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(57)Anotace:

Popisuji se chimerové nukleové kyseliny a terapeuticka
indukce apoptozy v aktivovanych zan&tlivych buitkach nebo v
butikdch v mist& zandtu tim, Ze se do téchto bungk zavede
chimerova nukleova kyselina. Chimerova nukleova kyselina
m4 alespoti jeden zesilova¥ promotoru TNFo. piipojeny k
funkéni kopii promotoru TNFo a déle pfipojeny alespon k
jedné kopii genu indukujiciho apopt6zu, ktery je déle pripojen
k 3"'UTR. Gen vyvolavajici apoptdzu je granzym B. Regeni se
déle vztahuje k metoddm pfipravy a pouZiti chimerovych
nukleovych kyselin vhodnych pro samoregulaci apoptozy a
farmaceutickych kompozic, které obsahuji uvedené chimerové
kyseliny za (i€elem 1&¢by zanétlivého onemocnéni.
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Samoregulovatelnd apoptdza zanetlivych bunék genovou terapii ;ftkiz////

Oblast techniky

Vynalez se tyka oboru molekuldrni biologie a imunologie.
Vyndlez popisuje vyvoléni apoptédzy v zanétlivych bunkach tak,
e se do téchto bun&k zavede gen, ktery v uvedenych buikach
vyvolava apoptdzu (programované odumirdni bun&k nebo odumirani

bun&k které neni nekrotického ptvodu).

Dosavadni stav techniky

V mnoha pripadech zanétl se produkuji ve velkém mnoZstvi
cytokiny, jako jsou IL-1B, IL-10, GM-CSF a TNFa, jako vysledek
masové agregace a akumulace zénétlivych bunék (Brennan F.M. et
al., British Medical Bulletin 1995, 51/2, 368-384). Pozitivni
a nebo negativni regulace cytokinl v zanétlivé tkdni miaZe byt
pfimo nebo nepfimo  odpovédna za zhorseni chronického
s4nétlivého onemocnéni. Napfiklad nejvyznamnéjdim patologickym
jevem v pfipadé revmatoidni  artritidy (RA) je  lok&lni
zané&tlivé misto (to znamend synovialni klouby). Proto je
pravdépodobné, Ze cytokiny produkované synovialnimi klouby
pacientt trpicimi RA maji dalezZitou ulohu v procesu
onemocnéni. V&Fi se, Ze cytokiny IL-1f a TNFa jsou zodpovédné
za podkozeni chrupavky a kosti, které je pro toto onemocnéni
Eharakteristické (popisuje se v publikaci Dayer J. M. et al.,
J. Exp. Med. 1985, 162, 1208f1215, Gowen M. et al., Nature
1983, 306, 378.380). Ukézalo se, e pritomnost velkého
mno¥stvi IL-1p a TNFa v synovidlnich kloubech urychluje u
hlodavct vyvoj artritidy vyvolané kolagenem (popisuje se
v pﬁblikaci Brennan F. M. et al.,‘Clin. Expt. Immunnol., 1994,
97/1, 1-3).




Apoptéza je zakladni fyziologicky proces pfi embryondlnim
vyvoji a p¥i udrZovédni homeostazy tkané (popisuje se

v publikaci Raff, M. C. Nature, 1992, 356, 397, Vaux, D. L. et

al., Cell, 1994, 76, 777). Neuplnost tohoto nekrotického
prirozeného procesu se projevi radou neoplastickych,
neurodegenerativnich a autoimunitnich onemocni (popisuje se

v publikaci Thompson, C.B., Science, 1995, 267, 1456) .
Biochemické znaky zahrnujici kaskddu signdlni transdukce jsou
relativng& komplexni a nejsou zcela Jjasné. Rizné stimuli
zahrnujici aktivaci specifickych receptord, jako Je vyvojovy
konzervativni exekulni mechanizmus zpusdtény TNFR1 nebo Fas,
vyvoladva odumirdni bunék (popisuje se v publikaci Ahkenazi, A.
a Dixit, V. M., Science, 1998, 181, 1305).

Granzym B je serinova proteédza, kterad se primadrné& nachazi
v cytoplazmatickych granulich cytotoxickych lymfocytd T a
v pfirozenych bufikdch K. Granzym B m& duleZitou ulohu pfi
vyvoléni apoptickych zmé&n v cilovych bunkdch pomoci odumirani
zprost¥edkovanym cytotoxickymi burikami (popisuje se
v publikaci Huesel J.W. et al., Cell, 76, 977-987, 1994, Shi,
L. et al., J. Exp. Med. 176, 1521- 1529, 1992) Zastecné
katalyzou 3Sté&peni a aktivaci .nékolika kaspaz (popisuje se
v publikaci Salvesen, G. S. and Dixit, V. M., Cell, 91, 443-
446, 1997) a drdhou, kterd neni zavisléd na kaspéazach (Andrade,
F. et al., Immunity 8, 451-460, 1998). Granzym B se produkuje
jako polypeptid obsahujici vedouci peptid oddéleny
deaktivujicim dipeptidem (Gly-Glu) od aktivniho polypeptidu
granzymu B. Podobné& Jjako kaspazy, granzym B rozeznava

substraty pro sté&peni specificky v kyseliné aspartové.

'TNFo. je cytokin, ktery hlavné syntetizuji "monocyty,
makrofagy a lymfocyty Jako odezvu na aktivaci. Klasické
elementy Fidici jejich expresi se nachdzeji v blizké nebo ve
vzdalené promotorové oblasti (popisuje se v publikaci Pauli,

U. Critical Rev. Eukaryotic Gene Expression, 1994, 4, 323-




344). DAale v textu se uvadi oblasti, ktere hraji dileZitou
lohu pf¥i aktivité& promotoru TNFa:

a) ukazalo se, Ze elementy TNFo-responsivni se nachéazeji
mezi pary bazi -100 aZ -125. Oblast -108 az -101 bp
obsahuji palindrom TGAGCTCA, ktery je podobny sekvenci
AP-1, kterd obsahuje PMA-responsivni elementy. Vice
kopii =125 az -85 Dbp potvrzuji sedmindsobnou az
jedenactindsobnou indukci  exprese reportniho genu
(popisuje se v publikaci Leitman, D. et al., J. Biol.
Chem. 266, 9343,1991),

b) ukadzalo se, Ze PMA-responzivni elementy jsou pritomny
mezi -101 aZ -286 péry bazi (popisuje se v publikaci
Hensel, G et al., Lymphokine Res. 8, 347, 1989),

c) ukéazalo se, ié responzivni\ ‘element vyvolavajici
protilatky proti CD3 (stejné jako protilatky
indukované Ca-inoforem) leZi mezi pary bazi -118 az -
80. Sekvence KappaB3 (GGGTTTCTCC) v této oblasti Je
velmi dtle?itd pro aktivaci promotoru TNFa pomoci Ca-
inoforu citlivou na CsA. Ukazuje se, Ze tyto elementy
optimalné funguji v kontextu se svym vlastnim
promotorem (Goldfield, et al., J. Exp. Med. 178, 1356,
1993),

d) v bufikdch U937 se PMA-responzivni element nachazi mezi
pary bazi -95 aZz -36 a cAMP-responzivni element (CRE)
se naché&zi v poloze -107 aZ -99 paru bazi. Tato oblast
neodpovidd PMA (popisuje se v publikaci .Economou, J.
S., et al., J. Exp. Med. 170, 321, 1989).

e) vdechny t¥i mista kappaB (kappaBl (=587 aZz -577),
kappaB2 (-210 az -202) a kappaB3 (-98 az =87)) vazii
protein indukovatelny viry, adkoli delece téchto mist
neovliviuje 1indukovatelnost virem (Goldfield, A, et
al., PNAS, 87, 9769, 1990). Dele&ni mutanti mist

kappaB ukazuji, Ze nejsou primadrnimi cily v pripadé
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stimulace PMA lidského genu TNFa (Goldfield, A. et
al., J. Exp. Med. 174, 73, 1991),

f) v my3im systému jsou konstrukce promotoru TNFa -1059,
~-695 a -655 Dbp silné indukovatelné LPS. Tato

indukovatelnost LPS se velmi omezila v konstrukci -451

a déle mezi -301 a 241 bp. Fragment promotoru TNFa
nebyl v makrofidgédch exprimovan a siln& se exprimoval
po stimulaci LPS. Nejvétsi pokles aktivace byl
v poloze -659 aZz -655 bp, kde se v promotoru TNFa
nachédzi element kappaB (Shakhov, A. N. et al., J. Exp.
Med., 1990, 171, 35, Drouet, C. et al., Immunol.,
1991, 147, 1694).

Elementy v 3 nepfeklddané oblasti (3°UTR) genu TNFa jsou
dobfe znamy tim, Ze Jjsou dhleZité p¥i post-transkripéni
regulaci. V my3im systému se provedla analyza vlivu 3°UTR, kde
ve spojeni s homolognim promotorem indukovatelnost LPS byla
velmi silnd. Za pouZiti promotorového systému mySiho TNFa se
ukazalo, .2e 3°UTR 1U&inn& inhibuje aktivitu CAT ve tfech
buné&&nych 1linii, které nejsou makrofagy. Jsou to Hela, NIH3T3
a L929. V 3°UTR se né&kolikrat opakovala sekvence TTATTTAT a
ukazuje se, Ze tato sekvence se podili na regulaci (Han, J.,
et al., J. Immunology, 1991°, 146, 1843—1848,.Crawford, F. K.
et al., J. Biol. Chem., 1996, 271, 22383-22390) .

Rlzné buiiky, jako jsou aktivované makrofégy, aktivované T
bufiky, synoviocyty podobné makrofdgim stejn& jako synoviocyty
podobné fibroblastim a transformované synoviocyty podobné
makrofagim (také se nazyvajl panocyty) se nachdzeji
v zan&tlivych kloubech. Invazivni struktura nazyvana, panus se
odvodila =z hyperplastické podstaty synoviocyth a panocytu.
Panus miZe vzniknout rozsdhlou proliferaci bunék a/nebo
odbourdnim apoptézy v té&chto bufikdch. Proliferadni index
v téchto buiikdch Jje relativn& nizky. Proto hyperplazie u

synoviocytl je zplsobena abnormalitami pri apoptéze




synovidlniho spojeni. V synoviu je frekvence bun€k v konelném
staddiu apoptézy nizkd. V  synovidlnich fibroblastech RA se
mohou vyskytovat abnormality p53 mutaci, které mohou vést
k rezistenci na apoptdzu. Navic v synovidlni tkéni vzniké
velké mnoZstvi pro-zanétlivych cytokind, jako jsou TNFa a IL-
1B. Vznikaji v rhznych typech bunék ve spojeni chrupavka-panus,
které =zahrnuje buiky linie makrofdgl, synoviocytd podobnych
makrofégﬁm, aktivovanych T-bundk a pravd&podobné synoviocytl
podobnych fibroblastim (popisuje se v publikaci Chu C. Q. et
al., Arthritis and Rheumatism, 1991, 34, 1125-1132, Deleuran
B. W., et al., Arthritis and Rheumatism, 1992, 35, 1170-1178).
To pokraduje infiltraci =z&nétlivych bunék a produkci a
produkci vice -pro-zdnétlivych cytokint a faktorf, které jsou
zodpové&dné za proliferaci synoviélnich'bunék.'Vedlé'popsanych
zand&tlivych G&inkd TNFa ma& duleZitou TNFa Glohu p¥i ruznych

pro-zanétlivych jevech.

TNFa vyvolava aktivitu IL-1B v monocytech. Vedle toho se
ukdzalo, Ze anti-TNFo neutralizujici protilatky sniZuji celou
produkci IL-1B (Portillo et al., Immunol., 1989, 66, 170-175,
Brennan F. M., et al., Britisch Medical Bulletin 1995, 51/2,
368-384). Tak dal3i vyhodou pfi blokovani u&inku zéné&tlivého
cytokinu TNFo byla redukce pfri produkci stejné destruktivniho

pro-zanétlivého medidtoru IL-1BP. Je dobfe =znamo, ze TNFa je
aktivator transkripce Jjinych gend spojenych se zanétem.
Napfiklad pfritomnost TNFa stimuluje produkci jinych cytokint
(jako Jje GM-CSF) a buné&lnych povrchovych receptorlt, které
zahrnuji antigeny HLA t¥idy II a adhezivni molekuly (popisuje
se v publikaci Alvaro-Garcia J. M., et al., J. Exp. Med.,
1989, 146, 865-875), které podporuji vznik aktivovanych bunék
T a neutrofild, coZ vede k synovialnimu zé&nétu a hyperplézii a
také k masivnimu poékézeni chrupavek a kosti (popisuje se

v publikaci Allen J. B., J. Exp. Med., 1990, 171, 231).
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B&¥na terapie proti zanétlivym poruchédm Jje v typickém
pripadé ¥izena proti pfiznakim =zanétu. Takova terapie
poskytuje pouze docCasnou Uulevu, aniZ dojde podsfatnému
oddédleni progrese onemocnéni. Naopak terapie, jejimZz cilem Jje
TNFoo a Jjiné faktory vyvolané =zanétlivym procesem jsou
pravdépddobné vice slibné. Napriklad u zvifeciho modelu
artritidy vyvolané kolagenem protilatky proti TNFa & rozpustné
chiméra receptoru TNFa-IgG 1&inné& redukuje otok tlapek,
postiZeni kloubll a poSkozeni kosti (popisuje se v publikaci
Williams R. O. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1992, 89, 9784~
9788). Testy na ¢&lovéku za pouZiti protilatek proti TNFa a
chimérovych molekul receptor TNFa-IgG davaji dramaticke
vysledky (Elliot M. J., et al., Arthritis and Rheumatism,
1993, 36, 1681- 1690, Elliott M. J., et al., Lancet, 343,
1105-1110) . A&koli se zd&, Ze lélba témito antagonisty TNFa je
velmi dobfe sﬁééena, vede také k produkci protildtek proti
rekombinantnim proteinfm. Tyto terapie pak mohou byt vhodné
pro dlouhodcbou 1é&bu a nezpisobuji opravdové zastaveni

nemoci.

Dokument WO 97/07828 popisuje metody lécby genovou terapii

pacienta s akumulaci bunék nebo s chronickym zénétlivym

onemocnénim, které Jje vysledkem genu regulujiciho defektni
apoptézu specificky p53. Lédba upravuje defekt genu divokého
typu spojeného s promotorem, ktery ¥idi  expresi genu

regulujiciho apoptdzu.

7a G&elem aktudlné& upravit progresi onemocnéni, TNFa musi
‘byt cilem terapie, ktera je specifickd pro TNFo. Takovou
ﬁepferuéovanou 1écbu neni mozné praktikovat s témito
biologickymi ¢&inidly a bude obtiZ’né je aplikovat po dlouhou

dobu.




P¥i alternativnim zptsobu 1lécby z&né&tlivé synovium se mizZe
odstranit za pouZiti metody chirurgické (Herold N. and
Schroder H. A., Acta Orthop. Scand., 1995, 66, 252-254,
Ogilvie-Harris D. J. and Weisleder L., Arthroscopy, 1995, 11,
91 - 95), chemické (Cruz-Esteban C. and Wilke W. S.,
Bailliere’s Clinical Rheumatol., 1995, 9, 787-801) nebo
zétenim vyvolané synovektomie (popisuje se v publikaci Cruz-
Esteban C. and Wilke W. S., Bailliere’s Clinical Rheumatol.,
1995, 9, 787-801). Po artroskopickém odstranéni se ziskaly
hrani&ni a# dobré vysledky. Synovektomie, kterd se neprovedla
chirurgickym zésahem se uskutelnila za pouZiti riznych
chemickych ¢&inidel, Jjako Je kyselina osmic¢eld, alkylacni
ginidla, jako je dusikaty yperit a tepa a metotrexadt. BohuZel
synovektomie, které se neprovadi chirurgickou cestou
(zahrnujici chemickou a zafenim indukovanou synovektomii) majil
komplikovany postup, poskytuji pouze krdtkodobé zlepSeni a
vykazuji pouze malé omezeni synovialni hyperplézie. Navic
vétsSina nechirurgickych alternativ Jsou potencidlnimi
teratogeny. Prirozend zanétlivd odezva souhlasi s poskozenim
tkan&, které vznikd chemickym nebo chirurgickym zasahem.
Nakonec je nutné poznamenat, Ze tyto pristupy Jsou nevyhodné
tim,. Ze existuje riziko a vedlejsi ulinky bé&iné& spojené
s b&snou 1lé&bou farmaky a invazivnich chirurgickych metod,
které zahrnuji nakladnou a nepflijemnou hospitalizaci a

rehabilitaci.

Stale je nutné vytvorit ucinny terapeuticky pfistup pro

1é&bu zanétlivych poruch zvlasté pak RA.

Podstata vynalezu

Vynédlez popisuje zpusoby a kompozice vztahujici se
k podkozeni bunék, které produkuji TNFa, vyvolané apoptédzou.

Vyndlez popisuje chimérové molekuly nukleovych kyselin, které
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maji alesponl jednu oblast zesilujici promotor TNFa (obsahujici
nukleovou kyselinu se sekvenci SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 a
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 nebo konzervativni substituci a

nebo jeji alelické varianty) spojenou s promotorem TNFa.

Promotor TNFo se dale pfipojil na sekvenci nukleové kyseliny,
kterd kéduje protein granzymu B nebo konzervativni substituci
nebo jeji alelické varianty, které naopak Jsou dale pfipojeny

na sekvenci nukleové kyseliny 3 UTR.

Vyndlez dale popisuje TINFp-AIG a podobné chimérové
konstrukce nukleové kyseliny, zpusoby Jjejich pIipravy a

zptisoby jejich pouZiti a pripravky, které je obsahuji.

Déle vynalez popisuje zplsob 1éCby zanétlivych stavd,
aplikaci pacientovi, ktery tuto lécbu potfebuje, farmaceuticky
G&inného mnoZstvi prostredku, ktery obsahuje chimérovou

molekulu nukleové kyseliny.

Dile vynédlez popisuje zplsob vyvolani apoptdzy v bunkach
transfekovanych chimérovou nukleovou kyselinou TNFp-AIG, déle

zpisob pro in vitro selekci variant somatickych bunék, které
neprodukuji  TNFa, v populaci bunék, zpﬁsob identifikace
dominant/negativnich genli odpovédnych za vznik populace, ktera
neprodukuje TNFa, a zpusob identifikace produktl odpovédnych

za regulaci produkce TNFa.

Podstata vynalezu

Vynalez popisuje nové chimérove molekuly nukleovych
kyselin vhodné pro pouiiti v terapeutickych kompozicich a
v metodach, které pouzZivaji takové kompozice. Kompozice Jsou

fizeny na selektivné indukovanou apoptdzu v bunkéch

produkujicich TNFa, coZ zpuisobuje poskozeni téchto bunék.

7kratka 3 UTR znamend 3 nepfeklédanou oblast.
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zkratka ,AIGY znamend gen vyvolavajici apoptézu. IAG

zahrnuje granzym B.

Zkratka ,CsA“ znamend cyklosporin A, cozZ jé biologicky
aktivni metabolit hub, ktery vykazuje imunosupresivni

vlastnosti.

7kratka ,DN“ znamend dominantni/negativni genové produkty,
které maji negativni u&inek na expresi nebo funkci jinych gena

nebo genovych produkti.

7zkratka ,ERY znamenad oblast zesilovade, pfricemZ ER1 ma
sekvenci SEQ ID NO: 4, ER2 m& sekvenci SEQ ID NO: 5, ER3 ma
- sekvenci SEQ D NO: 11 a ER4 m& sekvenci SEQ ID NO: 12.

Zkratka ,GBY znamend granzym B.
Zkratka ,PMAY znamend forbolmyristatacetat.

7kratka ,RAY znamend revmatoidni artritidu.
zkratka ,TNFo® znamenad faktor nekrézy nadoru alfa.

Terminy ,promotor TNF“, ,promotor TNFoa" a ,INEp" jsou zde
zam&nitelné. Neni-li uvedeno jinak, tyto terminy se vztahuji
k celé nukleotidové sekvenci odpovidajici p¥irozené minimalni
sekvenci promotoru TNFo pfipojené na jeden nebo vice elementt

zesilovade, které leZi proti sméru exprese.

Termin ,substituce aminokyselin“ znamend nahrazeni jedné
nebo vice aminokyselin. Jsou Vv podstate konzervativni, kdyz
substituovand aminokyselina ma podobnou struktufu a/nebo
chemické vlastnosti. P¥iklady konzervativniho nahrazeni jsou
substituce leucinu izoleucinem nebo  valinem, aspartatu

glutamdtem nebo threoninu serinem.
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Termin ,konzervativni varianty" znamenaji substituce

aminokyselin v polypeptidu.

Termin ,alelické varianty“ znamend varianty na uGrovni
nukleové kyseliny a proteinu, které pusobi konzervativni nebo
nekonzervativni substituce, pfricemZ vznikd alternativni forma

stejného genu.

EAANY

Termin ,reportnl molekuly znamend chemické &asti, které
se pouzZivaji pro znaceni sekvence nukleové kyseliny nebo
aminokyseliny. Reportni mblekuly zahrnuji, ale nejsou omezeny
na radionuklidy, enzymy, fluorescen&ni, chemiluminiscencni
nebo chromogenni <&inidla. Reportni molekuly Jsou spojovany
s uréitou aminokyselinovou sekvenci nebo s urcitou sekvenci

nukleovych kyselin, stanovuji jejich pritomnost a umoZfiiuji

jejich kvantifikaci.

Termin , reportni geny" znamend nukleové kyseliny a jejich
fragmenty, které kéduji funkéni protein, Jjako je luciferaza,
jenz je moZné pouzit pfi hodnoceni aktivity heterolognich

promotorua.

Termin ,funkéni fragmenty“ polynukleotidu a nukleové
kyseliny obsahuji celou nebo libovolnou &ast nukleotidové
sekvence, - kterd mad né&kolik nukleotidd. Tyto fragmenty se mohou

pouzit jako dostatelny geneticky materidl pro iniciaci

transkripce genu nebo kdédovani funkcéni podjednotky
polypeptidu.
Tento vynadlez Jje zaloZzen na dukazu, Ze apoptdza

z&n&tlivych bun&k u jistych zénétlivych onemocnéni je vyhodna.
Vyndlez se zv143t& popisuje samoregulovatelnou apoptdzu
genovou terapii. Vynalez dédle popisuje chimerovou nukleovou
kyselinu obsahujici alespon jeden zesilovac promotoru
pfipojeny alespoini k jedné funk&ni kopii minimdlniho promotoru.

Promotor je gen nebo kombinace genl aktivovanych v zanétlivych
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bufikach nebo v bufikdch v mist@& z4n&tu. Tato chimerova

nukleovd kyselina Jje spojena alespori s jednou kopii genu
vyvolavajiciho apoptdézu (AIG) tak, zZe exprese AIG se ridi
promotorem, p¥icemZ cilem Jjsou zanétlivé Dbunky. Promotory
indukovatelnych genti, které se aktivuji p¥i =z&nétu, =zahrnuji
sekvenci nukleové kyseliny promotoru TINFa a konzervativni
substituci nebo jejich alelické varianty. Chimerové nukleové
kyseliny podle vyndlezu obsahuji =zesilovag, promotor a
elemehty AIG primo spojené nebo vzdalené nebo blizko u sebe a
jejich kombinace. Jak se wuvadi shora v textu a popisuje se
detailn&ji dale v textu v nékterych provedenich se pouZije
v pripadé dosaZeni maxim&lni u¢innosti vice kopii zesilovace,

promotoru a/nebo AIG.

Vyndlez klade duraz na chimerové nukleove kyseliny
obsahujici alespoii Jjeden =zesilova¢ promotoru TNFa spojeny
alespofi s jednou kopii minimalniho promotoru TNFa a déle
spojeny, pouze z divodd ilustrace, alesponi s Jjednou kopii AIG.
P¥iklady provedeni vyndlezu obsahuji tyto typy zdkladnich

konstrukci.

Gen vyvolavajici apoptézu (ktery se nazyva AIG) Je rizen
promotorem TNFa (TNFp) nebo Jjinym indukovatelnym genem, ktery
se aktivuje pfi z&né&tu. V Jednom provedeni podle vynalezu se
apoptéza selektivné indukovala v téch bunikdch, které Jjsou
schopny produkovat TNFa. TNEFp-AIG nebo jina chimerova nukleova
kyselina miZe byt vhodna pro zavedeni in vivo za pouZitl
b&fnych metod genové terapie. Je vyhodné v ur¢itém provedeni
vyndlezu, kde chimerova nukleova kyselina je TNEFp-AIG, aby se
exprimovala pouze V t&ch bunkédch, které vprodukuji ‘zan&tlivé
cytokiny TNFa. Vedle toho, protoZe chimerova nukleova kyselina
obsahuje elementy promotoru TNFa, také oddéluje indukovatelné
TNFp-selektivni  transkripéni  faktory. To vede k omezeni

endogenni produkce TNFa. Vynédlez popisuje specificky TNFp-AIG
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a podobné genové konstrukce, buflky obsahujici chimerovée

nukleové kyseliny, zplsoby  vyvoléni apoptdzy v bunkéch
transfekovanymi chimerovymi nukleovymi kyselinami,
farmaceutické- kompozice obsahujici chimerové nukleové

kyseliny, zplsoby vhodné pro in vitro selekci wvariant
somatickych buné&k, které neprodukuji TNFa, v populaci bunék
produkujicich TNFa a podobné&, zpusob identifikace dominantnich
negativnich/dominanntich supresivnich genli odpovédnych =za
inhibici produkce TNFa a terapeutickych metod =za pouZiti

chimerové nukleové kyseliny.

Aby byla jasnad diskuse dale v textu, uvadi se sekvence

chimerové nukleové kyseliny podle vynalezu:

SEQ ID NO: 1 Jje nukleotidovd sekvence odpovidajici
referendni promotorové sekvenci plné délky lidského TNFa, jak
se popisuje v publikaci Takashiba S., et al., Gene, 1993, 131,

307-308) . Cisla nukleotidl odpovidaji ¢islovani této sekvence.

SEQ ID NO: 2 je pfirozend sekvence promotoru TNFa genu,
ktery se pouZiva TNFoapodle vynalezu (-1077 nukleotidl od mista
podatku transkripce, TSS). V nukleotidove sek&enci TNFp SEQ ID
NO: 1 a SEQ ID NO: 2 existuje nékolik rozdild. Takové rozdily
v nukleotidovych sekvencich promotoru TNEo se uvadéji

v publikaci Takashiba S., et al., Gene, 1993, 131, 307-308).

SEQ ID NO: 3 Jje pfirozend minimdlni sekvence promotoru
TNFo, (nukleotid =120 aZ -TSS), kterda zahrnuje alesponl Jjeden
element zesilovade (misto k3). Popisuje se v pﬁblikaci Pauli,
U., Crit. Rev. 1in Eucaryotic. Gene Expression, 1994, 4, 323-
344, Rhoades K.L. et al., J. Biol. Chem., 1992, 267, 22102-
22107 a Takashiba S., et al., Gene, 131, 307-108).

SEQ ID NO: 4 je oblast zesilovade 1 (ER1) promotoru TNFa
obsahujici nukleotidy -1005 aZz -905.
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SEQ ID NO: 5 je oblast zesilovace 2 (ER2) promotoru TNFo.
obsahujici nukleotidy -706 aZ 517.

. SEQ ID NO: 6 je daldi vicenasobné klonovaci mista /MCS),

které se zavedly proti sméru exprese -120 minimé&lniho

promotoru TNFav konstrukci -120pGL3.

SEQ ID NO: 7 je 3’'neprekladana oblast (3°UTR) genu TNFa
(popisuje se v publikaci Nedwih, G. E., et al., Nucleic Acid

Research, 1985, 13, 6361-6373).
SEQ ID NO: 8 se granzym B v plné délce.

SEQ 1ID NO: 9 zkracend forma granzymu B, ktery postrada
nukleotidy kédujici vedouci peptid a deaktivujici dipeptid.

SEQ ID NO: 10 je granzym B v plné délce, ktery obsahuje
nukleotidy kédujici vedouci peptid, ale postréddad nukleotidy

kédujici deaktivujici dipeptid.

SEQ ID NO: 11 je oblast zesilovace 3 (ER3) promotoru TNFa,
kterd obsahuje nukleotidy -234 aZ -120.

SEQ ID NO: 12 dje zesiluji oblast 4 (ER4) promotoru TNFa,
kterd obsahuje nukleotidy -243 aZz -65.

SEQ ID NO: 13 je chimerovd nukleovd kyselina -
706TNFpGB3 “UTR.

SEQ ID NO: 14 dJe chimerovd nukleovd kyselina -
1005THFpGB3 "UTR.

Elementy promotoru TNFa vhodné pro pfipravu konstrukci
chimerové kyseliny podle vyndlezu se vybraly z elementl, které

jsou schopné vyvolat expresi terapeutického genu, kterou ridi

promotor TNFa. Tyto promotorové elementy se zde nazyvaji Jjako

L s PN
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,vyvolatelné cis elementy“, ,cis-vyvolatelné elementy" nebo

,elementy zesilovace" promotoru TNF.

Elementy zesilovale se mohou fyzikdlné& spojit s minimalni
promotorovou sekvenci nebo se mohou oddélit od minim&lni
promotorové sekvence sekvenci linkeru, kterd mlZe obsahovat
ale nemusi jedinedné restrikéni misto. Jak se uvadi shora
v textu elementy =zesilovale se mohou pfipojit pfimo , mohou
byt vzdéleny nebo blizko od chimerové nukleové kyseliny podle
vyndlezu nebo v jejich kombinaci. Ty se v typickém ptfipadé
v konstrukci nachézi proti sméru exprese od promotoru. Pfiklad
element® zesilova&e promotoru TNFa jsou uvedeny v sekvenci SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 11 a SEQ ID NO: 12. Mohou
se také pouzit jejich funk&ni fragmenty nebo variace a Jjejich
kombinace. Nékteré preferované genové konstrukce podle
vyndlezu zahrnuji ty, které maji velké mnoZstvi kopii elementt
zesilovade. To znamend dvé nebo vice kopii. N&ktera provedeni
vyndlezu maji pfibliZné 2 aZ 25, pfednostné 2 az 10 a dokonce

vice se upfednostiiuje 2 az 5 kopii.

zde se pouziva termin ,promotor TNE“, ,promotor TNFo™ a
»TNFp™. Tyto terminy Jje moZné zaménit. Neni-1li uvedeno jinak,
tyto terminy odpovidaji celé nukleotidqvé sekvenci
odpovidajici pFrirozené minim&dlni sekvenci promotoru TNFa,
kterd je pripojena k jedné nebo vice elementim zesilovace
proti sméru exprese (bud se vyskytuji pfirozené& nebo se
geneticky manipuluji v laboratofi). Priklady zahrnuji, ale
nejsou omezeny na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 3 a

jejich funk&ni fragmenty, varianty a smési. Rada funk&nich
fragment®l a variant sekvenci TNFa a dalSich zde ”popsanYCh
faktord sdili alespoii 80 % sekvendni homologii a v nékterém

pripadé 90 % s jejich pfirozenymi a geneticky manipulovanymi

Sdstmi. Ty jsou dobfe znamy v oboru.
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Vyndlez popisuje novou terapeutickou metodu =zahrnujici
zavedeni sav&i chimerové nukleové kyseliny do bunék, pficemz
uvedend nukleovd kyselina obsahuje gen vyvolavajici apoptdzu
(IGA) ¥Fizeny promotorem TNFa (TNFp). PE¥iklady chimerovych
nukleovych kyselin podle vyndlezu jsou uvedeny v SEQ ID NO: 13
a 14. Mohou se také pouZit Jjejich funkéni fragmenty nebo
varianty. Vysledek se kontroloval pomoci TNFp a AIG se
exprimoval pouze Vv téch bufikdch, které bprodukuji zdnétlivy

cytokin TNFa. Proto libovolné builky exprimujici TNFo podléhaji

samédestrukci, zatimco bunky, které exprimuji TNFa, nejsou
ovlivnény. Je vyhodné, Ze tato metodologie se miZe cilit na
libovolné bufiky produkujici  TNFa, jakd jsou aktivované
makrofagy, aktivované buitiky T, synoviocyty podobné makrofagum
a fibroblasttim a primdrni bunky, které‘ se nachézeji v RA
kloubech. Cilend bufika produkujici TNFa je ta bunika, ktera v
normédlnim pripadé nese nebo nenese nebo exprimuje apoptdzovy
gen Vv jeho prirozené nezménéhé form&. Proto za pouiiti
chimerovych nukleovych kyselin a metod podle vynadlezu se mohou

bunécéné zdioje TNFo podkodit vysoce selektivnim zpusobem.

Jinou vyhodou pouZiti chimerové nukleové kyseliny podle
vynadlezu je, Ze TNFp odd&luje transkripéni faktory, které jsou
nutné pro endogenni TNFp, pficemZz se sniZzi endogenni produkce
TNFo. V jednom prikladu se TNFp nachazi v terapeuticky
cilenych bufikdch ve velkém pfebytku. Toho je moZné dosédhnout
zavedenim vice kopii transfekovaného genu do buiky. V jiném
pripad& chimerovd nukleovd kyselina podle vyndlezu muze
obsahovat vice kopii indukovatelnych cis elementd promotoru
. TNFo. Jak se uvadi shora v textu vice kopii ,indukovatelnych
elementt zesilovad® TNFp je pfitomno v né&kterych provedenich
chimerové nukleové kyseliny TNFp-AIG podle vynéalezu. Tim, Ze
obSahuji vice kopii indukovatelnych cis elementt konstrukce

TNFp, transkripéni faktory potfebné transfekovanou buttkou za
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Ucelem produkce TNFo se oddélily exogenné zavedenou
sekvenci.Tato preferovand chimerova konstrukce TNFp-AIG se
charakterizovala zvySenou G&innosti v souté&Zeni o TNFp-
specifickeé transkripéni faktory, coz se porovnava
s chimerovymi .nukleOVYmi kyselinami podle vynélezu, které
obsahuji pouze Jjediny zesilovaci element spojeny s TNFp.
,Indukovatelny super promotor“ se zkonstruoval timto zpusobem
je schopny 1) u¢innéji souté?it o TNFa specifiké indukovatelné
transkrip&ni faktory a 2) fidit expresi genu vyvoléavajiciho
apoptézu tak, aby dod3lo k jeji zesileni, k CemuZ napomdhéd vice

zesilovacich elementu.

U pacientu s revmatoidni artritidou se. ukdzalo, Ze
synovektomie, to znamena odstran&ni synovialni tké&né&, Je
vyhodné. Na rozdil od bé&inych a chirurgickych zptsobu
synovektomie, zde popsand terapeuticka metoda cilend na buiky
postihuje pouze bufiky produkujici TNFa. Tak je vyhodné zavest
a exprimovat chimerovy gen TINFp-AIG a nadslednym vyvolanim
apoptozy predejit zanétlivé odezveé. Metody podle vyndlezu jsou
srovnatelnd selektivni a vysledek je minim&lni podkozeni tkané

a omezeni zanétu.

- 7de popsané produkty a metody se mohou pouzit pri 1lécbeé
jinych  z&n&tlivych onemocnéni. Takové  zané&tlivé poruchy
zahrnuji, ale nejsou omezeny na roztrouSenou sklerézu,

Guillain-Barruv syndrom, Crohnovu nemoc, ulcerativni kolitidu,

lupénku, lupus erythematodes, odmitnuti  stépt, cukrovku
s nutnosti aplikovat inzulin, psoriatickou artritidu,
sarkoidézu, hypercitlivou pneumonitidu, ankylozujici

spondylitidu a pZ¥ibuznou spoldyloarthropatii, Reitertv syndrom
a generalizovanou sklerdzu. Vynalez zdiraziiuje zpusoby lécby
zé&n&tlivych poruch u pacienta aplikaci pacientovi, ktery tuto
1é&bu pottebuje, farmaceuticky uc&inné mnoZstvi farmaceutické

kompozice, kterd obsahuje chimerovou nukleovou kyselinu podle
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vyndlezu. Apoptéza se vyvolala v zan&tlivych burikach nebo
v bufikdch, které se nachdzeji u pacienta na misté =zanetu,
zavedenim alespoii jedné chimerové kyseliny podle vyndlezu do
mista z&ndtu. To se vV typickém pfipadé provede tak, Ze se
pripravi farmaceutickd kompozice, kterd obsahuje alespon jednu
chimerovou nukleovou kyselinu podle vyndlezu a Vv typickém
pfipad& farmaceuticky p¥ijatelny nosil a kompozice se aplikuje
pacientovi za pouZiti standardnich zpusobl, které jsou dobfe
zndmy v oboru. Farmaceutickd kompozice se miZe zavést p¥imo do
mista zan&tu =za pouziti mistni povrchqvé, intravendzni,
intraperitonedlni a podobné metody. Daldi zplisoby se popisuji

dadle v textu.

Vedle terapeutickych indikaci, chimérové nukleové kyseliny
podle vynélezu se mohou pouZit p#i ruznych testovacich a
selek&énich metodach. Pri jedné takové metod& se mohou varianty
somatickych bunék, které neprodukuji TINFa v populaci bunék
produkujicich TNFa, vybrat in vitro zavedenim .chimerové
nukleové kyseliny TNFp-AIG do populace bunék produkujicich
TNFo.. Buifiky produkujici TNFa vykazuji apoptézu. Bunky, které
neprodukuji TNFa preZziji. Vyb&r téchto buné&dnych variant,
které vykazuji fenotyp bunék, které prezily, Je jednoduchy
zpisob identifikace buné&k, které TNFa neprodukuji. Takovy
selek&ni zptsob se miZe pouZit pfi stanoveni exprese geny,
které plisobi trans zpQsobem, aby regulovaly aktivitu promotoru
TNFo, pricemZ se redukuje produkce TNFa. Takové geny se
charakterizovaly jako dominantni negativni (DN) /dominantni
supresivni geny Vv jinych systémech (popisuje se v publikaci
Behrends S., et al., J. Biol. Chem. 1995, 270, 21109-21113,
zhang S., etal., J. Biol. Chemn., 1995, 270, 23934-2393¢6,
Watowich S.s., et al., Mol. Cell Biol., 1994, 14/6, 3535-
3549).
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Ddle p#i zpusobu in vitro se chimerova nukleové kyselina
TNFp~-AIG podle vynédlezu mtze pouzit k identifikaci
dominantniho negativniho genu odpové&dného za vyvoj populace
bun&k, které neprodukuji TNFa. Podle této metody chimerova
nukleové kyselina TNFp-AIG se zavedla do bunék, které
produkuji TNFa. Blokovanim pfitomnosti dominantniho
negativniho genu tyto buniky po aktivaci podléhaji apoptodze.
Proto Jje moZné dedukovat, Ye varianty, které pteZiji, nesou
dominantni negativni gen schopny negativné& regulovat produkci
TNFo. Dominantni negativni gen je moZné snadno identifikovat
produkci knihovny cDNA a transfekci bunéénych linii (napfiklad
Jukartovi bufiky a THP-1). Tyto buiky Jjsou bud stabilni
transfektanty indukovatelné chimerové nukleové kyseliny nebo
buitky transfekované TNFp-luciferdzovym genem TNFp-AIG. Tyto
buiky se vybraly pro aktivaci in vitro na zakladé& fenotypu
ptezivdich bunék. Fenotyp prezivSich bunék se indikovala podle
a&inku gent DN. V bunkach transfekovanych genem  TNFp-
luciferazy se redukce aktivity luciferdzy indikuje uclinkem
‘genu DN. Dominantni negativni geny identifikované za pouZiti
tohoto protokolu se mohou pouzit samotné Jjako terapeuticka

&inidla. Takové geny jsou kandidéty genoveé terapie za ucCelem

redukovat produkci TNFa.

Zpisoby, které se vyuzivajil pro transfer genu se rozdélily

do dvou kategorii:

1. P#imy pristup: In situ transdukce terapeutického genu
do cilovych bun&k, jako jsou synoviocyty za pouzZiti
vhodného vektoru Jjako nosile terapeutického genu.
Vektor obsahujici terapeuticky gen, ktery se injekci
zavedl primo do oblasti, kde ma pisobit (napfiklad
artriticky kloub).

2. Neptimy pristup: Ex-vivo transfekce terapeutického
genu do cilovych bunék, jako jsou synoviocyty. PEi

tomto pfistupu se synovium odstranilo z kloubt,
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izolovaly se synoviocyty a kultivovaly se in vitro. In
vitro kultivované bufiky se transfekovaly terapeutickym
genem a geneticky upravené synoviocyty se

transplantovaly zpatky do synovia.

V ptipadé in vivo transferu se u n&kolika vektort
zhodnotila u&innost pri zavedeni genu (popisuje se V publikaci
Nita et al., Arthritis and Rheumatism, 1996, 39/5, 820-828).
Mezi - vektory pouZivanymi pro genovou terapii Jjsou vektory
ziskané =z retrovirt, které jsou z daleka nejlépe vyvinuty.
Tyto vektory byly schopny za&lenit geneticky material do
hostitelského genomu a tak produkovat stabilni transfektanty.
Tyto vektory vSak nebyly schopny infikovat bufky, které se
nedéli, a pfotoie se zaclenily do genomu nemiZe dojit
k inzer&ni mutagenezi. ‘Vektory ziskané z adenovirl infikuji
butiky, které se déli i které se ned&li a DNA zUstéava
epizomalni. Nevyhodou vektort zaloZenych na adenovirech Jje, Ze
tyto vektory pokraduiji v produkci virovych proteint
v infikovanych buikadch a tvoii jJe potenciondlné antigenni.
T¥eti typ. vektord zaloZenych na viru se ziskal z virt Herpes
simplex (HSV), které byly schopny infikovat bunky, které se

d&li i bufiky, které se nedeéli.

Mezi nevirovymi vektorovymi systémy se hodnotily kationové
liposomy a samotnd plazmidova DNA. Liposomy jsou nejvyhodné&jsi
ve vét&ind stadiich vyvoje, a&koli jisté typy bunék, jako jsou
bunky k@iZe a svald pohlcuji a exprimuji i samotnou plazmidovou

DNA.

zavadéci systém genl zprostfedkovany Ccésticemi je také
moZny (popisuje se V publikaci Rakhmilevich, et ai., PNAS,

1996, 93, 6291) a zda se to byt vhodny pristup.

Pro =zavedeni chimerovych nukleovych kyselin Je mozZné
pouzit nasledujici protokoly pro zavadéni genu ,in vivo™“:

1) Nita et al., Arthritis and Rheumatism, 1996, 39, 820-823

e
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In vivo experiment u kralikd:
Kazdy vektor Jje mozné zavést dovnitf¥ kloubu. V pripadé
nédkolika virovych vektorl se do kolene zavedlo 10% a 10° &astic
suspendovanych v 0,5 ml rovnovazného solného roztoku.

Do kolona se zavedly komplexy lipozom-DNA (200 moll DC-
Chol v komplexu s 20 pg DNA v mililitru ) v 1 ml rovnovazného

solného roztoku.

2) Methods in molecular medicine: Gene Therapy Protocols,
Paul Robbins, ed., 1997, Barr et al., str. 205-212.

7avedeni vektoru zaloZeného na adenoviru do hepatocytd se
provadi nésledujicim zplsobem: krysi hepatocyty 1x10' PFU na
100 g t&lesné hmotnosti zvirfete.

U psu (lé a? 17 kg) se portalni Zila pfedem fuzovala
s pfibliZné 1,510 PFU/kg =za vzniku Jjedné kopie genomu
adenoviru na diploidni kopii hostitelské DNA.

V ptipadé kralika (2 az 4 kg) se 100% transdukce
hepatocytld dosahlo 1,5x10° virovymi &asticemi  (p¥ibliZné
1,5x10' PFU), 50 az 75 % transdukce se dosdhlo 4 x 10%

virovymi Casticemi.

Yang N-S, et al., 281-296
Zavedeni genu zprostfedkované zlatymi Casticemi:
Transfekce savéi ko%ni tkan& 0,1, 0,5, 1,0 a 2,5 pg DNA/mg

tastice vykazuje linedrni vztah exprese transgenu.

Nabel et al., 297-305
zavadd&ni gent zprostfedkované lipozomy v pripadé lidi:
Protokol 1: 15 nmol lipozomd DC-Chol/Dope kombinovanych s
1 pug DNA v 0,7 ml. 0,2 ml shora popsané smési se zavedlo
injekci do pacienta s melanomem uzlin. V pripadé zavedeni
katetrem se do arterie zavedlo 0,6 ml roztoku.

Protokol2: 15 nmol lipozomt DMRIE/Dope se kombinovalo s 5

pug DNA v 1,0 ml.




V ptipadé injekce pfimo do nadoru se koncentrace DNA
pohybovala v rozmezi 3 pg s 4,5 nM DMRIE/Dope aZ 300 ug
v komplexu s 450 nM DMRIE/Dope.

3) Roessler, et al., 369-374
Transfer genu do synovia:
K terapii kloubu se pouZilo rozmezi davky 10° aZ 10%
adenovirovych &astic na kloub. Optimdlni davku v pEipadé
ur&ité série pokust je nutné stanovit empiricky a Jje
z4visld na vlastnostech rekombinantniho adenovirového

genomu a transgenu, ktery se exprimuje.

V pripad® nepfimého pristupu se zavedly razné metody
zahrnujici vyuziti kationickych lipidid nebo  transfekce

zaloZené na kationickém polymeru a elektroporaci.

P¥ehled obrazkd na vykrese

Na obrazku ¢&. 1 Je schématické zndzorné&ni chimeroveé
nukleové kyseliny TINFp-AIG podle vynalezu. Gen indukujici
apoptdzu (AIG) Jje granzym B.

Obrazek &. 2 znazorfiuje vysledky genové terapie za pouZitil

TNFp-AIG chimérovych nukleovych kyselin podle vynalezu.

Obrazek &. 3 znazoriiuje souhrn delednich konstrukci, které
se pouzivaji k identifikaci indukovatelnych cis elementl
promotoru TNFa, kde se Jjako reportni systém pouzZiva exprese

genu luciferdzy (Luc).

Obrdzek ¢C. 4 (a) ukazuje vysledky reprezentativniho
experimentu uskuteéné&ného za uUcelem hodnoceni exprese genu
luciferazy tizené deleénimi  konstrukcemi  promotoru TNEo

v doasn& transfekovanych Jurkatovych bufikach. Histogramy

reprezentuji stimuladni index Jako miru indukovatelnosti
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aktivadniho ¢&inidla PMA. Jurkatovi bunky po stimulaci PMA

produkuji TNFo.

Obrazek ¢&. 4(b) znazorfiuje vysledky reprezentativniho

experimentu, ktery se uskutecnil na zakladé hodnocenl exprese

genu luciferdzy ?izené deleénimi konstrukcemi promotoru TNFo
v docasné transfekovanych bunkach THP-1. Histogramy
reprezentuji stimulacéni index, Jjako miru indukovatelnosti

aktiva¢niho ¢inidla LPS. Buniky THP-1 po stimulaci LPS

produkuji TNFo.

Na obrazku &. 5 je blokové schéma pro pfipravu TNFpGB za
pouziti vybranych pfirozenych elementll promotoru TNFa a

granzymu B.

Na obrazku &. 6 (a a b) jsou zndzorn&ny souhrny vysledki

reprezentativnich experimentli, které se provedly =za ucelem

expresé chimérového TNFp-granzymu B (TNFpGB). Exprese ruznych
klont konstrukci TNFpGB se exprimovaly v dolasné
transfekovanych Jurkatovych butikdch (obrdzek &. 6a). Exprese

granzymu B se hodnotila analyzou westernovym pfenosem za
pouziti protilatek proti granzymu B. Pruhy zobrazujicil granzym
B v transfekovanych buikdch se oznacdily Sipkami. Indukce
apoptézy expresi chimérovych nukleovych kyselin TNFpGB se
hodnotily do&asnou transfekci v Jurkatovych bufikdch (obrazek
&. 6b). Apoptbdza se hodnotila testem ELISA, ktery zjistuje
nezivé bunky. V obou experimentech histogramy s rozptylenymi
body reprezentuji nestimulovanou kontrolu, kde Dbunky se
tranfekovaly chimérovou nukleovou kyselinou a transfekované
bufiky nebyly stimulovdny PMA. Pevné histogramy reprezentuji
vyvolani apoptdzy po stimulaci s PMA bud p¥i rizené transfekci
(transfekce s ~1005Luc3 UTR) nebo chimérovymi nukleovymi

kyselinami, které exprimujil granzym B.
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Na obrazku &. 7 (a a b) je digram chimérové nukleové
kyseliny TNFp-AIG podle vyndlezu, kterd obsahuje vice kopil
indukovatelnych cis elementd promotoru TNFa, které naopak ridi
expresi AIG (obrdzek ¢&. 7a). Diagram chimérové nukleové
kyseliny TNFpAIG obsahujici vice kopii indukovatelnych cis
element® promotoru TNFa, ktery ¥idi expresi AIG, pficemz po
sm&ru exprese se nachédzi 3'nepfeklddand oblast genu TNFa
(INF3 UTR) (Obrazek &. 7b). 3°UTR genu TNFa se implikoval pfi
regulaci vyvolané exprese TNFa (popisuje se v publikaci Han,
J., et al., J. Immunology, 1991, 146, 1843-1843, Crawford, E.
K., et al., J. Biol. Chem., 1997, 272, 21120-21137 a obrazek

c. 9).

Obrézek &. 8 (a a b) jsou blokovad -schémata pro pfipravu

chimerovych konstrukci super-promotor TNFa - granzym B.

' Obrazek &. 9 znézortiuje souhrn vysledkd dvou experimentﬁ(
aby zndzornily regula&¢ni G&inek TNF3°'UTR na indukovatelnou
expresi reportniho genu luciferdzy. DoCasnd transfekce se
provedla v bun&fné 1linii fibroblastd. Teclkované histogramy
reprezentuji indukovatelnost TNFpLuc za nepfitomnosti TNEF3'UTR
a pevné histogramy reprezentuji indukovatelnost TNFpLuc
v pfitomnosti TNF3'UTR. Podobné vysledky se také ziskaly

v Jurkatovych bufikach.

Obrazek ¢&. 10 je diagram reprezentujici selekci variant
somatickych bun&k, které neprodukuji TNFa v populaci bunék
produkujicich  TNFa a identifikuji  dominantni  negativni

supresorové geny odpovédné za inhibici produkce TNFa.

Obrézek ¢C. 11l(a) zndzortiuje diagram reprezentujici
identifikované oblasti zesilovade (ER) ER1 (SEQ ID NO: 4), ER2
(SEQ ID NO: 5), ER3 (SEQ ID NO: 11) a ER4 (SEQ ID NO: 12)

LA X 2




promotoru TNFa a zadlenéni dvou kopii uvedeného ER proti sméru

exprese od pfirozeného promotoru -120 TNFa.

Obrézek &. 11(b) znazorfiuje vysledky experimentd, ktere se
provedly, aby se hodnotila exprese genu luciferdzy Ftizené
ptirozenym promotorem -120 TNFa, na jehoZ 5" konec se pripojily
dvé kopie zesilovacich oblasti ER1, ER2, ER3 a ER4. Konstrukce
¥idici expresi genu luciferdzy se docCasné transfekovaly do
Jurkatovych bun&k. Histogramy reprezentuji stimulaéni index

jako miru indukovatelnosti aktivadnim <¢inidlem  PMA. Po

stimulaci PMA Jurkatovi buiky produkuji TNFa.

Obrazek &. 11(c) ukazuje vysledky experimenttd, které se
uskutednily =za u&elem zhodnoceni exprese genu luciferazy
tizené p¥irozenym promotorem =120 TNFa, na jehoz 5 konec se
pripojily dvé kopie oblasti zesilovadd ER1, ER2, ER3 a ER4.
Konstrukce Fidici expresi genu luciferazy se do&asné
transfekovaly do bunék THP-1. Histogramy reprezentuji

stimulacni index jako miru indukovatelnosti aktivacnim

&inidlem LPS. Buiiky THP-1 po stimulaci LPS produkuji TNFa.

Obrazek &. 12 je grafickd reprezentace sekvence chimérové
nukleové kyseliny -706TNEFpGB3 UTR, kde sekvence fragmentu
promotoru Jje oznacena malymi pismeny, sekvence linkerového
fragmentu Jje oznacena velkymi pismeny italikou, sekvence

fragmentu granzymu B Jje oznacena velkymi pismeny a sekvence

fragmentu TNFoa3 UTR je oznaclena malymi podtrZenymi pismeny.

Obrazek &. 13 je grafickd reprezentace sekvence chimérové
nukleové kyseliny -1005TNFpGB3°UTR, kde sekvence . fragmentu
promotoru Jje oznacena malymi pismeny, sekvence linkerového
fragmentu Jje oznacena velkymi pismeny italikou, sekvence

fragmentu granzymu B je ozna&ena velkymi pismeny a sekvence

fragmentu TNFa3 UTR je oznacena malymi podtrZenymi pismeny.
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Produkce konstrukci TNFp-granzym B

Za ucCelem zkonstruovat chimerovy granzym B fizeny
zesilovacim elementem cis promotoru TNF bud v jedné nebo vice
kopiich stejné oblasti nebo zrlGznych oblasti se provedla
identifikace oblasti odpovédnych za optimalni indukovatelnou

expresi reportniho genu.

Vybé&r elementtd promotoru TNFa pro konstrukci chimerové

nukleové kyseliny.

Oblasti promotoru TNFa se amplifikovaly polymerazovou
fet&zovou reakci (PCR) za pouZiti primerd, které davaji vznik
riznym deleénim konstrukcim promotoru TNFa (obradzek ¢&. 3).
Oblasti se identifikovaly dal$im zkouménim v riznych dalSich
bun&&nych systémech (Rhoades, et al., J. Biol. Chem., 1992,
267, 22102-22107, Leitman, et al., Mol. Cell Biol., 1892, 12,
1352-1356, Pauli U., Crit. Review Eukaryotic Gene Expression,
1994, 4, 323-344). PCR amplifikované geny se pak klonovaly
proti sm&ru exprese od reportniho genu, jako je luciferaza,
v bé&Zném vektoru, ktery neobsahuje promotor. U téchto
konstrukci se testovala jejich konstitutivni a indukovatelné
exprese v ruznych buné&énych liniich, jako jsou Jurkatovy burnky
KT lymfoblastoidy), U973 (myelomonocyty), THP-1 (monocyty),
fibroblasty a in vitro kultivované 1lidské synoviocyty.
Identifikace oblasti odpovédnych za vyvolanou expresi
reportniho genu je prim&rné zaloZend na vysledcich ziskanych
za pouZiti dvou buné&énych 1linii, které produkuji TNFa, (viz.
Jurkatovi  bunky; nasleduje po stimulaci PMA) a THPp-1
(ndsleduje po stimulaci s LPS) (obradzek &. 4 a a b). Tyto
buiky se do&asn& transfekovaly =za pouziti dobfe zavedenych

metod a bé&iné dostupnych <&inidel, naptiklad dextran DEAE a

superfekt. Cis-elementy promotoru TNFa, které jsou odpovédné

(XX 24
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za vyvolanou expresi reportniho genu se pak pouZily ke

konstrukci chimerovych nukleovych kyselin TNFp-granzym B.
Konstrukce chimerovych nukleovych kyselin TNFp-granzym B

Kédujici oblast granzymu B se amplifikovala za pouZiti

cDNA svazané s oligo-dT, kterd se pouzije Jako templat a
ziskala se z perifernich lidskych krevnich lymfocytl

aktivovanych PHA/anti-CD3, které se udrZovaly v médiu
obsahujicim IL-2. P¥i amplifikaci zkracené formy (SEQ ID NO:
9) granzymu B a jeji plné délky (SEQ ID NO: 8) se pouzily

primery odpovidajici kodonim 1 az 7 a 21 az 27. Antisense
primer byl stejny v obou amplifikacich a vznikl produkt, ktery
odpovidé termindlnimu kodonu, to je zbytek 248. Dipeptidové
deletované konstrukce granzymu B (SEQ ID NO: 10) se pripravily
za pouZiti granzymu B v plné délce (SEQ ID NO: 8), jenZ slouiZi

jako templat. Mutagenni sense a antisense komplementarni

primery, které lemuji na kazdé strané 15 nukleotidd, ale
nezahrnuji 6 nukleotidd odpovidajici kodonim 19 a 20
(deaktivujici dipeptid) se pouZily k vytvofeni delece.

rKonstrukce se vytvorily =za pouZiti kitu pro mutagenezi
QuickChange (Stratagene). Fragmenty nukleové kyseliny kédujici

granzym B s deletovanym dipeptidem se subklonoval po smeéru
exprese od promotoru TNFa tim, Ze se nahradil gen luciferazy
v delednich konstrukcich -706 a -1005 promotorlt TNFa (obrazek
c. 5). Celd 3 nepfekléadanéd oblast genu TNFa (SEQ ID NO: 7) se

amplifikovala PCR a zac¢lenila se po sméru exprese fragmentu

nukleové kyseliny kédujici granzym B s deletovanym dipeptidem

tizenym dele&nimi fragmenty -706 a -1005 promotoru TNFa. Celéd
sekvence chimerové nukleové kyseliny je uvedend v SEQ ID NO:

13 a 14.

Konstrukce chimerové nukleové kyseliny super promotoru TNFa -

granzymu B
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Dvé &iroce preferované oblasti, viz ER1(-1005 aZz -905)
(SEQ ID NO: 4) odpovédné =za indukovatelnou expresi shora
popsaného reportniho genu (obrédzek ¢&. 4a a b) se amplifikovaly
PCR a ligovaly se proti sméru exprese minimdlniho pfirozeného
promotoru (-120 az TSS, SEQ ID NO: 3), bud jakd jedna kopie
nebo vice kopii. Dvé dalsi oblasti ER3(-234 aZz -120) (SEQ ID
NO: 11) a ER4 (-234 aZ -65 (SEQ ID NO: 12) promotoru TNFa se
také identifikovaly jaké zesilujici oblasti, které se pouZily
pti chimerickych konstrukcich za pouZiti déle v textu popsané
strategie. Super promotor obsahuje vice (2 az 10) kazet shora
popsanych oblasti  obsahujicich  indukovatelné promotorove
elementy (obrazek C. 7). Toho se dosdhlo amplifikaci
zajimavych oblasti za pouZiti primert syntetizovanych
s restrik&nimi misty zadlend&nymi na 5 konec kazZdého z primert.
Produkt amplifikovaného genu lemuje =z kaZdé strany Jjedineé
restrik&ni misto. Uprednostfiuje se, Ze AIG amplifikovany PCR
se klonoval po sm&ru exprese super promotoru TNFa tak, Ze se

lucifarédzovy reportni gen nahradil plvodni konstrukci, Jjak se

popisuje v pripadé pfirozeného promotoru TNFa (obrazek ¢. 5).

Schéma pro konstrukce super promotoru TNFa a linkerovych
sekvenci, které reprezentuji Jjedinend restrikéni mista (tyto
restrik&ni mista nejsou p¥itomna ve vybranych elementech
promotoru TNFa a granzymu B), kterd umoZiuji ucinnou ¥izenou

inzerci, jsou uvedena déle v textu na obrazku . 8:
Schema 1:

Krok 1: Zadlenéni minimdlniho promotoru TNFa (-120 aZz TSS)
do pGL3 zakladniho luciferdzového vektoru (bez promotoru)
(Promega) :

Elementy =z&kladnich vektoru pGL3, které se pouzily pEi
konstrukci chimerové nukleové kyseliny TNFp-AIG jsou uvedeny

dale v textu.




KpnI.SacI.MluI.NheI.SmaI.XhoI.BglII.HindIII. (luciferéaza).X
bal

Minim&lni promotor se amplifikoval PCR za pouziti primerd,
které obsahuji restrik&ni mista XhoI a BglII.HindIII tak, ze
restrik&ni misto XhoI bylo na 5°konci a restrikéni mista
BglII.HindIII byly na 3 konci amplifikovaného produktu. Tento
fragment se za&lenil do polylinkeru zakladniho vektoru pGL3 za
pouziti stejnych restrikénich mist. Konstrukce se oznacCila
jako ,konstrukce Al“ a byla nasledujici: _
__KpnI.SacI.MluI.NheISmaIXhoI.(—120- az TSS BglII).HindII.

(luciferéza) .Xbal

Krok 2: Zesilovaci fragment (ER1, ER2, ER3 nebo ER4) se
amplifikoval PCR za pouziti primeru, ktery obsahuje nékolik
restrik&nich mist. Vysledny fragment zahrnuje restrik&ni mista
KpnI.AatII.BssHII na 5 konci a na 3 konci NsiI.SpeI.MluI, jak
se uvadi déle v textu:

5 KpnI.RatII.BssHII. (ERL, ERZ,  ER3 nebo ER4) .NsiI.Spel.
MluI3’ ‘. Fragment se zallenil do ,konstrukce Al%, ktery se
vytvoril v kroku 1 za pouZiti restrikénich mist KpnI a MIlul.
Tato konstrukce se nazyvad jako "konstrukce Bl" a uvadi se dale
v textu:

___KpnI.AatII.BSSHII.(ERl, ER2, ER3 nebo ER4).NsiI.SpeI.Mlul.
NheI.SmaI.XhoI(-120 aZ TSSBglII).HindIII. (luciferaza).Xbal__

Krok 3: Zesilovaci fragment TNFa (ER1, ER2, ER3 nebo ER4) se
amplifikoval =za pouziti primerd, které obsahuji restrikéni
mista AatII a BssHII za vzniku produktu PCR:

5‘AatII. (ER1, ER2, ER3 nebo ER4).BssHII3". Tento fragment se
klonoval do ,konstrukce B1“ za pouziti stejnych restrik&nich
mist. tato konstrukce se oznacila jako ,konstrukce C1t a Je
nasledujici:

___KpnI.AatII.BSSHII.(ERl nebo ER2) .NsiI.SpeIl.Mlul.Nhel.
SmaI.XhoI (-120 a? TSSBglII).HindIII. (luciferaza).Xbal__

T Tt i s oy
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Krok 4: Zesilovaci fragment TNFa (ER1, ER2, ER3 nebo ER4) se
amplifikoval =za pouZiti primerd, ktere obsahuji restrikéni
mista NsiI a Spel za vzniku produktu PCR:

5‘NsiI. (ER1, ER2, ER3 nebo ER4).SpelI3’. Tento fragment se
klonoval do ,konstrukce C1% za pouZiti stejnych restrikénich
mist. tato konstrukce se oznac¢ila Jjako ,konstrukce D1V a je
ndsleduijici:

KpnI.AatII. (ER1, ER2, ER3 nebo ER4).BssHII.(ERl. ER2, ER3

nebo -ER2) .Nsil. (ER1, ER2, ER3 nebo ER4) Spel.
MluI.NheI.SmaI.XhoI(-120 aZ TSSBglII).HindIII. (luciferéaza).
Xbal

Krok 5: Oblasti kédujici granzym B se amplifikovala PCR za
pouZiti primeru, které obsahuji restrikéni mista BglII a Xbal,
které tvori fragment popsany dale v textu:

5°EcoRI.BglII. (granzym B).Xba3“. Tento fragment se za¢lenil do
,konstrukce DI1Y za pouZziti restrikénich mist BglII a Xbal.
Vyslednd konstrukce se oznalila Jako ,konstrukce EI“ a Je
nasledujici:

___KpnI.AatII.(ERl, ER2, ER3 nebo ER4).BssHII. (ERL. ER2, ER3
nebo ER2) .Nsil. (ER1, ER2, ER3 nebo ER4) . Spel.

M1luI.NheI.SmaI.XhoI(-120 az TSSBglII).HindIII.
(luciferéza) .EcoRI Xbal

Alternativni schéma 2 Jje nésledujici:

Schéma 2:

Krok 1: Stejny jako na schématu 1, pEicemz vznikd& ,konstrukce
AlY, kterd je nésledujici:

KpnI.SacI.MluI.NheI.SmaI.XhoI(—120 az TSS BglII).HindIII.

(luciferéaza) .Xbal




Krok 2: Zadlend&ni dalsich vicenasobnych klonovacich mist (SEQ
ID NO: 6) . Dva komplementarni oligonukleotidy
(5" fosforylované), které poskytuji
___NheI.SacII.EcoRV.AflII.AatII.AvrII.SpeI.PvuII.XhoI___, se
syntetizovaly za pouziti komerénich zdroju. Tyto
oligonukleotidy se spojily a pak se klonovaly do restriké&nich
mist NheI a XholI ,konstrukce Al“. Vyslednd konstrukce se
ozna&ila jako ,konstrukce B2“ a je nasledujici:
m__KpnI.SacI.MluI.NheI.SacI.EcorV.AflII.AatII.AvrII.SpeI.PvuII
.XhoI. (-120 aZz TSS BglII).HindIII. (luciferéza) .Xbal__ _

Krok 3: Zesilovaci fragment TNFa (ER1, ER2, ER3 nebo ER4) se
amplifikoval =za pouZiti primerl, které obsahuji restrikéni
mista SpeI.PvuII na 5 konci a XhoI na 3“konci za vzniku PCR
produktu 5'Spel.Pvull. (ER1, ER2Z, ER3 nebo ER4) .XhoI3". Tento
fragment se klonoval do »konstrukce B2“ za pouziti
restrik&nich mist Spel a XhoI. Tato konstrukce se oznacila
jako ,konstrukce c2“: 4
___KpnI.SacI.MluI.NheI.SacI.EcorV.AflII.AatII.AvrII.SpeI.PvuII

. (ER1, ERZ2, ER3 nebo ER4) .XhoI. (-120 az TSS BglII).
HindIII. (luciferaza).Xbal

Krok 4: Zesilovaci fragment (ER1, ER2, ER3 nebo ER4) se

amplifikoval za pouZiti primerd, které ~obsahuji ~restrikéni . s-4W%

mista AvrII.Spel na 5 konci a Pvull na 3“konci za vzniku PCR
produktu: 5 AvrII.Spel.(ERl, ER2, ER3 nebo ER4).PvuII3’. Tento
fragment se klonoval do ,konstrukce ca2" za pouziti
restrik&nich mist AvrII a PvulIl. Tato konstrukce se oznacila
jako ,konstrukce D2%:
___KpnI.SacI.MluI.NheI.SacI.EcorV.AflII.AatII.AvrII.SpeI.

. (ER1, ER2, ER3 nebo ER4) .PvulI. (ER1, ERZ2, ER3 nebo
ER4) .XhoI. (=120 az TSS BglII). HindIII. (luciferédza) .Xbal

Za pouZiti strategie alespon sedmi kopii zesilovacich

oblasti (ER1, ER2 ER3 nebo ER4 jednotlivé nebo Vv kombinaci) se
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mohou jednou pEidat za pouZiti dalsiho restrik&niho mista
proti sm&ru exprese dfiv&jSiho pfi amplifikaci PCR zvolenych
zesilovacich leasti. Kdy? se pfidd poZadovany pocet kopii
zesilovacich oblasti, AIG se zacleni po sm&ru exprese od super
promotoru, jak se popisuje v kroku 5 schématu 1.

Indukovatelnd exprese chimerového genu TNFp-granzym B se
testovala do&asnou transfekci shora zmifiovanych bunécénych
linii. Exprese nukleové kyseliny TNFp-granzym B se méfrila
detekci apoptézy transfekovanych bun&k, pEicemZ se odhadly
exprimované proteiny AIG v testu westerntiv prenos za pouziti
b&sné dostupnych protildtek a odhadu proteédzové aktivity za
pou?iti bé&Zn& dostupnych dobfe zdokumentovanych specifikych

syntetickych tetrapeptidovych substratt.

Regulace exprese reportniho genu tizend TNFp

3'nepfekladdanad oblast genu TNFa m& daleZitou ulohu pfi
regulaci biosyntézy TNFa. To se zahrnuje do translacni exprese

genu TNFo v normdlnim neaktivovaném stddiu. Je duleZité, Ze
tyto  elementy umoZfiuji de-represi, kterd se objevuje, kdyZ se
aktivuji bufiky externimi podnéty (popisuje se v publikaci Han,
J. et al., J. Immunology, 1991, ldeo, 1843—1848, Crawford, F.
K., et al., J. Biol. Chem., 1996, 271, 22383-22390).

P¥ipravily se genetické konstrukce, ve kterych se celé
3 nepfekladdand oblast (SEQ ID NO: 13) za&lenila po smeéru
exprese genu luciferdzy fizeného delednimi fragmenty , viz. -
120, -706 a -1005 promotoru TNFa. Vysledky .dolasné exprese
t&chto konstrukci se shrnuly na obrazku ¢&. 9. P¥i pouziti
shora popsané strategie se 3'UTR takeé za&lenila "po sméru
exprese od granzymu B chimerové konstrukce TNFpGB (Obrazky Cc.

6(a), 12 a 13).

P¥iklad 2: Testovaci protokoly

L e o e
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Metody in vitro:

Luciferdzovy test: luciferdzovd aktivita se stanovila za

pouZiti béZné dostupnych c¢inidel (Promega).

Exprese genu granzym B:

a) westernovy prenosy lyzatl transfekovanych bunék se vyvinuly
za pouZiti protilédtek proti granzymu B.

b) apoptdza transfekovanych bunék: apoptdza transfekovanych
bun&k zptisobend granzymem B se stanovila barvenim jadra
propidium jodidem (popisuje se v publikaci Krishan, A., J.
Cell Biol., 66, 1994, 188-193) a bé&Zné& dostupnym kitem Cell
Death ELISA (Boehringer Mannheim).

Zviteci modely

Krali&i model artritidy indukované IL-1p (Pettipher E. R.,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1986, 83, 8749-8753): IL-1B se
zavedlo injekci do kolenniho kloubu dovnovozélandskYCh bilych
kradlika. Nitrokloubni injekce IL-1B zpusobuje infiltraci
leukocytl zavislou na d&vce do kloubniho prostoru a ztratu

proteoglykanu z kloubni chrupavky.

Artritida vyvoland antigenem: Nitrokloubni injekce
antigenu (ovalbumin) do kolennich kloubd vyvolava akummulaci
leukocytl a degradaci chrupavky, ktera vede u lidi
k revmatoidni artritid&. Po aplikaci injekce koleno oteklo a

otok pretrvava 14 dni.

Model lidskych-scid myZich synoviocytd (popisuje se
v publikaci Houri J. M., et al., Current Opinions in
Rheumatol., 1995, 7, 201-205, Sack U., et al., J.

Autoimmunity, 1995, 9, 51-58, Geiler T., et al., Arthritis and
Rheumatism, 1994, 37, 1664-1671): Jde o V soucasné dobé

vyvinuté modely artritidy, ve kterych Cerstva synovidlni tkan

LAl 2d

coee

e

o8 ve
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z pacientd, kte?i wvykazuji onemocnéni RA, se -implantovala
spolu s normadlni lidskou chrupavkou do scid my3i bud podkoiZné
pod rendlni kapsull (Geiler - T, et al., Arthitis and
Rheumatiém, 1994, 37, 1664-1671) nebo do kolenich kloubl (Sack
U., et al., J. Autoimmunity, 1995, 9, 51-58). Implantaty
rostou s charakteristikami podobnymi artritidé&, coZz zahrnuje
tvorbu tk&né& panusu s vysokou hustotou bunék, eroze kosti a
chrupavek, vyvoj obfich bunék s vice jadry a invaéi chrupavky

se synovidlnimi fibroblasty.

Nep¥im& metoda: Synoviocyty se transfekovaly in vitro
terapeutickym genem a zavedly se do zad krdlikd. Artritida se
vyvolala u téchto kralikt injekci IL-1P a expresi
terapeutickéhd genu, pak se hodnotila aktivace. Exprese
vyvoland aktivaci chimerové nukleové kyseliny vyvola

v transplantovanych butikdch apoptdzu.

P¥imad metoda: nitrokloubni injekce chimerovych nukleovych

kyselin.

MiZe se pouZit libovolnd popsand metoda pro zavadéni geni
zahrnujici zavedeni samotné plazmidové DNA zprostfedkované
lipozomy. P¥#i pouziti metody zaloZeném na virovém vektoru se
chimerové nukleové kyseliny klonovaly do vhodnych vektoru.
Vektory se pak upravily deleci eukaryontniho promotoru, ktefy
je pritomen v téchto vektorech. Nitrokloubni injekce
terapeutickych gent zaclenénych do vhodnych vektord se pak
pouZije k odhadu terapeutické stejné& jako profylaktické

t&innosti.

priklad 3: Vyb&r variant somatickych buné&k, které neprodukuji

TNEo

Bunky (THP-1, Jurkatovi bunky) se stabilné transfekovaly
in vitro chimerovou nukleovou kyselinou. Po nékolika cyklech
stimulace, kterd vyvolavd v buikach exprimujici gen TNFp-AIG

apoptézu, se shromdidily Zivé bunky. Z téchto bunék se
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- zkonstruovala cDNA knihovna, kterd se pouzila v pripade
funk&niho klonovéani (Legerski R and Peterson C., Nature, 1992,
359, 70-73, Jaattela M., et al., Oncogene, 1995, 10, 2297-
2305).

Priklad 4: Identifikace a charakterizace dominantnich
negativnich (DN) gent

THP-1 a Jurkatovi bunky se stabilné transfekovaly TNEFp-AIG
se vystavily opakovanym cyklim stimulace, pficemZz doslo
k aktivaci exprese TNEp-AIG. Bunky, které neexprimuji
negativni regulaéni geny, podléhaji apoptdze, zatimco tyto, co
exprimuji dominantni negativni geny pfeZivaji. V téchto
burikdch, které prezily, produkty genu DN plsobi in trans
s promotorem TNFa, ¢imZ inhibuji své aktivace traskribce AIG,
co? vede k fenotypu bunék, které prezivaji. Knihovna cDNA se
zkonstruovala za pouZiti polyadenyladni mRNA z té&chto bunék.
Geny DN, které zachréni bufiky THP-1 nebo Jurkatovi bunky
transfekované TNFp-AIG ptfed apoptdézou se 1identifikovaly
funk&nim klonovanim, jak se popisuje v pripad& ostatnich genu
(Legerski R. and Peterson C., Nature, 1992, 359, 70-73,
- Jaattela M., et al., Oncogene, 1995, 10, 2297-2305).




Seznam sekvenci

(2)
(1)

(11)

(vi)

(x1)

O
ggggaagcaa
(]
tcagggagct
a :
acctctgggg
m

o

agtatcgggyg
|
gagcctccag
G
ctggggcect
ad
agccaagact
]
ccagtggtct

R

tgctaccccce
a
tccececgeaga
0
ttctectecect
[am

ctgcatcctg
0
gaggcaatag
G
atcagtcagt

G

ggggtatecct
|
agaaaccgag
]
tctccaccaa

G

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

Informace o SEQ ID NO:

35

1:

DELKA: 1 178 paru bazi

TYP:

DRUH RETEZCE:

TOPOLOGIE:

nukleovéd kyselina

(A A2 X 1]
Sedeve

DRUH MOLEKULY: DNA, lidsky promotor TNF-alfa

(B)

Popis

aggagaagct

cctgggagat

agatgtgacc
accceecctt
gacctccagg

gagaagtgag

gaaaccagca

gtgaattcce

acccagectt

cccaaacaca

caaggactca
tctggaagtt
gttttgaggg
ggcccagaad
tgatgcttgt
acagaaggtg

ggaagtttte

pUVODNE ZDROJ:
ORGANIZMUS:

sekvence:

gagaagatga

acagcaatgg

aacgaagaca

tatggaatac
agcttcatga
ttatgagtct
gggggtgatt
tcctgaggcece
ggcqtcagga
gctttctgaa
agaaggaaac
gcatggggac
accccecteg
gﬁgtccccaa
cagggcccac

cgctggttga

atggccacat

Homo sapiens

SEQ ID NO: 1:

aggaaaagtc
gtagcggcete
gtaggagaat
gggccatgta
aggggacgtt
aaaaaatcag
ccgggtéaga
tcactccceg
tcaagctgec
ctcaa@acag
gcccctceca
agaccacaga
ggggttcage
gaatcggagce
ctttccaaat
taccgcettcece

atgattcttt

agggtctgga
tgaggaatgg
gtccagggct

gagggceeca

taagaagata

ggaccccaga

atgaaagaag

ggectgtccca
accaagcccce
cttttcccte
gttctagttc
cctggteeccec
ctccagggtc
agggaggatg
ncccgececc
tccagatgag

ccecegececte

gg9g99cggg9g
gttacaggag
atggaagtcg
gggagtgaaa
tggccacaca
gttccttgga
aaggcctgec
ggcttgtcce
cagctccttc
caaccccgtt
tatcttttte
aaaagaaatg
ctacacaéaa
gggagtgtga
gcgatggaga
cftatgggtt

ctectegeccece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

2088
oves
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]

-

agcagaggac

H

-

(2)
(1)

(11)

(vi)
(x1)

gaggcegeca
]
agggtctgga
d
tgaggaatgg
ad
gtccagggcet
G
agggcccecag
G
aagaagatat
0 .
gaccccagag
I
tgaaagaagda
ggggctgtec
]
gccaccaagce
]
cacagctttt
tceccagttcet
C
acagacctgg
O
tcagcctcca
%gagcaggga
caaatccccg
ad

cagctaagag ggagagaagc aactgcagac ccccectgaa aacaacccte

Informace o SEQ ID NO:

36

agacgccaca tccecctgaca agctgecagg caggttct

2

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA:
TYP:

TOPOLOGIE:

DRUH RETEZCE:

1 096 parua bazi

nukleova kyselina

agggacatat aaaggcagtt gttggcacac ccagccagca gacgctccect cagcaaggac

DRUH MOLEKULY: DNA, lidsky promotor TNF-alfa
PUVODNI ZDROJ:

(A)

ORGANIZMUS:

Homo sapiens

Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

gactgctgca
ggg9gc9gggy
gttacaggag
atggaagtcg
ggagtgaaag
ggccacacac
ttccttggaa
aggcctgecce
caggcttgtc
écccagctcc
ccctcecaacce
agttctatct
tccccaaaag
gggtcctaca

ggatggggag

ccccegegat

ggggaagcaa

tcagggagct
acctctgggg
agtatgggga
agcctccagg
tggqgcccﬁg
gccaagactg
cagtggggte
cctgctaccc
ttcteceege
ccgttttete
ttttectgea
aaatgg#ggc
cacaaatcag
tgtgaggggt

ggagaagaaa

aggagaagct

cctgggagat

agatgtgacc
cccccectta
aéctccagét
agaagtgaga
aaaccagcat
tgtgaattcc
ccacccagcece
agggacccaa
tceectcaagg
tcetgtetgg
aataggtttt
tcagtggccc
atccttgatg

ccgagacaga

gagaagatga
atggccacat
acagcaatgg
acgaagacag
atggaataca
écttcatgéa
tatgagtctc
cgggggtgat
tttcectgagyg
acacaggcct
actcagcttt
aagttagaag
gaggggcatg
agaaéacccc
cttgtgtgtce

aggtgcaggg

aggaaaagtc
gtagcggctce
gtaggagaat
ggccatgtag
ggggacgttt
aaaaaﬁcagg
cgggtcagaa
ttcactccce
cctcaagect
cagqéctcaa
ctgaagcccce
gééaqggacc
9ggacggggt
ccteggaatce
cccaacttte

cccactaccg

L
(A E 2 X X J
*
*90s

1080

1140

1178

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

XX 2
[ X XY

cone

< e




cttccteccag atgagctcat gggtttctee accaaggaag ttttccgetg gttgaatgat 1020
tctttccceg ccctectetc gocccaggga catataaagyg cagttgttgg cacacccagc 1080
!

cagcagacgc fccctc ' 1096

(2) Informace o SEQ ID NO: 3:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 139 parl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:

(11) DRUH MOLEKULY: DNA, pfirozeny minimalni promotor
TNEF-alfa

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

ccgecttecte cagatgaget catgggttte tccaccaagg aagttttccg ctggttgaat 60
c

gattctttec ccgcectect ctcgecccag ggacatataa aggcagttgt atggcacacc 120
m] .

cgccagcaga cgctcecte 139
0 . .

(2) Informace o SEQ ID NO: 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 123 péarl bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:

. (ii) DRUH MOLEKULY: DNA, oblast 1 zesilovacCe promotoru

TNF-alfa (ER1)

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

ggggcggggg tcagggaget cctgggagat atggccacat gtagcggete tgaggaatgg 60

]
gttacaggag acctctgggyg agatgtgacc acagcaatgg gtaggagaat gtccaggget 120

iy

O
atg 123

g




(2)

(2)

38 BE

Informace o SEQ ID NO: b:

(1)

(ii)

_(vi)

(x1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 190 paru bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) DRUH RETEZCE:

(D) TOPOLOGIE:
DRUH MOLEKULY: DNA, oblast 2 =zesilovace promotor
TNF-alfa (ER2)
PUVODNI ZDROJ:

(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens

Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

éccttggaag ccaagactga aaccagcatt atgagtctcc gggtcagaat gaaagaagaa 60
ggcctgcccc agtggggtct gtgaattccc gggggtgatt tcéctccccg gggctgtece 120
aggcttgtec ctgctaccec cacccagect ttcctgagge ctcaagectg ccaccaagec 180
gccagctcct 190

Informace o SEQ ID NO: 6:

(1)

(ii)

(vi)

(xi)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 223 paru bazi

(B) TYP: nukleovd kyselina

(C) DRUH RETEZCE:

(D) TOPOLOGIE:
DRUH MOLEKULY: DNA, vicendsobn&d klonovaci mista se
zavedla proti sméru exprese od minimadlniho

promotoru TNF-alfa v konstrukci -120pGL3
'PUVODNI ZDROJ:

(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens

Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

;gtaccgagc tcttacgegt gctagcecgeg gétagcttaa-gacgtcctag gactagtcag 60

;tqctcgaqc cgcttectec agatgagctc atgggtttct ccaccaagga agttttccge 120
5ggttgaatq attctttcecc cgccctecte tegeccecagg gacatataaa ggcagttgtt 180
ggcacaccca gccagcagac gctccqtcag cagatctaag ctt

223




S =
" gfcggaacce

(2)

(11)

(vi)

(x1)

tctagagdayg
]
accccctect

o

ggaatgtgtg
a

cagaactcac
a
cctttggtte
|
agtggacctt
O
agccctcccce
ad
tatttattat
(]
gggacccaat
-

aataggctgt
[}
aatatttatc
G
gctgagcectc
0

atctaga

a

(A)

gacgaacatc

tcagacacce

aagcttagaa

gcctgeacadg

tggggcctac
tggccggaat
aggccttect
atggagccag
ttatttattt
gtaggagCEQ
tcccatgtag
tgattaagtt

tgctccecag

Informace o SEQ ID NO:
(1)

DELKA:
TYP:

39

7

DRUH RETEZCE:
TOPOLOGIE:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
787 paru bazi

nukleovad kyselina

ORGANIZMUS: Homo sapiens

Popis sekvence:

caaccttccce
tcaacctctt
ctttaaggéa
tgaégt§¢t§
agctttgatc
gctgcaggac
ctctccagat
ctcecctctat
acagatgaat
ccttggctca
ccecectggec
gtctaaacaa

gggagttgtg

aaacgcctcc
ctggctcaaa
caagaccace

gcaaccacta

cctgacatct

ttgagaagac

gtttccagac

ttatgtttgc
gtatttattt
gacatgtttt
tectgtgectt
tgctgatttg

tctgtaatcg

SEQ ID NO: 7:

cctgececeaa
aagagaattg

acttcgaaac

agaattcaaa

ggaatctgga
ctcacctaga
ttccttgaga
acttgtgatt
gggagaccgg
ccgtgaaaac
cttttgatta
gtgaccaact

ccctactatt

tcecectttatt

ggggcettagyg
Zgggggééfc
gaccagggag
aattgacaca
cacggagcce
atttattatt
ggtatcctgg
ggagctgaac
tgttttttaa
gtc#ctcatt

cagtggcgag

ctgggattca.

DRUH MOLEKULY: DNA, nepfeklddanad oblast TNF-alfa
PUVODNTI ZDROJ:

60

120

300
360
420
480
540
600
660
720
780

787




(1)

(x1i)

atgcaaccaa
]
atcatcgggg
G
tgggatcaga
O

acagctgcte
c

gaacaggagc
0
aatcctaaga
0
accagagctg
g
acatgcagtg
a
caagaggtga
|
tacgacagta
(]

ggggéctctg
cgaaacaatg
c
aagaaaacca
a
caccttctet
C

Informace o SEQ ID NO:

8:

40

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA:

(B) TYP:

(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:

839 paru bazi

nukleovd kyselina

DRUH MOLEKULY: DNA, granzym B v plné délce
PUVODNI ZDROJ:

(A)

Popis sekvence:

tcectgettet

gacatgaggc
agtctctgaa
actgttgggg
cgacccagea
acttctccaa
tgcagcecct
tggcecggetg
agatgacagt

ccattgagtt

‘getggectte

caagccceac
gaggtgcggt
aagctccata
gtttatcecet
tgacatcatg
caggctacct
ggggcagaég
gcéggaagat

gtgcgtgggg

gaggccctcet tgtgtgtaac

gcatgcctcc acgagectge

tgaaacgcta ctaactacag

ggagccaagt ccagatttac

SEQ ID NO:

ctcctgcetge
tcecegeecct
ggcttcctga
aatgtcacct
gtgaaaagag
ctactgcage
agcaacaagg
gcceeectgg
cgaaaétgcg
gacccagaga
aaggtégccc
accaaagtct
g;agcaaact

actgggagag

ORGANIZMUS: Homo sapiens
8:

ccagggcaga
acatggctta
tacaagacga
tgggggcceca
ccatccceca
tggagagaaa
cccaggtgaa
gaaaacacté
aatctgactt

ttaaaaagac

agggcattgt
caagctttgt
aagcccecge

gtgccagcaa

tgcaggggag

tcttatgatc
cttcgtgcectg
caatatcaag
tccagectat
ggccaagcgg
gccagggéag
acacacacta
acgccattat

ttcectttaag

ctcctatgga
acactggata
tgtaatgaaa

ctgaataaa

e o
.
(X XXX X J

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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Informace o SEQ ID NO: 9:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 782 paru bazi

TYP: nukleovad kyselina

DRUH RETEZCE:
TOPOLOGIE:

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA, zkrdcend forma granzymu B

G

(vi)

(x1)

atgatcatcg
0
atctgggatc
G
ctgacagctg
c
aaggaacagg
cC
tataatccta
cggaccagag
|
cagacatgca
a
ctacaagagg
0O
tattacgaca

aagggggact
z

ggacgaaaca
I

H

- ataaagaaaa

C
aaacaccttc
]

aa

0

(chybi vedouci peptid a deaktivujici dipeptid)
PUVODNI ZDROJ:

(A)

Popis sekvence:

ggggacatga

agaagtctct
ctcactgttyg
agccgaccca
«agaacttctc
ctétgcagcc
gtgtggceegg
tgaagatgac
gtaccattga
ctggaggcec
atggcatgcc
ccatgaaacg

tctggageca

ORGANIZMUS:

ggccaagecc
gaagaggtge
gggaagctec

gcagtttatc

caatgacatc

cctcaggcecta
ctgggggcag
agtgcaggaa
gttgtgcgtg
tecttgtgtgt
tccacgagcece
ctactaacta

agtccagatt

cactccegec
ggtggcttéc
ataaatgtca
cctgtgaaaa
atgctactgc
cctagcaaca
acggecececcce
gatcgaaagt
ggggacccag
aacaaggtgg
tgcaccaaag
caggaagcaa

tacactggga

Homo sapiens

SEQ ID NO: 9:

cctacatgge
tgatacaaga
ccttgggggce
gagccatcce
agctggagag
aggcccaggt
tgggaaaaca
gcgaatctga
agattaaaaa
cccagggeat
tctcaagett
actaagéccc

gaggtgceag

ttatcttatg
cgacttcgtg
ccacaatatc
ccateccagcec
aaaggccaag
gaagccaggq
ctcacacaca
cttacgccat
gacttccttt
tgtctecctat
tgtacactgg
cgctgtaatg

caactgaata

120 .

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

782
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(1)

(ii)
(vi)

(x1)

-

atgcaaccaa
~

gggggacatg

cagaagtctc
E .
gctcactgtt

O
[

gagcegaccee.

-
aagaacttct
g

‘gctgtgeage
0
agtgtggccg
O

gtgaagatga
™

agtaccattg
O

tctggaggec

aatggcatgce
]
accatgaaac
[N
ctctggagcece
O

Informace o SEQ ID NO:

10:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DRUH

DELKA:

TOPOLOGIE:
MOLEKULY:

DNA,

deaktivujicim dipeptidem

PUVODN I
(A)

ZDROJ:

ORGANIZMUS:

Popis sekvence:

tcctécttct
aggccaagcec
tgaagaggtg
gggggagctc
agcagtttat
ccaatgacat
ccectcagget
gCtGGQQQCé
cagtgcagga
agttgtgcgt
&tcttgtgtg
ctccacgage
gctactaact

aagtccagat

gctggecttce
ccactcecge
cggtggette
cataaatgtc
ccctgtgaza
catgctactg

acctagcaac

gacggcecece

agatcgaaag

.gggggaccca

taacaaggtg
ctgcaccaaa
acaggaagca

ttacactggg

granzym

1 725 paru bazi
TYP: nukleovd kyselina

DRUH RETEZCE:

B

Homo sapiens

SEQ ID NO:

ctcctgétgc
ccctacatgg
ctgatacaag
accttggggg
agagccatce
caggtggaga
aaggcccagg
.ctgggaaaac
tgcgaatctg
gagattaaaa
gcccagggca
gtctcaagct
aactaagccc

agaggtgcca

10:

ccagggcaga
cttatcttat
acgacttecgt
cccacaatat
cccatccage
gaaaggccaa
tgaagccagg
actcacacac
acttacgcca
agacttcctt
ttgtctccté
ttgtacactg
ccgetgtaat

gcaactgaat

s deletovanym

tgcaatcatc
gatctgggat

gctgacagct

caaggaacag

ctataatcct
gcggaccaga
gcagacatge
actacaagag
ﬁtattacgac
taagggggac
tggacgaaac
gataaagaaa
gaaacacctt

aaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

833
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Informace o SEQ ID NO:>11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 114 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA, zesilovaci oblast 3: -234 az -
120 promotoru TNF-alfa

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 11:

gcagggagga tggggagtgt gaggggtatc cttgatgctt gtgtgtccecc aactttccaa 60

] :
atccccgecce ccgcgatgga gaagaaaccg agacagaagg tgcagggece acta 114

G

Informace o SEQ ID NO: 12:
(i) ~ CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
~ (A) DELKA: 169 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA, zesilovaci oblast 4: -234 azZi -
65 promotoru TNF-alfa
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 12:

gcagggagga tggggagtgt gaggggtatc cttgatgctt gtgtgtcccc aactttccaa 60

C 120
atccccgece ccgegatgga gaagaaaccg agacagaagg tgcagggccc actaccgett

O
cctccagatg agetcatggg tttctccacc aaggaagttt tccgetggt 169

d
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Informace o SEQ ID NO:
(1)

13:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 2 270 parQ bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) DRUH RETEZCE:

(D) TOPOLOGIE:

(1i) DRUH MOLEKULY: DNA, chimerovy gen: -706TNFpGB3 UTR

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Homo sapiens
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 13:

ctcgagtcct tggaagccaa gactgaaacc agcattatga gtctccgggt cagaatgaaa 60
.G

gaagaaggcc tgccccagtg gggtctgtga attcccgggg gtgatttcac tcecegggge. 120

o

tgtcccaggce
G
aagcccccag
0
ttttcecectce
ad
ttctagttct
0
ctggtcccea
O
tccagggtece
a
gggaggatgg
a

ccecgeceecyg:

c
ccagatgagc
c

cccgecctec

™
wd

acgctccecte
N
cagggcagat

O

ttgtcectge
ctccttetec
aacccegttt
atctttttcc
aaagaaatgg
tacacacaaa
ggagtgtgag
cgatggagaa
tcatgggttt
tctcgeceea
agcagatcta

gcaatcatcg

taccceccace
ccgcagggac
tctcteecte
tgcatcctgt
aggcaatagg
tcagtcagtg
gggtatcctt
gaaaccgaga
ctccaccaag
gggacatata
tgcaaécaat

ggggacatga

cagcctttee
ccaaacacag
aaggactcag.
ctggaagtta
ttttgagggg
geccagaaga
gatgcttgtg
cagaaggtgc
gaagttttcce
aaggcagttg
cctgcttetg

ggccaagcce

tgaggctcaa
gcctcaggac
ctttctgaag
gaaggaaaca
catggggacg
cceccectegg
tgtceccaac
ggggcccact
gctggttgaa
ttggcacacc
ctggeccttcce

cactceccgec

gecctgecace
tcaacacagc
ccceteccag
gaccacagac
gggttcagcc
aatcggagca
tttccaaatc
accgcttect
tgattctttc
cagccagceag
tcetgetgece

cctacatggce

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840




ttatcttatg
(]
cgacttcgtg
[
ccacaatatc
0
ccatccagcce
O
aaaggccaag
il

gaagccaggg
D .

ctcacacaca

a

atctgggaté
ctgaqagctg
aaagaacagg
tataatccta
cggaccagag
cagacatgeca

ctacaagagg

cttacgccat=tattacgaca

=
d

gacttccttt
[
tgtctcctat
0
tgtacactgg
0
atccaacctt
G
ccctcaacct
G
gaactttaag
E: .
cagtgaagtg
O .
tacagctttg
O
aatgctgcag
G
cctetcteca
a

cagctcecte
]
tttacagatg
c
ctgecttgge
c
tagcceectg
c
gttgtctaaa
c

caggggagtt
0

aagggggact
ggacgaaaca

ataaagaaaa

cccaaacgcce

cttetggetc
caacaagacc
ctggcaacca
atccctgaca
gacttgégaa

gatgtttcca

agaagtctct

ctcactgttg

agccgacceca

agaacttctc
ctgtgcagece
gtgtggccgg
tgaagatgac
gtaccattga
ctggaggccc
atggcatgee
ccatgaaacg
tccectgece
aaaaagagaa
accacttcga
ctaagaattc
tctggaatct
gacctcacct

gacttccttg

45

gaagaggtgc
gggaagctcc
gcagtttatc
caacgacatc
cctcaggcta
ctgggggcag
agtgcaggaa
gttgtgcgtg
tcttgtgtgt
tccacgagece
ctéctaagaa
caatcccttt
ttgggggcett
aacctgggat
aégctggggc
ggagaccagg

agaaattgac

agacacggag

ggtggctfcc
ataaatgtca
cctgtgaaaa
atgctactgce
cctagcaaca
acggccceccce

gatcgaaagt

ggggacccag

aacaaggtgg
tgcaccaaag
ttctctagag
attaccceccet
agggtcggaa
tcaggaatgt
ctccagaact
gagcctttgg
acaagtggéc

cccageecte

X XX ]
.
.
.
sovs e

tgatacaaga

ccttgggggce

gacccatccc
agctggagag
aggcccaggt
tgggaaaaca
gcgaatctga
agattaaaaa
cccagggeat
fctcaagett
gaggacgaac
ccttcagaca
cccaagcetta
gtggcctgea
cactggggcce
ttctggecag
cttaggectt

cccatggage

900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920

tatttatgtt
aatgtattta
tcagacatgt
gcctetgtge
caatgctgat

gtgtctgtaa

tgcacttgtg

tttgggagac

tttcecgtgaa
cttcttttga
ttggtgacca

tcgecectact

attatttatt

cggggtatecc

_aaqggagctg

ttatgttttt
actgtcacte

attcagtggce

atttatttat tatttattta 1980

tgggggaccce

aacaataggc
taaaatattt
attgctgagc

gagatctaga

aatdtaggag 2040
tgttcccatg 2100
atctgattaa él60
ctctgcteee 2220

2270

LA XN

*

LX]

*oee"

XX T




(1)

(11)

(vi)
(x1)

ctcgagggcd
0
atgggttaca
8

" ggctatggaa

st
|

ccagggagtg
g

atatggeccac
O
agagttectt
(]
aagaaggcct
0
gtcccagget
c
aagccececag
O
ttttcectee
G
ttctagttct
a
ctggtcccca
a
tcecagggtec

G

gggaqgatgg
r

Informace o SEQ ID NO:

46

14:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA:

TOPOLOGIE:

DRUH RETEZCE:

2 570 péara bazi

TYP: nukleovd kyselina

DRUH MOLEKULY: DNA, -1005TNFpGB3 UTR
puvopNf ZDROJ:

(A)

ORGANIZMUS:

Homo sapilens

Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

ggggtcaggy

ggagacctct
gtcgagtatg
amagagccte
acactggggc
ggaagccaag
gcceccagtgg
tgtcectget
ctcecttctec
aacceccgttt
étctttttcc

aaagaaatgg

tacacacaaa

ggagtgtgag

agctcctggg
ggggagatgt
gggacccceece
caggacctee
cctgagaagt
actgaaacca
ggtctgtgaa
acceccacce
ccgcagggac
tctcteccte
tgcatcctgt
aggcaatagg
tcagtcagtg

gggtatcctt

agatatggcc
gaccacagca
cttaacgaag
aggtatggaé
gagagcttca
gcattatgag
tteceeggggy
agcctttect
ccaaacacag
aaggactcag
ctggaagtta
ttttgagggy
gcccagaaga

gatgcttgtg

acatgtagcg

atgggtagga

acagggccat
tacagggqéc
tgaaaaaaat
tctccgggte
tgatttcact

gaggcctcaa

gcctcaggac

ctttctgaag
gaaggaaaca
catggggacg
cceccecctegg

tgtccccaac

gctctgagga
gaatgtccag
gtagagggcc
gtttaagaag
cagggaccce
agaatgaaag
ccceggggcet

gectgecace

tcaacacagc

cceccteeeag
gaccacagac
gggtﬁcagcc
éatcggagca

tttccaaatc

T

*

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

(LR X X
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o000
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XA X1




ccegeccecyg

ccagatgagc
G

ccecgeectec
G

acgctcecectce
cC
cagggcagat

ttatcttatg
G .
cgacttcgtyg
C
ccacaatatc
-
..ccatccagcece
C
aaaggccaag

gaagccaggg
ctcacacaca
cttacgccat
]

gacttccttt

tgtctcctat
tgtacactgg
I -
atccaacctt
[
ccctcaacct
C

gaactttaag

—
[
-

cagtgaagﬁg
b

tacagctttg
]
~aatgctgceag
O .
cctctecteeca
0

cagctccectce
c
tttacagatg
D .
ctgeccttgge
a
tagcccectg
G
gttgtctaaa

[

caggggagtt
l

cgatggagaa
tcatgggttt
tctcgeecea
agcagatcta
gcaatcateg
atctgggatc
ctgacagctg
aaagaacagg
tataatccta
cggaccagag
cagacatgca
ctacaégagg
tattécgaca

aagggggact

ggacgaaaca

ataaagaaaa
cccaéacgcc
cttctggete
caacaagacc
ckggcaacca
atccctgaca
gacttgagaa
gatgtttcca
tatttatgtt
aatgtattta
tcagacatgt
gcctctgtge
caatgctgat

gtgtctgtaa

gaaaccgaga
ctccaccaag
gggacatata
tgcaac;aat
ggggacatga
agaagtctct
ctcactgttg
agccgaccca
agaacttctc
ctgtgcagce
gtgtggccgg

tgaagatgac

gtaccattga’

ctggaggcecec
atggcatgcc
ccatgaaacg
tceectgeee
aaaaagagaa
accacttcga
ctaagaattc
tétggaatct
gacctcacét
gacttccttg
tgcacttgtg
tttgggagac

tttccgtgaa

cttcttttga

ttggtgacca

tcgecectact

47

cagaaggtgc
gaagttttce
éaggcagttg
cetgettetg
ggccaagecec
gaagaggtgc
gggaagctcc
gcagtttatc
caacgacate
cctcaggcta
ctgggggeag
agtgcaggaa
gttgtgcgtyg
tcttgtgtgt
tccécgagcc
ctactaagaa
caatcccttt
ttgggggcett
aacctgggat
aaactggggc
ggagaccagg
agaaattgac
agacacggag
attatttatt
cggggtatce
aacggagctg

tatgttttt
actgtcactc

attcagtggce

agggcccact
gctggttgaa
ttggcacacc

ctggecttce

‘cactceegee

ggtggcttee
ataéatgtca
cctgtga;aa
atgctactgc
cctagcaaca
acggcccccee
gatcgaaagt
ggggacecag
aacaaggtgg
tgcaccaaag
ttctctagag
attacccect
agggtcggaa
tcaggaatgt
ctccagéaét
gagcctttgg
acaéqtggac
cccagececte
atttatttat
tgggggaccece
aacaataggc
taaaatattt
atﬁgctgagc

gagatctaga

accgcttcct
tgattcttte

cagccagcag

tcctgetgcec

cctacatgge

tgatacaaga

ccttqqqggc>

gacccatccc
agctggagag
aggcccaggt
tgggaaaaca
gcgaatctga
agattaaaaa
cccagggeat
tctcaagett
gaggacgaac
ccttcagaca
cccaagctta
gtggectgea
cactggggcece
ttctggecag
cttéggcctt
cccatggage
tatttattta
aatgtaggag
tgttcccatg
atctgattéa

ctctgctecc

960

1020

1080

1140 -

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2570

LY L ¥

XXX ]

ooy
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PATENTOVE NAROKY PYbro -1
iz

1. Molekula chimerové nukleové kyseliny, kterd zahrnuje:
alespoil jednu zesilovaci oblast promotoru TNFa, kterd Je
pfipojenéd k tomuto promotoru, =zesilovaci oblast obsahujici
nukleovou kyselinu SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 12 nebo konzervativni substituci nebo jeji aleové
varianty, ptidemZ promotor TNFa je dale zachycen na sekvenci
nukleové kyseliny, kterd kéduje protein granzym B nebo
konzervativni substituci nebo . jeji alelické varianty, ktere
jsou naopak _déle pfipojeny na sekvenci 3°7UTR nukleové
kyseliny. '

2. Molekula chimerové nukleové kyseliny podle naroku 1,
kde je pritomno dvé az pét zesilovacich oblasti promotoru TNFa
a kde libovolnd ze zesilovacich oblasti zahrnuje SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 12 nebo jejidh kombinace.

3. Molekula chimerové nukleové kyseliny podle néaroku 2,
kde promotor TNFa obsahuje nukleovou kyselinu SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 nebo konzervativni substituci nebo
jeji alelické varianty.

4. Molekula chimerové nukleové kyseliny podle naroku 1,
kde sekvence molekuly nukleové kyseliny se vybrala ze skupiny
zahrnujici SEQ 1ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 a konzervativni
substituci nebo jejich alelické varianty.

5. Molekula chimerové nukleové kyseliny podle naroku 1,
kde se 3°UTR ligovala po sméru exprese sekvence nukleové
kyseliny granzymu B.

_ 6. Farmaceuticky prostredek, vy zna éwu jici
é'e t i m, 2 e obsahuje molekulu chimerové nukleové kyseliny
podle néroku 1.

7. Zpisob 1lé&by z&nétlivych stavd, vy z n a Cujici

se t im % e zahrnuje aplikaci pacientovi, ktery potfebuje
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.
*

takovou 1lé&bu, farmaceuticky u&inné mnoZstvi prostfedku podle
naroku 6. ‘

8. Zpusob podle nadroku 7, vyznac¢uijici
s e tim, Z e zdnétlivy stav se vybral ze skupiny
zahrnujici revmatoidni  artritidu, roztrouSenou sklerbzu,
Guillain-Barrtv syndrom, Crohnovu nemoc, ulcerativni kolitidu,
lupénku, lupus erythematodes, odmitnuti 3tépl, cukrovka se
z4vislosti na inzulinu, psoriaticka artritida, sarkoidéza,
hypercitliva pneumonitida, ankylozujici spondylitida, Reitertv
syndrom a generalizovana sklerdza.

9. Zplusob podle naroku 8, vyznadcuijilci
se t im, % e zanétlivy stav je revmatoidni artritida.

10. Zpusob konstrukce molekuly chimerové nukleové
kyseliny, vyznac¢cuijici se tim Z e alespon
jeden zesilova& promotoru TNFa je ptripojen k funkéni kopii
minimélniho promotoru TNFa pripojeného alespoii k jedné kopii
molekuly nukleové kyseliny vyvolavajici apoptdzu, kterad je
didle pripojena k sekvenci nukleové kyseliny TNFo-3°UTR, kde
éxprese nukleové kyseliny vyvolavajici apoptézu Jje fizena
promotorem TNFa, pficemz uvedeny zpUsob zahrnuje:

a) amplifikaci molekuly nukleoveé kyseliny zahrnujici promotor

TNFo. polymerdzovou fetézovou reakci za pouZiti primert,

které obsahuji deleéni konstrukce promotoru TNFo,

b) klonovani nukleové kyseliny amplifikované PCR ziskané podle
popisu v odstavei a) proti sméru exprese od sekvence
reportni nukleové kyseliny, pricemz vznika konstrukce,

c) testovani konstitqtivni nebo indukovatelné exprese
konstrukci ziskanych podle popiéu v odstavci b) v alespon
jedné bun&&né linii, kterad produkuje TNFa,

d) vybér promotoru TNFo. odpové&dného za indukovatelnou expresi
reportni molekuly v buné&né linii, |

e) PCR amplifikace oblasti promotoru TNFa, kterd =zesiluje

expresi reportni molekuly, prigem? se =ziska zesilovag, a

(XXX KL )
L3

L2 2 2l

XL Y
LA X 1]

e

ee

osas
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ligace alesponl jedné kopie zesilovade proti sm&ru exprese
od promotoru,

f) =zallen&ni alespon jedné kopie molekuly nukleové kyseliny
vyvolavajici apoptdézu po sméru exprese od promotoru TNFa
tim, Z?e se nahradi promotor delecnimi konstrukcemi nukleové
kyseliny, kterd vyvolava apoptdzu a

g) PCR amplifikace TNFa-3°'UTR a ligace po sméru exprese
molekuly nukleové kyseliny vyvolavajici apoptdzu, pricemz
sé ziskad molekula nukleové kyseliny.

11. Zplusob podle  néaroku 10, vyznaduijilct

s e ti m,- > e dvé& nebo vice kopii zesilovale se zallenily

proti sméru exprese od promotoru.

12. ZplUsoeb podle naroku 10, vyznadcuijici,

se tim % e sekvence reportni nukleové kyseliny je

luciferaza.

13. Zpisob podle naroku 10, vy zmnacuj ici
se tim, % e zesilova¢ obsahuje sekvenci vybranou ze
skupiny obsahujici SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 11 a
SEQ ID NO: 12.

14. Zpusob  podle naroku 13, vyznac¢cujici
se tim, % e nukleovd kyselina vyvoléavajici apoptdézu Jje
granzym B nebo konzervativni substituce nebo jeho alelické
varianty.

15. Zpusob podle naroku 10, vyznac¢ujicil
se tim % e molekula chimerové nukleové kyseliny se
vybrala ze skupiny zahrnujici SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14 a
konzervativni substituci nebo jeji alelové varianty.

16. Zplsob podle naroku 10, vyznadc¢uijici
se t im % e buné&né linie vhodné pro testovani konstrukci
se vybraly ze skupiny zahrnujici T lymfobiastoidni,
myelomonocyticke, monocytické bunky, fibroblasty, kulltivované
1idské synoviocyty a primérni bunky, které se vyskytuji u RA.

17. Zpusob testovéni dominantnich negativnich gent,

vyznadc¢ujicit se tim 2 e zahrnuje transfekci
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populace bunék, ktere neprodukuji TNFa, sekvenci obsahujici
molekulu chimerové nukleové kyseliny pédle‘ ndroku 1 a
stimulaci exprese za&len&né sekvence a vyb&r bunék, které
‘prezily a obsahuji dominantni negativni geny.

18. ZpGsob  podle  naroku 17, vyznadcuijici
s e t im, 2% e sekvence obsahuje molekulu chimerové nukleové

kyseliny podle naroku 2.
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Nucleic Aci -706T B3 7 UTR

CTCGAGtccttggaagccaagactgaaaccagcattatgagtcteccgggtcagaatgaaagaagaa
ggcctgccccagtggggtctgtgaattcccgggggtgatttcactccccggggctgtcccaggctt
gtccctgctacccccacccagcctttcctgaggctcaagcctgccaccaagcccccagctccttct
ccccgcagggacccaaacacaggcctcaggactcaacacagcttttccctccaaccccgttttctc
tccctcaaggactcagctttctgaagcccctcccagttctagttctatctttttcctgcatcctgt
ctggaagttagaaggaaacagaccacagacctggtccccaaaagaaatggaggcaataggttttga
ggggcatggggacggggttcagcctccagggtcctacacacaaatcagtcagtggcccagaagacc
cccctcggaatcggagcagggaggatggggagtgtgaggggtatccttgatgcttgtgtgtcccca
actttccaaatcceccgecccegegatggagaagaaaccgagacagaaggtgcagggeccactaceg
cttcctccagatgagctcatgggtttctccaccaaggaagttttccgctggttgaatgattctttc
cccgccctcctthgccccagggacatataaaggcagttgttggcacacccagccagcagacgctc
cctcagcAGATCTATGCAACCAATCCTGCTTCTGCTGGCCTTCCTCCTGCTGCCCAGGGCAGATGC
AATCATCGGCEGGACATGAGGCCAAGCCCCACTCCCGCCCCTACATGGCTTATCTTATGATCTGGGA
. TCAGAAGTCTCTGAAGAGGTGCGGTGGCTTCCTGATACAAGACGACTTCGTGCTGACAGCTGCTCA
CTGTTGGGGAAGCTCCATAAATGTCACCTTGGGGGCCCACAATATCAAAGAACAGGAGCCGACCCA
‘GCAGTTTATCCCTGTGAAAAGACCCATCCCCCATCCAGCCTATAATCCTAAGAACTTCTCCAACGA
CATCATGCTACTGCAGCTGGAGAGAAAGGCCAAGCGGACCAGAGCTGTGCAGCCCCTCAGGCTACC
TAGCAACAAGGCCCAGGTGAAGCCAGGGCAGACATGCAGTGTGGCCGGCTGGGGGCAGACGGCCCC
CCTGGGAAAACACTCACACACACTACAAGAGGTGAAGATGACAGTGCAGGARGATCGAAAGTGCGA
ATCTGACTTACGCCATTATTACGACAGTACCATTGAGTTGTGCGTGGGGGACCCAGAGATTAAAAA
GACTTCCTTTAAGGGGGACTCTGGAGGCCCTCTTGTGTGTAACAAGGTGGCCCAGGGCATTGTCTC
CTATGGACGAAACAATGGCATGCCTCCACGAGCCTGCACCAAAGTCTCAAGCTTTGTACACTGGAT
AAAGAAAACCATGAAACGCTACTAAGAATTCTCTAGAggaggacdaacatccaaccttccocaaacy
cetcecctgecccaateeotttattaceecctocttcagacacectcaacctottctggetcaaaa

a cgga actt accac a
c a atccc
‘gectrtggttcetggecagaatgetgcagga agaagacctca agaaattgacacaa

accttaggecttoctetotecagatgtttecagacttocttgagacacggagcecageccteeeca
tggagccagetccoctcotatttatgbttgeacttgtgattatttattatttatttattatttatita

a a a a aggagctac
t a agcec o]
tatttatctgatta aaa

g;;;ggg‘accaactatcactcattcctqaqcctctqctccccagggggg;;g;g;__gggggggg
cctactattcagtggegagaTCTAGA

Figure 12
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CTCGAGggcgggggtcagggagctectgggagatatggeccacatgtageggectectgaggaatgggt
tacaggagacctctggggagatgtgaccacagcaatgggtaggagaatgtccagggctatggaagt
cgagtatggggacccccccttaacgaagacagggccatgtagagggceccagggagtgaaagagec
tccaggacctccaggtatggaatacaggggacgtttaagaagatatggccacacactggggccctg
agaagtgagagcttcatgaaaaaaatcagggaccccagagttccttggaagccaagactgaaacca
gcattatgagtctccgggtcagaatgaaagaagaaggcctgccccagtggggtctgtgaattcccg
ggggtgatttcactccccggggctgtcccaggcttgtccctgctacccccacccagcctttcctga
ggcctcaagcctgccaccaagcccccagctccttctccccgcagggacccaaacacaggcctcagg'
actcaacacagetttteccctecaaccccgttttcetetecctecaaggactcagetttctgaagecce
tcccagttctagttctatctttttcctgcatcctgtctggaagttagaaggaaacagaccacagac
ctggtccccaaaagaaatggaggcaataggttttgaggggcatggggacggggttcagcctccagg-
gtcctaCacacaaatcagtcagtggcccagaagacccccctcggaatcggagcagggaggatgggg
agtgtgaggggtatccttgatgcttgtgtgtccccaactttccaaatccccgcccccgcgatggag

R aagaaaccgagacagaaggtgcagggcccactaccgcttcctccagatgagctcatgggtttctcc

accaaggaagttttccgctggttgaatgattctttccccgccctcctctcgccccagggacatata
aaggcagttgttggcacacccagccagcagacgctccctcagcAGATCTATGCAACCAATCCTGCT

. TOTGCTGGCCTTCCTCCTGCTGCCCAGGGCAGATGCAATCATCGGGGGACATGAGGCCAAGCCCCA

CTCCCGCCCCTACATGGCTTATCTTATGATCTGGGATCAGAAGTCTCTGAAGAGGTGCGGTGGCTT
COTGATACAAGACGACTTCGTGCTGACAGCTGCTCACTGTTGGGGAAGCTCCATAAATGTCACCTT
GGCGGCCCACAATATCAAAGAACAGGAGCCGACCCAGCAGTTTATCCCTGTGAARAGACCCATCCC

. CCATCCAGCCTATAATCCTAAGAACTTCTCCAACGACATCATGCTACTGCAGCTGGAGAGAAAGGC

CAAGCGGACCAGAGCTGTGCAGCCCCTCAGGCTACCTAGCAACAAGGCCCAGGTGAAGCCAGGGCA
GACATGCAGTGTGGCCGGCTGGGGGCAGACGGCCCCCCTGGGAAAACACTCACACACACTACAAGA
GGTGAAGATGACAGTGCAGGAAGATCGAAAGTGCGAATCTGACTTACGCCATTATTACGACAGTAC
CATTGAGTTGTGCCTGCGCGACCCAGAGATTARAAAAGACTTCCTTTAAGGGGGACTCTGGAGGCCC
TOTTGTGTGTAACAAGGTGGCCCAGGGCATTGTCTCCTATGGACGAAACAATGGCATGCCTCCACG
AGCCTGCACCAAAGTCTCAAGCTTTGTACACTGGATAAAGAAAACCATGAAACGCTACTAAGAATT

Promoter sequence-lowercase, linker sequence-uppercase Italics, Granzyme B
sequence-uppercase, TNFa3'UTR sequence ~-lowercase underlined
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