v
tomto vektoru, stejné jako komponenty EBV pritomné v plazmidu
PKSEBNAOriP (NR) Jjsou schopny vnést na plazmid schopnost
autonomni revlikace, které se ucastni.

Za ncCelem potvrzeni funkénosti komponent pclyomaviru se

kazeta pritomna v plazmidu pAdCLxPyTagOri pfenesla do EI1



delece Ad pendlujiciho vektoru pADEPrRLr =zobrazeném na

obrazku ¢. 13. Tento plazmid zahrnuje, jak ukazuje obréazek &.
1A, prvni koédujici  sekvenci (FCS) obsahujici sekvenci
kédujici T antigen a operator, kterym Jje pocatek replikace
polyomaviru. Promotor (P) v tomto plazmidu je promotor RSV a
druha koédujici sekvence (SCS) obsahuje luciferdzovy reportni
gen. Potvrdila se aktivita luciferézové transkripéni
jednotky. Transfekce tohoto plazmidu s kazetou exprimujici
Cre wvedla k mistné specifické rekombinaci pendlujiciho
vektoru. Tyto vysledky potvrzuji funkcnost rtznych komponentu
vektoru.

Vysledky ukazuji, Ze se mohou konstruovat i jiné vektory
vhodné pro pouzZziti v pripadé mistné specifiké rekombinace v
bunce a mohou se pouZit podle vynalezu. Zvl1asté vysledky
potvrzujl, Ze Je moZnad konstrukce vektorl, které obsahuji
pocatek replikace polyomaviru a mohou se pouZit pri “runaway”

replikaci.

Priklad 5:

Tento prfiklad popisuje dalsi vektory, které je moZné
pouzit pro provedeni mistné specifické rekombinace v buifice.
Tento priklad =zvlasté popisuje vektory, které obsahuji
pocatek replikace boviniho papilomaviru. Je moZné ziskat
vysoké c¢islo kopii v ruznych hostitelich.

Podobny postup, ktery se ©popisuje v pfedchozich
prikladech se pouZil pro konstrukci vektorli, které obsahuji
pocCatek replikace boviniho papilomaviru. Zkonstruoval se
zvlasté vektor pCGElE2ori zobrazeny na obrazku &. 14. Tento
vektor obsahuje digenni expresivni kazetu s geny E1 a E2
boviniho papilomaviru rizenou promotorem CMV. Bezprostfedné&
na 3 -konci expresivni kazety vektor obsahuje poc¢atek
replikace boviniho papilomaviru sahajiciho od nukleotidu 7351

az 57 genormu boviniho papilomaviru. Jin& konstrukce nese
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Zménené néaroky
PATENTOVE NAROKY

1. Vektor, vy znacujicil se tim Ze

obsahuje:

(1) prvni a druhé rekombinantni misto v paralelni
orientaci a

- (11) Jjednu nebo vice adeno-asociovanych virovych ITR.

2. Vektor, vy znacujici se tim Ze
obsahuje:

(1) prvnil a druhé rekombinantni misto v paralelni
orientaci,

(1i) pocatek replikace, ktery se nachédzi mezi zminénym
prvnim a druhym rekombinantnim mistem, a/nebo jeden nebo vice
adeno-asociovanych virovych ITR,

{(ii1) jeden nebo vice promotort, a

(iv) Jjednu nebo vice kédujicich sekvenci, kde kazZdy z
uvedeného jednoho nebo vice promotortl a kaZdad z uvedené jedné
nebo vice koédujicich sekvenci sousedi s prvnim nebo druhym
rekombinantnim mistem tak, Ze jedno nebo ob& z uvedeného
prvniho a druhého rekombinantiho mista sousedi s jednim nebo
vice promotory a/nebo s jednou nebo vice kédujicich sekvenci,
a

kde na zakladé& rekombinace probihd pozitivni regulace
jedné nebo vice kédujici skevence(i) a/nebo negativni

regulace jedné nebo vice jiné kédujici sekvence (i) .

3. Vektor podle naroku 1 nebo vektor podle naroku 2,

vyznacujlci se tim Z e dale obsahuji:
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(1) promotor, ktery (a) se nachédzi v oblasti mezi
zminénym prvnim a druhym rekombinantnim mistem, ktera v
prfipade, Ze vektor obsahuje poCatek replikace, zahrnuje
zminény pocéatek replikace, (b) sousedi se zminénym druhym
rekombinantim mistem a (c) orientuje se tak, Ze ridi
transkripci ve sméru od uvedeného prvniho rekombinantniho
mista do uvedeného druhého rekombinantiho mista probihajiciho
skrz uvedeny promotor a

{ii) kéduiici sekvenci, kterd se nachéazi v oblasti mezi
zminénym prvnim a druhym rekombinantim mistem, kterd obsahuje
uvedeny promotor, sousedi s uvedenym prvnim rekombinantnim
mistem, je orientovana tak, aby se prepisovala ve sméru od
uvedeného prvniho rekombinantniho mista do uvedeného druhého
rekombinantniho mista probihajiciho skrz zminény promotor a

neni operabilné spojena se zminénym promotorem.

4. Vektor podle naroku 1 nebo vektor podle naroku 2
vyznacujilci se tim Z e obsahuji:

(1) promotor, ktery (a) se nachédzi v oblasti mezi
uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem, ktera v
pfipadéeé, Ze vektor obsahuje pocatek replikace, zahrnuje
uvedeny pocCatek replikace, (b) sousedi s uvedenym druhym
rekombinantim mistem a (c) je orientovéan tak, Ze ridi
transkripci ve sméru od uvedeného prvniho rekombinantniho
mista do zminéného druhého rekombinantniho mista
probihajiciho skrz uvedeny promotor a

(11) kédujici sekvenci, kterd se nachédzi v jiné oblasti,
nez je oblas: mezi uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim
mistem, ktera obsahuje zminény promotor, sousedi se zminé&nym
druhym rekombinanntim mistem a je operabilné spoijena se

zminénym promotorem.

e
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5. Vektor podle naroku 1 nebo vektor podle naroku 2,
vyznac¢ujici se tim, Z e obsahuji:

(1) promotor, ktery (a) se nachdzi v oblasti mezi
uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem, ktera v

pfipadé, Ze vektor obsahuje poCatek replikace, zahrnuje

uvedeny pocatek replikace, (b) sousedi s prvnim
rekombinantnim mistem a (c) se orientuje tak, aby Fidil
. transkripci ve sméru od zminéného prvniho rekombinantniho
mista do zminéného druhého rekombinantniho mista
probihajiciho skrz uvedeny promotor a
(11) kédujici sekvenci, kterd se nachédzi v jiné oblasti,
. nez je oblast mezi zminénym prvnim a druhym rekombinantim
mistem, ktera obsahuje zminény promotor, sousedi se zminé&nym
druhym rekombinantim mistem, je orientovéana tak, aby se
prepisovala ve sméru od uvedeného prvniho rekombinantniho
mista do zminéného druhého rekombinantniho mista
probihajiciho skrz uvedeny promotor a neni operabilné& spojena

se zminénym promotorem.

6. Vektor podle naroku 1 nebo vektor podle naroku 2,
vyznacujilci se tim Z e obsahuji:

(i) promotor, ktery (a) se nachazi v jiné oblasti, neZ
je oblast mezi uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim
mistem, kterd v pripadé, Ze vektor obsahuje pocatek
replikace, zahrnuje uvedeny poCatek replikace, (b) sousedi s
prvnim rekombinantnim mistem a (c) se orientuje tak, aby
ridil transkripci ve sméru od zminéného prvniho

- rekombinantniho mista do zminéného druhého rekombinantniho
mista probihajiciho skrz uvedeny promotor a

(11) koédujici sekvenci, kterd se nachdzi v oblasti mezi
uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem, ktera

obsahuje zminény promotor, sousedi se zmin&nym prvnim
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rekombinanntim mistem a je operabilné spojena se zminénym

promotorem.

7. Vektor, vy znacujici se timnm, Z e
obsahuje prvni a druhé rekombinantni misto v paralelni

orientaci, mezi nimiZ se nachézi (i) prvni kédujici sekvence,

kterd sousedi se zminénym prvnim rekombinantnim mistem tak,
Ze zminénd prvni kédujici sekvence je orientovéna, aby se

. pfepisovala ve sméru z uvedeného prvniho rekombinantniho
mista do uvedeného druhého rekombinantniho mista
probihajiciho skrz uvedenou prvni kédujici sekvenci, a kteréd
neni operabilné spojena s promotorem a {(ii) promotor, ktery
sousedl se zminénym druhym rekombinantnim mistem tak, Ze
uvedeny promotor je orientovan, aby fidil transkripci ve
sméru od uvedeného prvniho rekombinantniho mista do uvedeného
druhého rekombinantniho mista probihajiciho skrz uvedeny

promotor.

8. Vektor podle naroku 7, vy znac¢uijici s e
t im, Z e diale obsahuje druhou kédujici sekvenci, ktera se
nachazi v jiné oblasti, neZ je oblast mezi uvedenym prvnim a
druhym rekombinantnim mistem obsahujici uvedenou prvni
kédujicil sekvenci, a kterad sousedi se zminénym druhym

rekombinantnim mistem tak, Ze zminénd druhd kédujici sekvence

. je operabilné spojena se zminénym promotorem.
) 9. Vektor podle ndroku 8, vy znacujici s e
t im, Z e uvedeny vektor dale obsahuje:

(1) akceptorové misto spojeni, které se nachazi mezi
zminénym prvnim rekombinantnim mistem a zminé&nou prvni
kbdujici sekvenaci tak, Ze akceptorové misto spojeni je v
oblasti mezl uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem

obsahujici uvedenou prvni kédujici sekvenci,
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(ii) donorové misto spojeni, které se nachazi mezi
zminénym promotorem a uvedenym druhym rekombinantnim mistem
tak, Ze uvedené donorové misto spojeni je v oblasti mezi
uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem obsahujici
uvedenou prvni kdédujici sekvenci a

(1ii) akceptorové misto spojeni, které se nachéazi mezi
uvedenym druhym rekombinantnim mistem a druhou kédujici
sekvenci tak, Ze uvedené akceptorové misto spojeni je v jiné
oblasti, neZ je oblast mezi uvedenym prvnim a druhym
rekombinantnim mistem zahrnujici uvedenou prvni koédujici

sekvenci.

10. Vektor podle naroku 7, vy znad¢duijici se
t im Z e dale obsahuje:

(1) druhou koédujici sekvenci, kterd se nachézi v jiné
oblasti, neZ je oblast mezi uvedenym prvnim a druhym
rekombinantim mlstem, kterd obsahuje uvedenou prvni kédujici
sekvenci a uvedeny promotor, sousedi s prvnim rekombinantnim
mistem tak, Ze uvedend druhd kdédujici sekvence je
orientovana, aby se prepisovala v opac¢ném sméru ze sméru
uvedeného prvniho rekombinantniho mista do uvedeného druhého
rekombinantniho mista probihajiciho skrz zminénou prvni
kédujici sekvenci a neni operabilné spojena s promotorem a

(ii) druhy promotor, ktery se nachazi v jiné oblasti,
neZ je oblast mezi uvedenym prvnim a druhym rekombinantim
mistem, kterd obsahuje uvedenou prvni kédujici sekvenci a
uvedeny promotor, a sousedi s uvedenym druhym rekombinantim
mistem tak, Ze uvedeny druhy promotor je orientovan tak, aby
Fidil transkripci v opac¢ném sméru ze sméru uvedeného prvniho
rekombinantniho mista do uvedeného rekombinantniho mista

probihajiciho skrz zminénou prvni kédujici sekvenci.
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11. Vektor, vy znacujici se tim 2Ze
obsahuje:

(1) prvni a druhé rekombinantni misto v paralelni
orientaci, mezi nimiZ se nachazi prvni kédujici sekvence,
kterd sousedi s uvedenym prvnim rekombinantnim mistem a je
orientovana tak, Ze se pfrepisuje ve smeéru od uvedeného
prvniho rekombinantniho mista do uvedeného druhého
rekombinantniho mista probihajiciho skrz zminénou prvni
kdédujici sekvenci.

(1i) promotor, ktery se nachazi v jiné oblasti, nei je
oblast mezi uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem,
ktera obsahuje uvedenou prvni kédujici sekvenci, a sousedi s
prvnim rekombinantnim mistem tak, Ze promotor je operabilné
spojen s uvedenou prvni kédujici sekvenci a

(111) druhou kdédujici sekvenci, kterd se nachazi v jiné
oblasti, neZ je oblast mezi uvedenym prvnim a druhym
rekombinantim mistem, kteréd zahrnuje uvedenou prvni kédujici
sekvenci, sousedl s uvedenym druhym rekombinantnim mistem a
je orientovéana tak, aby se prepisovala ve sméru od uvedeného
prvniho rekombinantniho mista do uvedeného druhého
rekombinantniho mista probihajiciho skrz zminénou prvni

kédujici sekvenci.

12. Vektor, vy znacujici se tim 2Z e
obsahuje prvni a druhé rekombinantni misto v antiparalelni

orientaci a jednu nebo vice adeno-asociovanych virovych ITR.

13. Vektor podle naroku 12, ktery dale obsahuje jeden
nebo vice promotoru a jednu nebo vice kédujicich sekvenci,

vyznaculilicil se tim Z e kaidy z jednoho nebo
vice uvedenych promotorl a kazdd z jedné nebo vice uvedenych
kbébdujicich sekvencl sousedi s prvnim nebo druhym

rekombinantim mistem tak, Ze jedno nebo obé& uvedend prvni a



83

druha rekombinantni mista sousedi s jednim nebo vice

promotory a/nebo s jednou nebo vice kédujicimi sekvencemi a
na zakladé rekombinace dochazi k pozitivni regulaci

jedné nebo vice kédujici sekvence (i) a/nebo k negativni

regulaci jedné nebo vice jiné kédujici sekvence (i) .

14. Vektor podle naroku 13, vy znacujici se
t 1im 2 e obsahuje:

(1) promotor, ktery se nachazi v oblasti mezi uvedenym
prvnim a druhym rekombinantnim mistem, sousedi s druhym
rekombinantnim mistem a je orientovan tak, Ze ridi
transkripci ve sméru od uvedeného rekombinantiho mista do
uvedeného druhého rekombinantniho mista prochazeijiciho skrz
uvedeny promotor a

(11) bud koédujici sekvenci “a,” kterd se nachazi v jiné
oblasti, neZ je oblast mezi uvedenym prvnim a druhym
rekombinantnim mistem obsahujici uvedeny promotor, sousedi s
uvedenym prvnim rekombinantnim mistem, je orientovana tak, Ze
se prepisuje v opacném sméru ze sméru uvedeného prvniho
rekombinantniho mista do zminéného druhého rekombinantniho
mista prochdzejiciho skrz uvedeny promotor a neni operabilné
spojena s promotorem nebo kédujici sekvenci “b,” kterd se
nachazi v jiné oblasti, neZ je oblast mezi uvedenym prvnim a
druhym rekombinantnim mistem obsahujici uvedeny promotor,
sousedl s uvedenym druhym rekombinantnim mistem a je

operabilné spojena s uvedenym promotorem.

15. Vektor podle néroku 13, vy znacuijici se
t im Z e obsahuje:

(1) promotor, ktery se nachdzi v jiné oblasti, neZ je
oblast mezi uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem,
sousedil 3 uvedenym prvnim rekombinantnim mistem & je

orientovan tak, aby Fidil transkripci ve sméru od uvedeného
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promotoru do uvedeného druhého rekombinantiho mista
prochéazejiciho skrz uvedené prvni rekombinantni misto a

(11) bud kdébdujici sekvenci “a,” kterd se nachazi v
oblasti mezi uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem,
sousedi s uvedenym prvnim rekombinantnim mistem a je

operabilné spojena s uvedenym promotorem nebo kédujici

sekvenci “b,” kterd se nachdzi v oblasti mezi uvedenym prvnim

a druhym rekombinantnim mistem, sousedi s uvedenym druhym
rekombinantnim mistem a je orientovana tak, aby se
prepisovala v opacném sméru ze smeéru uvedeného prvniho
rekombinantniho mista do uvedeného druhého rekombinantniho
mista prochazejiciho skrz uvedenou kédujici sekvenci a neni
operabilné spojena s uvedenym promotorem.

16. Vektor, vy znacujici se tim Ze
obsahuje:

(i) prvni a druhé rekombinantni misto v antiparalelni
orientaci, mezi nimiZ se nachazi promotor, ktery sousedil s
uvedenym druhym rekombinantnim mistem a orientuje se tak, Ze
fidi transkripci ve sméru ze zminéného prvniho
rekombinantniho mista do uvedeného druhého rekombinantniho
mista prochédzejiciho skrz uvedeny promotor,

(ii) prvni koédujici sekvenci, kterd se nachézi v jiné
oblasti, neZ je oblast mezi uvedenym prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, JjenZ obsahuje uvedeny pocatek
replikace, sousedi s uvedenym prvnim rekombinantnim mistem a
neni operabilné spojena s promotorem a

(iii) druhou kédujici sekvenci, kterd se nachdzi v jiné
oblasti, neZ je oblast mezi uvedenym prvnim a druhym
rekombinantnim mistem, kterd obsahuje uvedeny pocatek
replikace, sousedi s druhym rekombinantnim mistem a Jje

operabilné spojena s uvedenym promotorem.
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17. Vektor, vy znacujici se tim 2 e
obsahuje:

(1) prvni a druhé rekombinantni misto v antiparalelni
orientaci, mezi nimiZz se nachézi prvni kdédujici sekvence,
ktera sousedi s uvedenym druhym rekombinantnim mistem a
orientuje se tak, Ze se pYepisuje v opalném smeéru ze Sméru

zminéného prvniho rekombinantniho mista do uvedeného druhého

rekombinantniho mista prochédzejiciho skrz uvedenou prvni

. kédujici sekvenci, a druhou kédujici sekvenci sousedici se
zminénym prvnim rekombinantnim mistem a orientovanou tak, Ze
se prepisuje ve sméru zminéného prvniho rekombinantniho mista
do uvedeného druhého rekombinantniho mista prochéazejiciho
skrz uvedenou druhou kdéddujici sekvenci a

(11) promotor, ktery se nachazi v jiné oblasti, neZ je

oblast mezi uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem
obsahujici uvedeny poCéatek replikace, sousedi se zminénym
prvnim rekombinantnim mistem a je operabilné spojen s

uvedenou druhou kédujici sekvenci.

18. Vektor podle libovolného z naroka 7 aZz 11, 16 a 17,
vyznacujilici se tim Z e didle obsahuje jednu

nebo vice adenoc-asociovanych virovych ITR.

19. Vektor podle libovolného z néaroku 7 az 11,
- vyznacujicil se tim Z e didle obsazhuje pocatek
replikace umistény v oblasti mezi uvedenym prvnim a druhym
rekombinantnim mistem obsahujici uvedenou prvni kdédujici

sekvenci.

20. Vektor podle libovolného z narokt 1 aZ 19,
vyznacujlci se tim Z e didle obszhuje

cizorody gen.:
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21. Vektor podle libovolného z narokua 2 az 11 a 13 aZ
20, vy znadcuijicil se tim Z e uvedena kédujici
sekvence, prvni kédujici sekvence, druhd kédujicl sekvence
nebo cizorody gen obsahuje sekvenci kédujici doménu vazajici
ligand receptoru hormédnu, ktery je schopny vazat exogenni,

ale ne prirozené se vyskytujici hormon.

22. Vektor podle libovolného z néarokll 2 az 11 a 13 aZ

21, vy znadcujici se tim Z e uvedend kbédujici
. sekvence, prvni kdéddujici sekvence, druha kédujici sekvence
nebo cizorody gen obsahuje jednu nebo vice sekvenci, které

kéduji repetici glycin-alanin.

23. Zpusob, ktery umoZhiuje provést mistné specifickou
rekombinaci v eukaryontni bufice, vy znacujilci
s e tim Z e

(a) dochdzi ke kontaktu uvedené bunky s vektorem, ktery
obsahuje (i) prvni a druhé rekombinantni misto v paralelni
orientaci a (ii) pocCatek replikace, ktery se nachazi mezi
uvedenym prvnim a druhym rekombinantnim mistem a je funkcéni v
savCi bunice a /nebo jednu nebo vice adeno-asociovanych
virovych ITR, pricemz se uvedeny vektor vstupuje do uvedené
bunky a

(b) poskytuje uvedenou bunku s mistné specifickou
rekombinazou, kterd umoZnuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim

a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru.

24. Zpusob, ktery umoZiiuje provést mistné specifickou
rekombinaci v eukaryontni bufice, vy znacu3j 1ici
s e t i m, Z e

(a) ke kontaktu zminéné buniky s vektorem podle naroku 2

dochazi tak, Ze uvedeny vektor vstupuje do uvedené bunky a
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jestliZe vektor obsahuje pocCatek replikace, tento pocatek
replikace je funkéni v savcéi buiice a

(b) poskytuje uvedenou bunku s mistné specifickou
rekombindzou, kterid umoZnuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim

a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru.

25. Zpusob, ktery umoZnuje provést mistné specifickou
rekombinaci v eukaryontni bunice, vy znacuijilcli
se tim Z e

(a) ke kontaktu uvedené buniky s vektorem podle naroku 3
nebo 5 dochéazi tak, Ze uvedeny vektor vstupuje do uvedené
bunky a jestliZe vektor obsahuje poc¢atek replikace, tento
pocCatek replikace je funk&ni v savCéi bunice a

(b} poskytuje uvedenou bunku s mistné specifickou
rekombinazou, kterd umoZiuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim
a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru,
pficemZ na zakladé rekombinace uvedend kédujici sekvence je

operabilné spojena s uvedenym promotorem.

26. Zpusob, ktery umoZnuje provést mistné specifickou
rekombinaci v eukaryontni bufice, vy zna ¢ ujicli
se tim, 2Z e

(a) ke kontaktu uvedené bunky s vektorem podle naroku 4
nebo 6 dochédzi tak, Ze uvedeny vektor vstupuje do uvedené
bunky a jestliZe vektor obsahuje pocatek replikace, tento
pocCatek replikace je funk&é&ni v savci bunce a

(b) poskytuje uvedenou bunku s mistné specifickou
rekombindzou, kterd umoZiuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim
a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru,
pricemZz na zakladé rekombinace uvedend kédujici sekvence neni

operabilné spojena s uvedenym promotorem.
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27. Zpusob, ktery umoZnuje provést mistné specifickou
rekombinaci v eukaryontni bunce, vy zna c¢ujici
s e tim, 2Z e

(a) dochéazi ke kontaktu uvedené bunky s vektorem podle
naroku 7 a

(b) poskytuje uvedenou bunku s mistné specifickou
rekombinazou, kterd umoZnuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim
a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru,
pticemZ na zakladé rekombinace uvedenad prvni kdéddujici

sekvence je operabilné spojena s uvedenym promotorem.

28. Zpusob, ktery umoZiuje provést mistné specifickou
rekombinacli v eukaryontni bunice, vy znacuijilcli
se tim, 2Z e

(a) dochazi ke kontaktu uvedené bunky s vektorem podle
néroku 8 a

(b) poskytuje uvedenou bunku s mistné specifickou
rekombinazou, ktera umozZiuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim
a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru,
pficemZ na zakladé rekombinace uvedend druha kédujici

sekvence nenl operabilné spojena s uvedenym promotorem.

29. Zpusob, ktery umoZnuje provést mistné specifickou
rekombinaci v eukaryontni buice, vy znac¢u3jici
se tim 2z e

(a) dochazi ke kontaktu uvedené bunky s vektorem podle
naroku 9 a

(b) poskytuje uvedenou buiku s mistné specifickou
rekombinazou, ktera umoZnuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim

a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru.
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30. Zpusob, ktery umoZiuje provést mistné specifickou
rekombinaci v eukaryontni buice, vy znacuijicli
s e tim 2z e

(a) dochazi ke kontaktu uvedené bunky s vektorem podle
naroku 10 a

(b) poskytuje uvedenou burniku s mistné specifickou
rekombinazou, kterd umoZniuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim
a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru,
pricemZ na zakladé rekombinace uvedenéd prvni kédujici
sekvence je operabilné spojena s uvedenym prvnim promotorem a
uvedend druha kédujici sekvence je operabilné spojena s

uvedenym druhym promotorem.

31. Zpusob, ktery umoZnuje provést mistné specifickou
rekombinaci v eukaryontni bufce, vy znadcu3jici
se tim Z e

(a) dochazi ke kontaktu uvedené buniky s vektorem podle
naroku 11 a

(b} poskytuje uvedenou buniku s mistné specifickou
rekombinazou, kterd umoZiuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim
a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru,

pricemZ na zakladé rekombinace uvedend prvni kédujici
sekvence neni operabilné spojena s uvedenym promotorem a
uvedenda druha kodujici sekvence je operabilné spojena s

uvedenym promotorem.

32. ZpUsob, ktery umoZnuje provést mistné specifickou
rekombinaci v butice, vy zna ¢ujici se tim Z e

(a) dochazl ke kontaktu uvedené bunky s vektorem podle
narcku 12 nebo 13 tak, Ze vektor vstupuje do uvedené bunky a

(b) poskytuije uvedenou bunku s mistné specifickou
rekombinazou, ktera umozZznuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim

a druhym rekombhinantnim mistem uvedeného vektoru.
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33. Zpusob, ktery umoZiuje provést mistné specifickou
rekombinaci v bufice, vy znacujici se tim Ze

(a) dochéazi ke kontaktu uvedené bunky s vektorem podle
naroku 14 tak, Ze uvedeny vektor vstupuje do uvedené buinky a

(b) poskytuje uvedenou buiiku s mistné specifickou
rekombindzou, kterad umoZiuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim
a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru,

pficemZ na zédkladé rekombinace bud uvedend kédujici
sekvence “a” je operabilné spojena s uvedenym promotorem nebo
uvedend kédujici sekvence “b” neni operabilné spojena s

uvedenym promotorem.

34. ZpUsob, ktery umoZihuje provést mistné specifickou
rekombinaci v bunce, vy znadcujlci se tim, Z e

(a) dochazi ke kontaktu uvedené buiky s vektorem podle
néroku 15 tak, Ze uvedeny vektor vstupuje do uvedené bunky a

(b) poskytuje uvedenocu bunku s mistné specifickou
rekombinazou, ktera umoZnuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim
a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru,

pricemZ na zakladé rekombinace bud uvedend kdédujici
sekvence “a” neni operabilné spojena s uvedenym promotorem
nebo uvedena kdédujici sekvence “b” je operabilné spojena s

uvedenym promotorem.

35. Zpusob, ktery umoZnuje provést mistné specifickou
rekombinaci v buice, vy zna c¢ujici se tim Ze

(a) dochazi ke kontaktu uvedené bunky s vektorem podle
naroku 16 nebo 17 tak, Ze uvedeny vektor vstupuje do uvedené
bunky a

(b) poskytuje uvedenou bunku s mistné specifickou
rekombinédzou, kiera umozZnuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim

a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru,
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pricemZ na zakladé rekombinace ta kédujici sekvence,
kterd byla operabilné spojena s uvedenym promotorem s nim
operabilné spojena neni, a ta kédujici sekvence, kterd nebyla
operabilné spojena s uvedenym promotorem s nim operabilné

spojena je.

36. ZpUsob, ktery umoZiiuje provést mistné specifickou
rekombinaci v eukaryontni bufice, vy zna c¢ujicli
s e tim, 7 e

(a) dochazl ke kontaktu uvedené bunky s vektorem podle
libovolného z narokli 18 aZ 22 tak, Ze uvedeny vektor vstupuje
do uvedené bunky a jestliZe vektor obsahuje pocatek
replikace, pak tento pocCatek replikace je funkéni v savci
bunice a

(b) poskytuje uvedenou bunku s mistné specifickou
rekombinazou, kterd umoZnuje rekombinaci mezi uvedenym prvnim

a druhym rekombinantnim mistem uvedeného vektoru.
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