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Systém podminéné exprese

Obiast techniky

Vyndlez se tykd nového systému pro podminénou expre-
si gend. Vyndlez se rovnéz tykd pouziti tohoto systému v ge-
nové nebo bunécéné terapii pro dosaZeni velmi selektivni expre-

se zainteresovaného genu.

Dosavadni stav techniky

Genova a bunédnad terapie spolivd v korekci nedosta-
tec¢nosti nebo anomdlie (mutace, aberantni exprese a podobné)
nebo v zajisténi exprese terapeutického zainteresovaného pro-
teinu zavedenim genetické informace do 1éCeného orgdnu nebo
do lécené bunky. Tato genetickd informace miZe byt zavedena
bud ex vivo do builky izolované z orgdnu, p¥idem? tato bufika,
kterda byla takto modifikovdna, se potom zavede zpét do orga-
nismu (bunécnd terapie), nebo pfimo in vivo do prislusné

tkdné (genovd terapie).

Pro provedeni prenosu genl existuji rudzné techniky,
ze kterych lze zejména uvést rfizné techniky transfekce, p¥i
kterych nachdzi uplatnéni pfirodni nebo syntetické, chemické
nebo biochemické vektory, jakymi jsou napriklad komplexy
DNA a DEAE-dextranu (Pagano a kol., J.Virol. 1 (1967)891),
DNA a jadrovych proteint (Kaneda a kol., Science 243(1989)
375), DNA a lipidd (Felgner a kol., PNAS 84 (1987)7413), po-
uziti liposomd (Fraley a kol., J.Biol.Chem.255(1980)10431),
jakoZ i kationtovych lipidd, .a_podobn&. Jind. transfekdni_.. . ..
technika spo&ivd v pouZiti vird jakoZto vektorl pro prenos
genl. V tomto ohledu byly testovdny r@zné viry za tGcelem
stanoveni jejich schopnosti infikovat urdité bunédné popu-
lace. Zejména se jednd o retroviry (RSV, HMS, MMS a podobné),
vir HSV, adeno-prisruzené viry a adenoviry.

-

Jednou z hlavnich obtizi, které se vyskytuji pri roz-
vohi genové a buné&lné terapie, je vSak selektivita 1éceni.

V zavislosti na dané aplikaci a na prend$eném genu je velmi




diileZzité mit moznost zacilit nékteré tkdné nebo pouze nékte-
ré Casti organismu a to za uUcelem zaostrfeni terapeutického
i¢inku pouze na tyto tkdné nebo Cdsti organismu o omezeni

rozptylu tohoto dcinku a sekunddrnich neZddoucich G&inkd.

Takové zacileni terapeutického uG¢inku mizZe byt provede-
no za pouziti vektord, které vykazuji potfebnou danou bunél-

nou specifiénost, tj. vektorl, které jsou selektivné specific-

ké pouze pro zainteresované bunky.

Jiny pfistup k feseni uvedeného problému spodivd v po-
uziti specifickych expresnich signdald nékterych bunédénych
typd. V tomto ohledu byly v literatufe popsany tak zvané
specifické promotory, jakymi jsou naprfiklad promotory gen(
k6dujicich pyruvdt-kindzu, villin, GFAP, promotor intesti-
ndlni vazby mastnych kyselin, promotor aktinu alfa bunék
hladkého svalu nebo promotor genl apo-AI, apo-AII, lidsky
albumin a podobné. Tyto promotory vsSak maji nékteré nedostat-
ky a zejména vykazujl urcity transkripcni Sum, ktery mlze
byt neprijemny p¥i expresi toxickych gend. Pouziti téchto
promotorld je tedy omezeno pouze na nékteré builky a nemchou

byt tedy pouZity pro jakoukoliv aplikaci.

Podstata vynélezu

Vyndlez nyni popisuje novy systém podminéné exprese
gent, ktery Jje obzvlasté selektivni a 4dinny. Vyhodnjm znakem

tohoto systému podle vyndlezu je jeha schopnost EXPrimovata . ——-="""

gen nlkOllV;VﬁQQVLSlOStl -na~bun&éném typu, nybrz v zavislos-

"ti na pritomnosti specifického bunééného prvku nebo specific-

ké fyziologické situace. Tento systém se ve skutelnosti tyka
chimerickych bispecifickych molekul obsahujicich oblast,

kterd je schopna selektivné vazat definovanou sekvenci DNA,

a detek¢ni oblast, ktera je schopna specificky vazat trans-

aktivdtor nebo transaktivacéni komplex.

Prvni znak vyndlezu spolivd ve vytvofeni a expresi




chimerickych bispecifickych molekul obsahujicich oblast,
kterd je schopna selektivné vdzat definovanou sekvenci DNA,
a oblast, kterd je schopna specificky vdzat transaktivdtor
nebo transrepresor nebo transaktivacni nebo transrepresorovy

komplex.

Dalsi znak vyndlezu spocCivd v sekvenci nukleové kyse-
liny kodujici vysSe definovanou chimerickou molekulu, jakoz
i v kazdém expresnim vektoru, ktery obsahuje uvedenou nukleo-

vou sekvenci.

» Dalsi znak vyndlezu spocivd v systém podminéné expre-
se genl, zahrnujicim i) vySe definovanou chimerickou moleku-
lu a ii) expresni kazetu obsahujici reguladni sekvenci, mini-
mdlni promotor (jehoZ aktivita zdvisi na pritomnosti trans-

aktivdtoru) a uvedeny gen.

Dalsi znak vyndlezu spocivad rovnézZz v expresnim vekto-
ru zahrnujicim ‘
- nukleovou sekvenci koédujici vySe definovanou. chime-
rickou molekulu a ’ '

- uvedenou expresni kazetu.

Systém podminéné exprese podle vyndlezu je obzvldsté
vhodny pro pouziti v genové nebo bunélné terapii k dosazeni

velmi selektivni exprese zainteresovanych genu.

Jedna ze sloZek systému podle vyndlezu je tedy tvofe-
na chimerickymi bispecifickymi molekulami obsahujicimi
oblast, kterd -je schopna selektivné vdzat definovanou sekven-
-‘civDNA/warobiastrwkteré“je*schopna seIektivné‘Vézat”traﬂST“=““*
aktivdtor nebo transaktivacdni komplex; Bispecifinost molekul
podle vyndlezu spocCivd jednak v jejich schopnosti vdzat de-
finovanou sekvenci DNA (kterd je obvykle oznacCovdna jako re-
gulac¢ni nebo operacni sekvence) a jednak v jejiéh”schopnosti
specificky tvorit transaktivadni nebo transrepresni protei-
novou oblast, kterd umoznuje indukovat nebo_potiaéit expresi

gend.




“"infek&éniho puvodu.

Vyndlez spoCivd ve vytvofeni chimerickych bispeci-

fickych molekul umoziujicich ziskdni kaZdého transkripéni-

ho faktoru, jehoz aktivace nebo inaktivace vede k fyziopatolo-

gické situaci. Chimerické bispecifické molekuly podle vynd-
lezu takto umoznuji selektivni ziskdni specifickych trans-

krip¢nich transaktivdtorl fyziopatologického stavu, fixova-
ni téchto transkripénich faktord k promotorim prostfednict-
vim vazby téchto molekul k definovanym sekvencim DNA lokali-
zovanym u téchto promotord (regulaéni nebo operadni sekven-

ce) a takto i dosazZeni podminéné exprese gend (obr.1).

Vynalez se rovnéZz tykd chimerickych bispecifickych
molekul umoznujicich vytvofeni nikoliv molekuly nesouci
transaktivacéni oblast, av$ak transkripéniho transaktivadéni-
ho komplexu, tj. komplexu vytvoreného mezi cilovou molekulou
pritomnou v bufice a molekulou nesouci transaktivadni oblast
(obr.2). V tomto pripadé, je transaktivacdni komplex vyhodné
vytvoren pomoci druhé chimerické bispecifické molekuly obsa-
hujici transaktivadni oblast a oblast selektivni vazby k
uvedené bunécné molekule. Fixovdni této druhé molekuly umoZ-
nuje vytvoreni transkripéniho transaktivaéniho bindrniho
komplexu, pricemZ tento komplex je takto tvoren detekénim
systémem podle vyndlezu. Fixovdni tohoto terndrniho komple-
xu v blizkosti promotord takto umoZiuje regulovanou expresi
gent. Tento typ konstrukce vyhodné umoznuje rozs$irit oblast
pouziti systému podle vyndlezu na detekci libovolné intra-
celularni molekuly zbavené transaktivacni oblasti a to at

se jiz jednd o endogenni molekulu

Systém podle vyndlezu takto diky velmi selektivnimu
detekénimi systému ("senzor") umoznuije aktivovat vyluéné
expresi zainteresovanych gend v pritomnosti cilovych protei-
nii. Mize se jednat o stranskripéni faktory vyskytujicich se
v rédmci fyziologickych nebo fyziopatologickych situaci nebo
o libovolnou endogenni molekulu nebo napriklad o molekulu

infekéniho puvodu.

nebo napriklad o molekulu




V rdmci vyndlezu vyraz transaktivdtor oznaluje kaz-
dy transaktivacni faktor transkripce nebo kazdy protein za-
hrnujici transkripéni transaktivaéni oblast. Vyraz transakti-
vacni komplex oznalCuje komplex vytvoreny mezi molekulou pri-
tomnou v bunce a bispecifickou molekulou podle vyndlezu obsa-
hujici transaktivacni oblast a oblast specifické vazby k uve-

dené molekule.

Expresni systém podle vyndlezu miZe byt pouZit pro
ziskdni libovolného transaktivadéniho proteinu nebo proteinu
nesouciho transaktivacni oblast a zejména libovolného pro-
teinu virélniho, parazitniho nebo mykobakteridlniho ptvodu,
jakoz i bunéc¢ného plvodu, majiciho transkripcéni transaktivac-
ni Udinnost.

Z transkriplnich faktorl virdlniho puvodu lze uvést
zejména protein Tat viru HIV, proteiny E6/E7 viru papilomu
nebo také protein EBNA viru Epsteina a Barrové. Tyto protei-
ny maji transkripéni transaktivadlni oblast a jsou pritomny
vyluéné v bunkach infikovanych témito viry, tj. za specific-
kych fyziopatologickych podminek. System podminéné exprese
podle vynalezu vyhodné umoznuje detekci takové fyziologické
situace (vyskyt uvedenych specifickych transaktivdtord vi-
rdlni infekce) a indukci selelektivni exprese daného genu

nebo danych gend.

Z bunélnych proteint lze vyhodné uvést mutovany nebo
divoky protein p53. Tento protein p53 je tvorfen 393 amlnoky—
selinami. Ve své divoké formé je tento protein supresorem

nadoru schopnym negatlvne regulovat rust a delen1 bunék. Ta-

'to uc1nnost je spogena S prltomnostl transkrlpcnl transaktl-
vacni oblasti ve strukture proteinu p53, lokalizované v N-
terminalni oblasti proteinu (asi zbytky 1 az 100). V nékte-
rych situacich je divoky protein p53 rovnéZ schopen indukovat
apoptézu (Yonish-Rouach a kol., Nature, 352, 345-347,1991).
Tyto vlastnosti se projevuji ve stresovych situacich, kdy je
ohrozena integrita bunécni DNA a protein p53 je takto pokla-

dan za "strdzZce genomu". Pritomnost mutovanych proteind pS5S3
Y p
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v asi 40 % lidskych na&dorl vSech typu posiluje tuto hypo-
tézu a podtrhuje pravdépodobné klicovou ulohu, kterou hra-

ji mutace tohoto genu pri rozvoji nddord (o tom viz: Monte-
narh, Oncogene, 7, 1673-1680, 1992; Oren, FASEB J., 6, 3169-
3176, 1992; Zambetti a Levine, FASEB J., 7, 855-865, 1993).

V rédmci vyndlezu je mozné selektivné rekrutovat transaktivac-
ni oblast proteinu p53 a takto indukovat regulovanou expresi

o
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unkach opsahujicich tento protein.
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Podle vyndlezu je obzvlasté zajimavé specificky rekrutovat
mutované formy proteinu p53, které se, jak jiz bylo uvedeno
vyse, vyskytuji ve fyziopatologickych situacich bunécné
proliferace (rakovinového typu). Takovéto zacileni miZe byt
vyhodné provedeno pomoci oblasti specifické vazby k mutova-
nym formdm proteinu p53. Nicméné existuje zde specificnost
spojend s akumulaci mutovanych forem, které maji pololas zi-

vota vyrazné delsi oproti dikové formé.

Systém podle vyndlezu miZe byt rovnéz pouzit pro indu-
kovani selektivni exprese genu nebo genl detekci kazdé cilové
molekuly pritomné v bunce. Detekovanym proteinem je vyhodné
protein vyskytujici se v bunice p¥i abnormdlnich situacich
(infekce, hyperproliferace, a podobné). MizZe se zejména jed-
nat o viralni proteiny, Jjakymi jsou napfiklad strukturni ne-
bo funkéni proteiny viru a zejména viru HIV, hepatitidy, her-
pes, a podobné. Mize se rovnéz jednat o specidické proteiny
bunécéného hyperproliferaéniho stavu, jakymi jsou zejména pro-

teiny myc, fos, jun, cykliny a podobné.

zu spociva tedy v jejich schopnosti vdzat se na specifické
oblasti DNA (regulacni nebo operééni oblasti). Tato vazba
umoznuje privést transaktivacni oblast do blizkosti promo-
toru a timto zplsobem aktivovat expresi genu vlozeného pod

kontrolu uvedeného promotoru.

Oblast schopnd selektivné vdzat definovanou sekvenci

DNA pritomnd v molekuldch podle vyndlezu je v podstaté protei-

..Jedna_z vlastnosti chimerickych molekul podle_vyndlez _. .. ...
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nového puvodu. Vyhodnéji je tato oblast odvozena od prokaryio-
tického nebo eukariotického proteinu schopného interakce se
sekvencemi DNA. Cetné genetické a strukturdlni studie dnes
jiz umoznuji presné definovat v proteinech vstupujicich v
interakci se sekvencemi dvouvldknové DNA oblasti, které jsou
zodpovédné za tyto interakce.

Z prokaryiotickych proteinﬁ vstupujicich do interakce

Sct+ a3md& b mrd S
=1
uvest zejména bakterialn

[

‘
ve DNA lze

T -
L
represory a vyhodnéji tetracyklinovy represor odvozeny z E.Coli

a represor Cro odvozeny od bakteriofdgu Lambda.

Uvedeny tetracyklinovy represor (tetR) od E.Coli je pro-
teinem s asi 210 aminokyselinami. V E.coli tento tetracykli-
novy supresor tetR negativné reguluje transkripci genl mediu-
jicich rezistenci k tomuto antibiotiku v operonu tet. V ne-
pritomnosti tetracyklinu se represor tetR fixuje k DNA v urov-
ni specifické sekvence (kterda je oznacCovdna jako operacni
sekvence nebo Tetop) a potlacuje transkripci rezistencniho
genu. Naopak v pritomnosti tetracyklinu se represor tetR jiZ
nefixuje k operdtoru tetop umoznujice tak konstituéni trans-
kripci uvedeného genu (Hillen.W a Wissmann A. (1989) v Pro-
tein-Nucleic Acid Interaction. Topics in Molecular and
Structural Biology, ed.,Saenger W. a Heinemann U. (Macmillan,
Londyn), sv.10, str. 143-162). Sekvence tetracyklinového
supresoru tetR jiz byla publikovadna (je uvedena zejména v
patentovém dokumentu W094/04682). Sekvence dvouvldknové
DNA, ktera je specifickd pro vazbu tetracyklinového supreso-
ru tetR k DNA (Tetop) je tvorena nasledujicim motivem:

TCTCTATCACTGATAGGGA (SEQ ID n°1 ).

Tento mofif mdze byt opakovan nékolikrdt za uUcelem zvysSeni
afinity a dcinnosti systému. Rehulacni sekvence mize takto
obsahovat a 10 uvedenych motivi, pricemZ vyhodné obsahuje

dva motivy (Tetop2) nebo sedm motivﬁ (Tetop7)(viz obr.3).

Protein Cro byl definovdn puvodné jako regulator expre-



se represoru CI (Eisen H. a kol.(1970)PNAS 66, str.855).
Klonovani geni cro umoznilo identifikaci proteinu s 66 ami-
nokyselinami (SEQ ID n®21; Roberts T. a kol.(1977), Nature
270, str.274). Cro vykondva svou fyziologickou ulohu tim, ze
se prednostné fixuje na operdtor OR, odvozeny od bakteriofdgu
Lambda.

Sekvence dvouvlédknové DNA specifickd& pro vazbu Cro

L%

k DNA (oblast oznacovand jako OR3) je tvorena ndsledujicimi

bazemi:
" TATCACCGCAAGGGATA (SEQ ID n02) .

Tato oblast mize byt opakovdna nékolikrat za ucelem dosazeni

zvysené afinity a ulinnosti systému (viz obr.4).

Z eukaryotickych proteind vstupujicich v interakci se
sekvencemi dvouvldknové DNA se pro konstrukci molekul podle
vyndlezu vyhodné pouzivaji proteiny nebo oblasti odvozené od
proteini STAT, p53 nebo NFkB (Inoue a kol., PNAS 89(1992)
4333). Pokud jde o protein p53, je jeho vazevnd oblast k DNA
lokalizovdna v centrdlni oblasti proteinu, pfesnéji v oblas-
ti mezi aminockyselinami 102 az 292 (Pavletich a kol., Genes
and Dev.7(1993)2556).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, Jje oblast schopna selektiv-
né vdzat definovanou sekvenci DNA pritomnd v molekuldch po-
dle vyndlezu vyhodné odvozena od prokaryotického nebo eukaryo-
tického proteinu schopného vstoupit v interakci s oblasti
e ...dvouvldknové DNA. .Oblast. pouzitd. .pro.konstrukci .molekul. podle__..... ._.
vyndlezu mizZe byt tvorena celym proteinem nebo jeho Casti
obsahujici oblast interakce s DNA. Tato oblast byla indentifi-
kovdna v pripadé rlUznych proteinl a zejména v pripadé TetR
(viz napriklad Berens a kol., J.Biol.Chem.267(1992)1945).

Tato oblast mdzZe byt rovnéz tvorena derivdtem tohoto protei-
nu nebo jeho fragmentem, ktery si zachoval schopnost vazby k

DNA. Takovymi derivdty jsou zejména proteiny s modifikaci




jedné nebo nékolika aminokyselin, napriklad za ucelem umoz-
néni jejich fuze s ostatnimi oblastmi molekul podle vyndle-
zu, které mohou byt pripraveny klasickymi technikami moleku-
larni biologie. Tak napfiklad takové derivaty proteind TetR
a Cro byly jiz popsédny v liretatufe, pricemz tyto deriviaty

majil lokdlné presné mutace nebo/a delece (Hecht a kol., J.

Bact.175(1993), str.1206; Altschmied a kol., EMBO J 7 (1988)

4011; BRaum 8

-
A~

cl., Proteins 14 (1992 ; Hansen a kol.,
J.Biol.Chem.262(1987)14030). Schopnost téchto derivatld vazat
se k definované sekvenci DNA miZe byt potom testovdna inku-
baci pripraveného derivdtu s reguladni sekvenci a detekci
vytvorenych komplexl. Kromé toho uvedenymi derivdty mohou
byt rovnéz proteiny majici zlepSenou schopnost vazby k DNA

(specificnost, afinita a podobné).

Podle vyhodné formy provedeni je oblast schopnd se-
lektivné vazat definovanou sekvenci DNA pritomnd v moleku-
ldch podle vyndlezu odvozena od prokaryotického proteinu.
Tento typ konstrukce je obzvlasté vyhodny vzhledem k tomu,
Ze tyto proteiny nelidského plvodu rozpozndvaji dvouvldkno-
vé DNA s alespon 14 nukleotidy. Pravdépodobnost nalezeni
stejné sekvence v lidském genomu je témér nulovad a ziskany

expresni systém je takto jedté selektivnéjsi.

V ramci jiné vyhodhé formy provedeni je oblast schop-
nd selektivné vdzat definovanou sekvenci DNA pritomnd v mo-
lekuldch podle vyndlezu odvozena od protein tetR nebo Cro.
Je obzvlasté vyhodné pouzit proteiny tetR nebo Cro (SEQ ID

."n92l)zvmkompletnimﬁstavuﬁlmwﬁ S —

Oblast schopnd specificky vdzat transkripdni trans-
aktivdtor nebo transkripéni transaktivadni komplex p¥itomnd
v molekuldch podle vyndlezu muze byt oblasti rtzného typu.
Zejména se miZe jednat o oligomerizadni oblast v pripadé, kdy
transaktivator nebo transaktivadni komplex, ktery md byt za-
cilen, takovou oblast rovné&Z obsahuje. MidZe se rovné? jednat

o kazdou syntetickou nebo p¥irodni oblast, o které e znamo,




Zze vstupuje v interakci s uvedenym transaktivdtorem nebo
transaktivadnim komplexem. MiZe se také jednat o protildtku
nebo o fragment nebo derivat protildtky ¥izené proti uvede-

nému transaktivdtoru nebo transaktivacnimu komplexu.

Z oligomeracnich oblasti pouzitelnych v ramci vynda-
lezu lze zejména jmenovat leucinové zipy,'napfiklad oblasti
SH2 nebo oblasti SH3. Leucinové zipy jsou alfa-amfipatickymi
helixy, které obsahuji 4 nebo 5 leucinl kazdych 7 aminokyse-
lin. Tato periodicnost umozZniuje lokalizaci leucin témér
ve stejné poloze na helixu alfa. Dimerace Jje podminéna hydro-
fobnimi interakcemi mezi bocnimi fetézci leucind dvou prileh-
hlych zipovych oblasti (Vogt a kol., Trend In Bioch.Science
14(1989). O oblastech SH2 je znamo, Ze vstupuji v interakci
s fosforylovanymi specifickymi peptidovymi oblastmi v tyrosi-
nu. Oblasti SH3 mohou byt pouZity pro vytvoreni oligomeru s
kazdym transaktivdtorem nebo transaktivacnim komplexem, kte-
ry obsahuje odpovidajici peptid bohaty na prolin (Pawson a
kol., Current Biology 3 (1993)434). Rovéz mohou byt pouzity
oblasti proteinli, o kterych je zndmo, Ze indukuji oligomera-
ci, jakymi jsou zejména C-termindlni oblast proteinu p53.
Pouziti této oblasti umdéﬁuje rekrutovat selektivnim zpusobem
proteiny p53 pfitomné v bulice. V rdmci vyndlezu se vyhodné
pouziva oblast p53 obsazend mezi aminokyselinami 320-393
(SEQ ID n®3). 302-360 nebo 302-390.

Ze syntetickych nebo pfirodnich oblasti, o kterych

j zndmo, Ze vstupuji v interakci s molekulou obsahujici ci-

teinu MDM2 vstupujici v interakci s proteinem p53. Tento typ
konstrukce takto umoZnuje rekrutovat jako transaktivdtor

divoky nebo mutovany protein p53.

Vyhodnou oblasti specifické vazby k transkripénimu
transaktivdatoru podle vyndlezu je protildtka nebo fragment
nebo nebo derivat protildtky. Fragmenty nebo derivdty proti-

latky jsou naprfiklad fragmenty Fab nebo F(ab)’2, oblasti VH

...lovy transaktivadni prvek,_ lze napriklad uvést _oblast.pro-. . . _..... .




nebo VL protilatky s jednoduchym retézcem (ScFv) obsahuji-
ci oblast VH spojenou s oblasti VL ramenem. Tento typ oblasti
je obzvlasté vyhodny vzhledem k tomu, Ze mize byt rizen pro-

ti celé molekule.

Protildtky tvorené molekulami skupiny imunoglobulinl
jsou tvorené rlUznymi Fetézci (2 tézké (H) a 2 lehké (L)),
priemZz tyto fetézce jsou zase tvofreny rlznymi oblastmi (va-
: riabilni oblast (V), pfipojovaci oblast (J) a podobné).
Oblast vazby k transaktivdtoru nebo k transaktivacnimu kom-
¢ plexu pritomnd v molekuldch podle vyndlezu je vyhodné tvore-
na fragmentem nebo derivatem protilétky bbsahujicim alespon
vazevné misto zodpovédné za vazbu k antigenu. Tento fragment

miZe byt bud variabilni oblasti lehkého fetézce (V.) nebo téZ-

kého retézce (V) pripadné ve formé fragmentu FabLnebo F(ab )2
nebo vyhodné ve formé protildatky s jednoduchym retézcem (jedno-
fetdzcovd protildtka) (ScFv). Jednofetézcové protildtky po-
uzité pro konstrukci molekul podle vyndlezu jsou tvorené pep-
tidem odpovidajicim vazebnému mistu variabilni oblasti lehké-
ho Ffetézce protildtky a pfipojenym peptidovym ramenem k peptidu
odpovidajicimu vazebnému mistu variabilni oblasti té&zkého
fetézce protildtky. Konstrukce sekvenci nukleovych kyselin
kodujicich takové modifikované protildtky podle vyndlezu by-

la naptriklad popsdna v patentovém dokumentu US 4,946,778 nebo

v patentovych pfihldskdch W094/02610 a W094/29446. Tato kon-

strukce je ilustrovdna v ddle zafazenych prikladech.

. Vyhodnd konstrukce podle vyndlezu zahrnuje oblast vaz-

by k proteinu pS53. Vyhodné se jedna o derlvat protllatky rl—

< zeny protl pfbtelnu p53_<Vyhodn6u”f6rmou
jednoretezcova protildtka Fizend proti p53. Jako ilustracni
priklad je mozné uvést pouziti ScFv se sekvenci SEQ ID n°4,

jehoZz konstrukce je popsédna v prikladech provedeni.

Oblast vazby k DNA a oblast vazby k transaktivatoru
jsou vzdjemné spojené prostrednictvim ramene. Toto rameno je

obecné tvofeno peptidem zajis$tujicim celému komplexu dosta-
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tec¢nou flexibilitu, nezbytnou k tomu, aby ové uvedené oblas-

ti molekul podle vynalezu mohly byt funkéni autonomnim zpa-
sobem. Tento peptid je obecné tvoren nezatiZenymi aminokyse-
linami, které neinterferuji s aktivitou molekul podle vynd-
lezu a kterymi jsou napfiklad glycin, serin, tryptofan, lysin
nebo prolin. Toto rameno obsahuje obecné 5 az 30 aminokyselin,
vyhodné 5 aZz 20 aminokyselin. Priklady peptidovych ramen pouZi-
telnych pro konstrukci molekul podle vyndlezu jsou napriklad:
~-GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID n°s),

-PKPSTPPGSS (SEQ ID n°6), jehoz kodujici sekvence je
CCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCA (SEQ ID no6).

Vyhodnymi pf¥iklady molekul podle vyndlezu jsou zejména

nadsledujici molekuly:

a)ScFv-tag-Hinge~TET nebo Cro (obr.5a).

Tento typ molekuly zahrnuje: »
- oblast vazby k transaktivdtoru tvorenou jednoretézcovou
protildtkou,
- peptidovou sekvenci tag poznatelnou monoklondlni protildt-
kou umoznujici imunoclogickou detekci molekuly. Touto sekven-
ci miZe byt napfiklad epitop VSV sekvence MNRLGK (SEQ ID n°7),
jejiz kdédujici sekvenci je ATGAACCGGCTGGGCAAG (SEQ ID n°7),
nebo epitop myc se sekvenci EQKLISEEDLN (SEQ ID n°8), jehoz
kédujici sekvenci je GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAAT (SEQ
1D n®8) a ktery je rozpoznatelny protildtkou 9E10.
Ty ‘P—*peptidové“rameno*se'sekvenci“SEQTID”nOG“XHiﬁ@éT:é’"*“‘

- oblast vazby k DNA tvofenou proteinem TET nebo Cro.

ScFv je vyhodné rizen proti proteinu p53.

b)ScFv-Hinge-TET nebo Cro (obr.5B)

Tento typ molekuly obsahuje stejné prvky jako molekula

a) s vyjimkou spocivajici v tom, Ze je zde nepritomna sekven-
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ce tag.

c)ScFv-TET nebo Cro (obr.5V)

Tento zjednoduseny typ molekuly obsahuje pouze oblast
vazby k transaktivdtoru tvofenou jednofetézcovou protildtkou
a oblast vazby k DNA tvorenou proteinem TET nebo Cro. Tato
molekula neobsahuje ani rameno ani sekvenci tag. V této kon-
strukci je oblast vazby k transaktivatoru lokalizovana v N-
termindlni ¢asti molekuly a oblast vazby k DNA se nachdzi v

C -termindlni c¢dsti molekuly.

d)TET nebo Cro-ScFv (obr.5D)

Tento typ molekuly je podobny vyse Qvedenému typu c¢).
Jediny rozdil spociva v podstaté v usporadani oblasti: oblast
vazby k transaktivatoru je nyni lokalizovdna v C-terminalni
¢dsti molekuly a oblast vazby DNA se nychdzi v N-termindlni

oblasti molekuly.

e)TET nebo Cro-Hinge-ScFv (obr.5E)

Tento typ molekuly obsahuje stejné prvky jako vyse uve-
deny typ b) molekuly. Rozdil spolivd v podstaté v usporaddni
oblasti: oblast vazby k transaktivdtoru je nyni lokalizovana
v C-termindlni &dsti molekuly, zatimco oblast vazby k DNA se

v tomto pripadé nachdzi v N-termindlni Cdsti molekuly.

f)Oligom-tag-Hing

T e

Tento typ molekuly je podobny vyse uvedenému typu a)
a vyjimkou spocivajici v tom, Ze oblast vazby k transakti-
vatoru je nahrazena oblasti oligomerace s proteinem p53 se
sekvenci SEQ ID n®3. Tato molekula umoznuje rekrutovat muto-

vané proteiny pS53 vyskytujici se v nadorovych bunkdach.

g)Oligom-Hinge-TET nebo Cro (obr.5B)




Tento typ molekuly je podobny vysSe uvedenému typu b)
s vyjimkou spoCivajici v tom, Ze oblast vazby k transaktiva-
toru je v tomto pripadé nahrazena oblasti oligomerace s pro-

teinem p53 se sekvenci SEQ ID n®3.

h)0ligom-TET nebo Cro (obr.S5C)

Tento typ molekuly je podobny vyse uvedenému typu

™

c) s vyjimkou spolivajici v tom, Ze oblast vazby k trans-
aktivatoru je v tomto pripadé nahrazena oblasti oligomerace

s proteinem p53 se sekvenci SEQ ID n°3.

i)TET nebo Cro-Oligom (obr.5D)

Tento typ molekuly je podobny vysSe uvedenému typu d)
s vyjimkou spoc¢ivajici v tom, Ze oblast vazby k transaktiva-
toru je zde nahrazena oblasti oligomerace s proteinem p53

se sekvenci SEQ ID n°3.

j)TET nebo Cro-Hinge-Oligom (obr.S5E)

Tento typ molekuly je podobny vyse uvedenému typu e)
s vyjimkou spocivajici v tom, Ze oblast vazby k transaktivd-
toru je zde nahrazena oblasti oligomerace s proteinem p53 se

sekvenci SEQ ID n°3.

Jinak mizZe byt v kazdé z téchto molekul peptidové rame-.

no snadno nahrazeno sekvenci (G4S)3 (SEQ ID nOS).

* kodujici vySe definovanou chimerickou molekulu. Vyhodné se
jédné o sekvenci DNA, zejména DNAc. Mize se rovnéz jednat

0 RNA. Tyto sekvence podle vynalezu se obecné konstruuji
sestavenim v klonovacim vektoru sekvenci kodujicich rtzné
oblasti technikami molekuldrni biologie. Uvedené sekvence
nukleovych kyselin podle vyndlezu mohou byt pfipadné modifi-
kovdny chemickou, enzymatickou nebo genetickou cestou za ule-

lem generovani stabilizovanych oblasti nebo/a multifunk&nich

Dalsim predmétem vyndlezu. je _sekvence nukleové kyseliny .. — .-



iy,

oblasti nebo/a oblasti s redukovanou délkou nebo/a za uUlelem
priznivého ovlivnéni jejich lokalizace v tom &i onom intrace-
luldrnim useku. Sekvence nukleovych kyselin podle vyndlezu
mohou takto obsahovat sekvence kodujici peptidy jddrové loka-
lizace (NLS). Zejména je moZné provést fizi sekvenci podle

vynédlezu se sekvenci kodujici NLS viru SV40, ktery md ndsle-

‘dujici peptidovou sekvenci:

PKKKRKV (SEQ ID n®9) (Kalderon a kol., Cell 39(1984)499).

Nukleové sekvence podle vyndlezu tvori vyhodné d&édst
expresniho vektoru, ktery mize mit plasmidovy nebo virdlni

charakter.

DalSim predmétem vyndlezu je fuzni protein obsahujici
transkripéni transaktivdtorovou oblast a oblast specifické
vazby k dané molekule, kteréZto oblasti jsou pripadné spoje-
né peptidovymbramenem , jakoz i libovolnou sekvenci nukleo-
vé kyséliny kodujici takovou fuzi. Transaktivadni oblast mi-
ze pochdzet z libovolného transkripéniho transaktivacniho
proteinu, jakym je napfiklad p53, VP16, EBNA, E6/E7, Tat a
podobneé.

DalSim pfedmétem vyndlezu Jje systém podminéné exprese

genl zahrnujici:

- vyse definovanou chimerickou molekulu a
- expresni kazetu obsahujici regulacni sekvenci, minimdlni

transkrip¢éni promotor a uvedeny gen.

= T UvedendTexpresni kazeta obsahujé prvky nezbytné k aktiva-
cl exprese genu tranaktivdtorem nebo transaktivacnim komple-

xem rekrutovanym bispecifickou molekulou. Reguladni sekven-

ce je takto vazebnou sekvenci zodpovédnou za vazbu k DNA
exprimované chimerické molekuly. V pripadé, zZe oblast vazby

k DNA chimerické molekuly je reprezentovdna celkem nebo cdsti
tetracyklinového supresoru TetR, potom regulaéni sekvence obsa-
huje sekvenci SEQ ID n°1 nebo jeji derivat, opakovanou pri-

padné nékolikrdt. Vyhodné se jednad o sekvenci op2 (obsahujici
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7 motivl Tetop, které se opakuji tak, jak je to popsdno na-
pfiklad Weinmannem a kol. v The Plant Journal 5(1994)559).
Stejné tak,kdyzje oblast vazby k DNA chimerické molekuly re-

‘prezentovdna celkem nebo Cdsti Cro, obsahuje reguladni sek-

vence sekvenci SEQ ID n°2 nebo jeji derivat, které jsou pri-
padné nékolikrdt opakovdny. Vyhodné se jednd o sekvenci OR3.
o
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Derivdty sekvenci SEQ ID n°1 a n®2 mohou byt tvofeny ka
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sekvenci ziskanou modifikaci genetického charakteru ( '
delece, adice, repetice a podobné), kterda zachovdvd schopnost
derivdtu specificky vdzat protein. Takové derivdty byly popsa-
ny v literatufe (Baumeister a kol.(jiz citovdn vy3e), Tovar

a kol., Mol.Gen.Genet.215(1988)76,W094/04672).

Pokud jde o minim@lni transkripéni promotor, jednd se
o promotor, jehoz aktivita zdvisi na pfitomnosti transaktivd-
toru. Vzhledem k tomu je promotor v nepritomnosti chimerické
molekuly neaktivni a nedochdzi k expresi genu nebo dochdzi
pouze k velmi omezené expresi tohoto genu. Naopak v pritomnos-
ti chimerické molekuly umoZiuje rekrutovany transaktivator
nebo transaktivadéni komplex indukovat aktivitu minimdlniho

promotoru a tudiZ i expresi zainteresovaného genu.

.Uvedeny minimdlni promotor je obecné tvofen boxem TATA
nebo INR. Tyto prvky jsou ve skutecnosti minimdlnimé potreb-
nymi prvky pro expresi genu v pfitomnosti transaktivdtoru.
Tento minimdlni promotor miZe byt pfipraven z kazZdého promo-
toru genetickou modifikaci. Jako pfiklad vyhodného promotoro-

vého kandiddta lze uvést promotor genu thymidin-kindzy. Zaji-

mavych vysledkl bylo_dosazeno_s minimdlnim .promotorem.odvoze=— - - == -

"nym od promotoru TK tvofeného nukleotidy -37 az +19. Uvedeny

minimdlni promotor miZe byt rovnéZ odvozen od lidského CMV.
Zejména mize byt tvofen fragmenty obsaZenymi mezi nukleotidy
-53 az +75 nebo -31 az +75 viru CMV. Nicméné mizZe byt pouZit
kazdy konvencni promotor, jak?m je napriklad promotor genu
kodujicich enzymy chloramfenikolacetyl-transferdzu, beta-

galaktosiddzu nebo také luciferdzu.




Expresni kazeta je vyhodné tvofena ndsledujicimi prvky:

- regulacni sekvence: sekvence zahrnujici sekvenci
SEQ ID n°1 nebo n°2 nebo jeji derivat, které jsou

pripadné nékolikrdt opakovany,

- minimdlni promotor: promotor odvozeny od promotoru

genu thymidin-kinazy (TK),

- zainteresovand kodujici sekvence.
0
J

Jesété vvhodnéji je minimdlni promotor tvoren oblasti

-37 az +19 promotoru genu thymidin-kindzy.

Vyhodné je expresni kazeta zvolena z mnoziny zahrnuji-
ci strukturni kazety Tetop2.TK-Gen, Tetop7.TK-Gen a OR3.TK-
Gen.

Daldim znakem vyndlezu je expresni vektor obsahujici
sekvenci nukleovych kyselin kodujici chimerickou molekulu a
vyse definovanou expresni kazetu. Do vektord podle vyndlezu
mohou byt sekvence nukleovych kyselin kodujici chimerickou mo-
lekulu a expresni kazeta vlozeny ve stejné orientaci nebo v
opacnych orientacich. Jinak uvedeny vektor miZe mit plasmido-

vou nebo virdalni povahu.

Z viralnich vektord lze uvést vyhodnéji adenoviry,
retroviry, herpesviry nebo také adeno-pridruzené viry. Viry
podle vyndlezu jsou defektnimi viry, t.zn. viry, které nejsou

schopné replikovat se autonomnim zplsobem v cilové buéce.

o2y eso o, -—Obecné.je .tedy- genom..defektnich -virld-pouzitych v--rdmci=-vynd- ===

lezu zbaven alespon sekvenci nezbytnych pro replikaci uvede-
ného viru v infikované bufice. Tyto oblasti mohou byt bud eli-
minovdny (zcela nebo C¢dstelné), nebo ulinény nefunkénimi,
nebo nahrazeny jinymi sekvencemi a zejména sekvencemi podle
vyndalezu. Vyhodné si defektni vir nicméné zachoviva ty sek-
vence svého genomu, které jsou nezbytné pro inkapsidaci vi-

rovych ddstic.

Pokud Jjde o adenoviry, byly jiZz charakterizovdny raz-

vz




né sérotypy, JjejichZ struktura a vlastnosti se ponékud 1li-
Si. Z téchto sérotypl je vyhodné pouzit v rdamci vyndlezu
lidské adenoviry typu 2 nebo 5 (Ad 2 nebo Ad 5) nebo adeno-
viry zviteciho plvodu (viz prihldska W094/26914). Z adenovi-
ra zvifeciho plvodu pouzitelnych v rdmci vyndlezu lze uvést

adenoviry psiho, bovinniho, murinniho (pfiklad: Mav1l, Beard

<
o c
. v, v . . « .
bo také cpicihoc (priklad: SAV) plvodu. Vyhodné je adenovirem
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zvireciho plvodu psi adenovir, zejména adenovir CAV2 /kmen
> manhattan nebo A26/61 (ATCC VR-800), napriklad/. Vyhodné se
v ramci vyndlezu pouziji adenoviry lidského nebo psiho plvo-

du anebo smiseného puvodu.

Vyhodné genom rekombinantnich adenovirl podle vyndlezu
obsahuje alespon sekvence ITR a inkapsidadni oblast adenoviru
a sekvenci nukleovych kyselin koédujici chimerickou molekulu,
jakoz i vysSe definovanou expresni kazetu. Vyhodné je v geno-
mu je adenovird podle vyndlezu nefunkéni alespon oblast E1.
Uva¥ovany virdlni gen miZe byt udindn nefunk&nim libovolnou

o sobé zndmou technikou a zejména celkovou supresi, substi-
tuci (napriklad sekvencemi podle vynalezu), Castecnou deleci
nebo adici jedné nebo nékolika bdzi v uvazZovaném genu nebo

v uvazovanych genech. Takovych modifikaci mize byt dosazeno
in vitro (na izolované DNA) nebo in situ, napriklad za po-
uziti technik genového inZenyrstvi nebo také puUsobenim muta-
gennich ¢inidel. RovnézZz ostatni oblasti mohou byt modifikova-
né a zejména oblaét E3 (W095/02697), oblast E2 (W09428938),
oblast E4 (W094/28152, W094/12649, W095/02697) a oblast L5

o e e e=(WOQEY(26GT) T T T SR - S—

V rdmci vyhodné formy provedeni obsahuje adenovir po-
dle vynalezu deleci v oblastech E1 a E4., V rdmci jiné vyhod-
né formy provedeni tento adenovir obsahuje deleci v oblasti
E1, v jejiz drovni jsou vlozeny oblast E4 a sekvence podle
vyndlezu (viz FR 9413355).

Defektni rekombinantni adenoviry podle vyndlezu mohou
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byt pripraveny libovolnou o sobé znamou technikou (Levrero a
kol., Gene 101(1991)195, EP185573, Graham, EMBO J. 3(1984)
2917). Tyto adenoviry mohou byt zejména pripraveny homologni
rekombinaci mezi adenovirem a plasmidem nesoucim mimo jiné
sekvence DNA podle vyndlezu (sekvence kodujici chimerickou
molekulu + expresni kazetu). Uvedena homologni rekombinace
se provadi po ko-tranfekci uvedenych adenovirl a plasmidu

bunéc¢né fady. PouZitelnd bunélnd rada musi vyhod-

D
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do pris
né 1) byt transformovatelnd uvedenymi prvky a 2) musi obsaho-
vat sekvence schopné komplementovat c¢dst genomu defektniho
adenoviru, vyhodné v integrované formé za uUcelem zamezeni re-
kombina¢nich rizik. Jakozto priklad takové bunélné rady lze
uvést lidskou embryondlni rendlni fadu 293 (Graham a kol.,
J.Gen.Virol.36 (1977)59), ktera obsahuje zejména ve formé
integrovaném ve svém genomu levou Cdst genomu adenoviru AdS5
(12 %) nebo Yady schopné komplementovat funkce E1 a E4, které

byly zejména popsané v prihlaskdach W094/26914 a W095/02697.

Ndsledné se multiplikované a izolované adenoviry puri-
fikuji klasickymi technikami molekuldrni biologie, které jsou

ilustrdny v ddle zarazenych prikladech provedeni.

Pokud jde o adeno-pridruzZené viry (AAV), jednd se o
viry s DNA majici relativné redukovanou velikost a integrujici
se do genomu bunék, které infikuji, stabilnim a mistné speci-
fickym zplsobem. Tyto viry Jjsou schopné infikovat Siroké
spektrum bunék, aniz by indukovali jakykoliv déinek ovliviau-

jici rGst, morfologii nebo déleni bunék. Jinak se nezdd, ZzZe

. by tyto wviry.byly-implikovany.-do-lidskych-patologif.--Genoms=  =m— = - -—-

adeno-pridruzenych virl jiz byl konovdn, sekvencovdn a charak-
terizovdn. Zahrnuje asi 4700 bazi a obsahujebna kazdém konci
oblast obrdcené repetice (ITR) s asi 145 bdzemi, slouzici

jako pocatek replikace viru. Zbytek genomu je rozdélen do

dvou hlavnich oblasti nesoucich inkapsidadni funkce: levd

Ccast genomu, kterd obsahuje gen rep implikovany pri virdlni

replikaci a expresi viralnich genl, a pravada &dst genomu, kterad
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obsahuje gen cap kodujici proteiny kapsidy viru.

Pouziti vektoru adeno-pfidruZenych vird (AAV) pro pre-
nos genl in vitro a in vivo jiz byl popsdn v literature (viz
zejména WO91/18088, W093/09239, US 4,797,368, US 5,139,941,

EP 488 528). V téchto prihlaskdch jsou popsané ruzné konstruk-
c odvozené od adeno-pridruzenych virt AAV, ve kterych jsou
geny rep nebo/a cap eliminovdny delecemi a nahrazeny zainte-
resovanym genem, jakoZ i jejich pouZiti pro pfrenos in vitro
(na bunkdch v bunécné kulture) nebo in vivo (p¥imo do orga-
nismu) zainteresovaného genu. Defektni rekombinantni adeno-
pridruzené viry AAV mohou byt pfripraveny ko-transfekci do bu-
nécné rady infikované pomocnym virem lidského puvodu (napfi-
klad adenovirem) plasmidu obsahujiciho nukleové sekvence podle
vyndlezu (sekvence kodujici chimerickou molekulu + expresni
kazetu) lemované dvéma oblastmi obrdcené repetice (ITR) odvoze-
nymi od adeno-pfidruZenych vird a plasmidu nesouciho inkapsi-
dac¢ni geny (geny rep a cap) odvozené z adeno-pfidruZenych vira
AAV. Produkované rekombinantni AAV se potom purifikuji klasic-—

kymi technikami.

Pokud jde o herpresviry a retroviry, byla konstrukce
rekombinantnich vektord v Siroké mirfe popsdna v literatufe.
O tom viz zejména: Breakfield a kol., New Biologist 3 (1991)
203, EP 453242, EP178220, Bernstein a kol. Genet.Eng.7(1985)
235, McCormick, BioTechnology 3 (1985)689 a podobné.

Retroviry jsou integrativnimi viry, které selektivné

infikuji bufiky ve stddiu jejich d&leni. Tyto viry takto tvo-

--¥i=24dané vektory pri-rakovinovych=aplikacich . Genom retrovird ™= -
v

podstaté obsahuje dvé sekvence LTR, inkapsidadni sekvenci
a t¥i kodujici oblasti (gag, pol a env). V rekombinantnich
vektoreéh odvozenych od retrovird jsou geny gag, pol a env
obecné eliminovdny deleci a to zcela nebo CastecCné a nahra-
zeny zainteresovanou heterologni sekvenci nukleové kyseliny.
Tyto vektory mohou byt ziskdny z rdznych typd retrovira, Jja-

kymi jsou zejména MoMuLV (vir murinni Maloneyovy leukemie,




také oznacovdn jako MoMLV), MSV (vir murinniho Maloneyova
sarkomu), HaSV (vir Harveyova sarkomu), SNV (vir slezinné

nekrézy), RSV (vir Rousova sarkomu) nebo také Friendtv vir.

Za ucCelem konstrukce rekombinantnich retrovird podle
vynalezu se obecné sestroji plasmid obsahujici zejména sek-
vence LTR, inkapsidacni sekvenci a sekvence podle vyndlezu

* (sekvence kédujici chimerickou molekulu + expresni kazetu,
ktery se potom pouzije pro transfekovani tak zvané inkapsi-
\é dac¢ni bunécné rady, schopné prinést do polohy trans retrovi-
ralni funkce, které jsou v plasmidu deficitni. Obecné jsou |
inkapsida¢ni rady tedy schopné exprimovat geny gag, pol a
env. Takové inkapsidaclni fady byly popsané v rdmci dosavadni-
ho stavu techniky a jsou jimi zejména rady PA317 (US 4,861,-
719), PsiCRIP (W090/02806) a GP+envAm~-12 (WO89,/07150). Ji-
nak mohou rekombinantni retroviry zahrnovat modifikace v
drovni sekvenci LTR provedené za uUclelem potladeni transkripé-
ni aktivity, jakoz i rozloZené inkapsidacéni sekvence zahrnuji-
ci ¢dst genu gag (Bender a kol., J.Virol.61(1987)1639). Pro-
dukované rekombinantni retroviry se potom purifikuiji klasic-

kymi technikami.

Pf¥iklad konstrukce defektniho rekombinantniho viru
podle vyndlezu (retrovir) Jje popsdn na obr.8. Z tohoto obrdz-
ku je zfejmd druhd vyhoda konstrukci podle vyndlezu, kterd
spoc¢ivd v absenci exprese zainteresovaného genu v inkapsidac-

" nich faddch. Vzhledem k tomu, ze v téchto raddch neni prito-

men transaktivdtor nebo transaktivaéni komplex rekrutovany

systémem podle vyndlezu, je promotor neaktivni a nedochdzi _ ... ...

tak k expresi genu v produk¢ni bunice (obr.8A). K tomu dochdzi
pouze v pfipad&, kdy vir d&inné infikoval cilovou bufiku, tj.
bunku, ve které je p¥itomen transaktivdtor nebo transaktivac-
ni komplex rekrutovany systémem podle vyndlezu, a kdy dochdzi
k Uc¢inné expresi genu (obr.8B). To je obzvldsté vyhodné pro
konstrukci viru obsahujiciho geny, jejichz exprese by byla
pro bunky toxickd (geny Grb3-3, IL-2, diftericky toxin a po-

dobné).




V ramci realizace vyndlezu je obzvlasté vyhodné po-
uzit defektni rekombinantni adenovir nebo retrovir. Tyto
vektory maji ve skutecCnosti vlastnosti, které jsou mimordd-

né zajimavé pro prenos genu do nadorovych bunék.

V ramci vynalezu mohou byt rovnéZ pouzity rtzné typy

nevirdlnich vektorl. Systém podminéné exprese podle vyndle-

* zu mize byt ve skutecnosti zabudovdn do nevirdlniho ¢inidla
schopného podporovat prenos a expresi nukleovych kyselin

¢ do eukaryotickych bunék. Chemické nebo biochemické vektory
predstavuji zajimavou alternativu prirodnich vird a to zejmé-
na vzhledem ke snadné manipulaci, ke zvysSené bezpelnosti
a vzhledem k tomu, zZe zde neexistuje teoretickd mez tykajici

se velikosti DNA, kterd md byt transfekovana.

Tyto syntetické vektory maji dvé zdkladni funkce, a
sice zhutnovat transfekovanou nukleovou kyselinu a podporovat
jeji bunélnou fixaci, jakoz i jeji pruchod skrze plasmovou
membrdnu, a p¥ipadné skrze obé jddrové membrany. Aby se celi-
lo polyaniontovému charakteru nukleovych kyselin, maji nevi-

ralni vektory ve vsech pripadech polykationtové ndboje.

Z vyvinutych syntetickych vektorl jsou nejvyhodné&ijsi
kationtové polymery typu polylysinu, (LKLK)n, (LKKL)n, poly-
ethylenimin a DEAE-dextran nebo také kationtové a lipofektant-
ni lipidy. Tyto vektory maji schopnost zhutnit DNA a podpo-

rovat jeni sdruzeni s bunécnou membrdnou. Z téchto posledné

-«

uvedenych lze uvést lipopolyaminy (lipofektamin, transfektam
_._a podobn&)_a_rtzné kationtové nebo neutrdlni lipidy (DOTMA, _
DOGS, DOPE a podobné). V neddvné dobé byl vyvinut systém
cilené transfekce, mediované receptorem, ktery vyuzivd prin-
cip kondenzace DNA diky kationtovému polymeru ridice fixo-
vani komplexu k membrané v dusledku chemické kopulace mezi
kationtovym polymerem a ligandem membrdnového receptoru pri-
tomného na povrchu bunécného typu, ktery md byt roubovan.
Bylo jiz popsd@no zacileni receptoru transferinu, insulinu

nebo receptoru asialoglykoproteinud hepatocytu.
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Predmétem vyndlezu je také jakdkoliv farmaceutickad
kompozice, kterd obsahuje vysSe uvedeny vektor. Tyto kompozi-
ce mohou byt formulovadny s ohledem na topické, peroralni, pa-
renterdlni, intranasdlni, intravendzni, intramuskuldrni,
subkutdnni, intraokuldrni a podobné podédni. Vyhodné kompozi-
ce podle vyndlezu obsahuje farmaceuticky prijatelné nosise
pro injikovatelné formulace. Mize se zejména jednat o rozto-
ky scli {(dihydrogenfosforelnan sodny, hydrogenfosforelnan
sodny, chlorid sodny, chlorid draselny, chlorid vdpenaty
nebo chlorid horecnaty, a podobné, nebo smési takovych soli)
ve sterilni a izotonickém stavu nebo o suché kompozice, ze-
jména lyofilizované kompozice, které po priddni sterilizova-
né vody nebo fyziologického roztoku umoznuji rekonstituci
injikovatelnych tekutin. Pokud jde o retroviry, mizZe byt vyhod-
né primo pouzit inkapsidacni bunky nebo bunky infikované

ex vivo a reimplantované in vivo, pf¥ipadné ve formé neoorgdnu.

Ddvky vektoru pouzité pro injekci mohou byt uzpisobe-
ny v zdvislosti na rdznych parametrech a zejména v zdvislos-
ti na pouzitém zpusobu poddni, na lécené patologii nebo také
na pozadované dobé 1écleni. Obecné jsou rekombinantni viry po-
dle vynalezu jsou formulovdny a poddvany ve formé davek pohy-
bujicich se mezi 104 a 104 pfu/ml. V pripadé adeno-pridru-
Zenych vird (AAV) a adenovirl mohou byt rovnéZ pouzity davky

6 a 1010 pfu/ml. Vyraz pfu ("plague for-

pohybuijici se mezi 10
ming unit") odpovidd infekéni potenci suspenze viriond a
je stanovena infekci prislusné bunéc¢né kultury a vyhodnoce-

nim (obvykle po 48 hodindch) pocltu infikovanych bunélnych pla-

Tkd. Techniky stanoveni titru pfu virdlniho roztoku jsou v Si= T

roké mire dokumentovany v literature.

Expresni systém podle vyndlezu a odpovidajici vektory
jsou obzv1dstd& vhodné pro regulaci exprese zainteresovanych
genld v ramci bunélnych a genovych terapii. Tyto vektory mohou
byt také pouzZity pro regulaci exprece jakékoliv zainteresova-

né kodujici sekvence a zejména sekvence koduijici terapeuticky




produkt, kterym miZe byt peptid, polypeptid, protein ribo-
nukleovd kyselina a podobné. Genem je sekvence DNA (DNAc, DNAg,
syntetickd, lidskd, zvifeci, rostlinnd a obdobna DNA) kodu-
jici proteinové produktv, jakymi jsou napfiklad enzymy, krev-
ni derivdty, hormony, lymfokiny: interleukiny, interferony,
TNF a podobné (FR 9203120), rustové faktory, neurotransmito-
ry nebo jejich prekurzory nebo syntézni enzymy, trofické fak-
td tory: BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NT5 a po-
dobné, apolipoproteiny: ApoAI, ApoAlIV, ApoE a podobné (FR
93 05125), dystrofin nebo minidystrofin (FR 9111947), nadoro-

a4

supresorové geny: p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev a podobné (FR

93 04745), geny kodujici faktory implikované v koagulaci:
faktory VII, VIII; IX a podobné nebo také celek nebo Cdst
pfirodniho nebo umélého imunoglobulinu (Fab, ScFv a podobné),
RNA-ligand (W091/19813) a podobné,. -

Zainteresovanym genem mizZe byt také antimedidtotova
sekvence, jejiz exprese v cilové bunce umoznuje regulovat
expresi gend nebo transkripci bunécénych RNAm. Takové sekven-
ce mohou byt napriklad prepsany do cilové bunky jako komple-
mentdrni RNA bunécnych RNAm a mohou takto blokovat jejich
translaci na protein technikou popsanou v patentovém dokumen-
tu EP 140 308.

Vyndlez ,je obzvld3té vhodny pro expresi sekvenci ko-
dujicich toxické faktory. Zejména se mize jednat o bunécné
jedy (diftericky toxin, toxin pseudomonas, ricin A a podob-
né a o produkty indukujici senzibilitu na vnéjsi cCinidlo

=-(sebevratedné-geny: ~thymidin-kindza,~cytosin-deamindza “a po- "= ===

dobné) nebo také o vrazedné geny schopné indukovat bunécnou
smrt (Grb3-3 (PCT/FR94/00542), ScFv anti-ras (W094/29446) a
podobné. Systém podle vyndlezu ve skutecnosti umoZnuje produko-
vat zejména virdlni vektory obsahujici tyto sekvence a to
bez rizika otravy produk¢ni bunky a potom indukovat expresi
téchto toxickych molekul a to selektivné v cilovych bunkach
majicich poZadovany transaktivdtor nebo transaktivacni kom-

plex. Tento typ konstrukce je tedy obzvldsté vhodny pro pro-




tinddorové terapeutické strategie, jejich cilem je napriklad
selektivné znilit napadené bunky. Tento systém je rovnéz
obzvldsté zajimavy pro expresi cytokind, interferonid, TNF,
TGF, jejichZ neregulovand produkce by mohla mit vyrazné ve-

dlejsi uddinky.

Struény popis obrazkl

V ndsledujici Cdsti popisu bude vyndlez detailnéji
popsan pomoci prikladd jeho konkrétniho provedeni, pricemz
tyto priklady maji pouze ilustradéni charakter a nikterak ne-
omezuji rozsah vyndlezu, ktery je jednoznacné definovan defi-

nici patentovych naroka.
Na pripojenych vykresech:

obr.1 zndzorhnuje zobrazeni systému podminéné exprese
podle vyndlezu umozZnujici selektivni rekrutovdni trans-
aktivdtoru pomoci oligomeracni oblasti (A) nebo ScFv
(B),

obr.2 zndzornuje zobrazeni systému podminéné exprese
podle vyndlezu umoznujici selektivni rekrutovani

transaktivacniho komplexu,

obr.3 zndzornuje expresni kazetu podle vyndlezu za-
hrnujici regulacni sekvenci Tetop7, minimdlni promotor
(box TATA) a gen (CAT),

obr.4 zndzornuje zobrazeni expresni kazety podle vy-
ndlezu zahrnujici reguladni sekvenci OR3, minimdlni
"~ promotor T (Box TATA) ‘@ gen (CAT), =

obr.5 zndzornuje bispecifické chimerické molekuly po-

dle vyndlezu,

obr.6 zndzornuje sekvence DNA kodujici bispecifické

chimerické molekuly podle vyndlezu,
obr.7 zndzornuje chimerické kontrolni konstrukce,

obr.8 zndzornuje strukturu a funkci virdlniho vekto-




ru (retrovir) podle vyndlezu,

obr.9 zndzornuje studii interakce mezi hybridnimi mo-

lekulami podle vyndlezu a regulac¢ni sekvenci,

obr.10 znazornuje studii interakce mezi hybridnimi mo-
lekulami podle vyndlezu a ruznymi formami proteinu
p53,

obr.11 zndzornuje prokdzani aktivace kazety Tet-Luc
v bunkach SA0S-2,

obr.12 znazornuije prokdzdni aktivace kazety Tet-Luc v
bunikdch H358.

Obecné techniky molekuldrni biologie

Klasické metody molekuldrni biologie, mezi které patf¥i
zejména odstredéni plasmidové DNA v systému chlorid cesny-
ethidiumbromid, digesce restrik¢nimi enzymy, elektroforéza
na gelu, transformace v E.coli, precipitace nukleovych kyse-
lin a podobné, jsou popsané v literature (Maniatis a kol.,
1989).

Enzymy byly poskytnuty firmou New-England Biolabs
(Beverly, MA). Za Ucelem ligaci jsou fragmenty DNA separovd-
ny podle jejich velikosti na 0,8 az 1,5% agarosovém gelu,
purifikovdny metodou GeneClean (BIO101, LaJolla CA) a inkubové-
ny pfes noc pfi teploté 14 °C v pufru Tris-HCl, pH 7,4,50mM,
MgCl, 10 mM, DTT 10 mM, ATP 2 mM, v pritomnosti DNA-ligdzy
fagu T4.

Amplifikace reakci PCR (Polymerase Chain Reaction)
byla rovnéz provedena podle Maniatis-e a kol (1989) pfi do-
drzeni ndsledujicich podminek:

- koncentrace MgCl2 upravena na 8mM,
- denaturadni teplota 95 °C, hybridiza&ni teplota 55 °c,
alongac¢ni teplota 72 °c. Tento cyklus byl opakovdn 25 krat

v zarizeni PE9600 Thermalcycler (Perkin Elmer, Norwalk CO).

Oligonukleotidy se syntetizuji za pouZiti chemie fos-




foramiditd chrdndnych v poloze beta kyanoethylovou skupinou
(Sinha a kol., 1984, Giles 1985) a automatického syﬁtetizéru
DNA Applied Biosystem model 394 (Applied Biosystem, Foster

City CA) pri dodrzeni doporucCeni vyrobce.

Sekvenovdni bylo provedeno na dvoukldknovych matri-
cich metodou terminace fetézcl za pouziti fluorescencnich
znackovacich ¢inidel. Zde byla pouzita sekvencovaci soupra-
va Tag Sye Primer Kit dostupnd u firmy Applied Biosystem
(Applied Biosystem, Foster City CA) pri dodrZeni pokynd vyrob-

ce.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Konstrukce expresni kazety zahrnujici regulacni sekvenci,

minimdlni transkripcni promotor a gen

1.1 Konstrukce plasmidu pTETop7/CAT

Plasmid pTETop7/CAT obsahuje ndsledujici prvky (obr.3):

- regulacni sekvenci tvorenou sekvenci interakce s
tetracyklinovym supresorem tetR sestdvajici ze sed-

mi opakovanymi motivy Tetop (SEQ ID n®1),

- minimdlni promotor odvozeny od promotoru genu thymi-

din-kindzy (oblast -37 aZz + 19 nesouci box TATA),

(CAT) pod kontrolou uvedeného minimdlniho promotoru.

. Tento plasmid byl konstruovadn klonovanim fragmentu
SmaI-BglII plasmidu pUHD10-7 (WO 94/29442) v plasmidu pKK232-8
(Pharmacia), ktery byl pfedbézné digerovdn restrikénimi enzy-

mi Smal a BamHI.

1.2. Konstrukce plasmidu pOR3/CAT

Plasmid pOR3/CAT obsahuje nasledujici prvky (obr.4):

- _sekvenci_kodujici chloramfenicolacetyl-transferdzu . . . _ .



- 28 -

- regulac¢ni sekvenci tvorenou sekvenci OR3 interak-

ce s represorem Cro (SEQ ID n°2),

- minimdlni promotor odvozeny od promotoru genu thy-

midin-kindzy (oblast -37 aZ 19 nesouci box TATA),.

- sekvence kodujici chloramfenikolacetyl-transferdzu

(CAT) pod kontrolou uvedeného minimalniho promotoru.

Tento plasmid byl konstruovdn ndsledujicim zpdsobem:
sekvence OR3 interakce s represorem Cro byla syntetizovdna
uméle. Za tim dlelem byly syntetizovany dva ndsledujici oligo-

nukleotidy:

Oligo 5533 (SEQ ID n®22): 5'-GATCCTATCACCGCAAGGGATAA-3’
Oligo 5534 (SEQ ID n®23): 3’-GATAGTGGCGTTCCCTATTTCGA-5".

Oba tyto oligonukleotidy byly potom hybridizovany za
iCelem rekonstituovdni dvouvldknové sekvence OR3 lemované
sekvencemi umoznujicimi jeji klonovdni orientované ndsleduji-

cim zplUsobem:

CATCCTATCACCGCAAGGGATAA
GATAGTGGCGTTCCCTATTTCGA.

1.3. Konstrukce expresni kazety toxickych genu

Expresni kazety toxickych genl se ziskaji z vysSe po-
psanych plasmidd (1.1. a 1.2.) nahrazenim sekvence CAT sekven-
ci kdédujici toxicky produkt, vyhodné gen Grb3-3 (PCT/FR94/00542),
geﬁwghzmjéip:kiqézyf ggg_kédujici diftericky toxin nebo pseu-

domonas, a podobné.

Priklad 2
Konstrukce specifickych jednovldknovych protildtek pro p53

Tato jednovldknovd protildtka se konstruuje podle na-

sledujiciho protokolu:

DNAc kodujici oblasti VH a VL byly ziskany z hybridomu
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pAb421 produkujiciho prorildatku anti-p53. Za timto Ucelem

byly totdlni RNA uvedeného hybridomu extrahovdny a podrobeny
inverzni transkripéni reakci za pouZiti nahodilych hexamert

ve funkci zdarodecnych subjektd. Pouziti tohoto typu zdroded-
ného subjektu umoznuje vyvarovat se pouziti specifickych zdro-
deénych subjektd imunoglobulind. Ziskané klony DNAc ma dosta-
ténou délku pro klonovdni oblasti V. Nicméné v pripadé, Ze
predstavuji malou frakci z pritomnych totdlnich DNAc, potom
musi byt provedena predbéznd amplifikacéni reakce za tcelem pro-
dukovdni mnozstvi DNA dostatecného pro klonovdni. Za tim dde-
lem se DNAc kodujici oblasti VH a VL aplifikuji oddé&lené. Po-
uzitymi zdrodecnymi subjekty jsou oligonukleotidy hybridizuji-
ci v dGrovni opadlnych koncl variabilnich oblasti kaZdého re-
tézce (H a L). Amplifikacnim produktem uZivajicim specifické
zarodecné subjekty tézkych retézcu je fragment obsahujici asi
340 pard bdzi. Amplifikadni produkt pouzivajici specifické
zdrodecné subjekty lehkych retézcd je tvoren fragmentem obsahu-

jicim asi 325 pdrd bdzi.

Po purifikaci se DNAc kodujici oblasti VH a VL proti-
latky sestavi do jediného fetdzce pomoci nukleotidového rame-—
ne (L). Toto nukleotidové rameno je konstruovadno takovym zpl-
sobem, ze jeden z koncl se vdZe na konec 3’ DNAc kodujici
oblast VH a druhy konec se vdZe na konec 5’ DNAc kédujici
oblast VL. Sekvence ramene koduje peptid SEQ ID n®5. Sestave-
na sekvence s asi 700 pary bazi obsahuje ve form& fragmentu
NcoI-NotI, Yetézec VH-L-VL, jehoZ sekvence je reprezentovdna

sekvenc1 SEQ ID n 4 (amlnokysellny 9 az 241) Tato sekvence

(zbytky 256 az 266).
Priklad 3
Konstrukce sekvenci nukleovych kyselin kédujicich bispecifické

chimerické molekuly obsahujici oblast vazby k transaktivdtoru

tvofenou jednovldknovou protildtkou (ScFv)




-peptidové rameno a oblastvazby k DNA tetRT Tentdé fragment
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3.1. Konstrukce plasmidu obsahujiciho sekvenci ScFv-myc-

Hinge-TetR nebo Cro (obr.5A a obr.6)

Nejdfive byl fragment NcoI-NotI obsahujici DNAc kéduji-
ci ScFv anti-p53 klonovdn v plasmidu typu pUC19. Potom se za
tento fragment vlozi sekvence kodujici epitop VSV (SEQ ID n®7)
nebo myc (SEQ ID n°s).

Sekvence kodujici proteiny TetR a Cro se potom ziskaji

ndsledujicim zplUsobem:

- Sekvence kodujici TetR byla ziskdna amplifikaci z ma-
tecného plasmidu nesouciho sekvenci tetR za pouziti ndsledu-
jicich oligonukleotidu:

O

Oligo 5474 (SEQ ID n®10):

GGCTCTAGACCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAACGCG
TGGATCCATGTCCAGATTAGATAAAAGTAAAG

Oligo 5475 (SEQ ID n°

11):
CGTACGGAATTCGGGCCCTTACTCGAGGGACCCACTTTCACATTT
AAGTTG

Tyto oligomery rovnéZz pfindSeji sekvenci kodujici pepti-

dové rameno Hinge spojujici obé& funk&éni oblasti molekul.

Amplifikovany fragment tedy obsahuje sekvenci kdduijici
se klonuje do mist XbaI-EcoRI ziskaného plasmidu za uddelem
generovdni plasmidu obsahujiciho sekvenci kodujici molekulu

ScFv-myc-Hinge-TetR (obr.6).

- Sekvence kodujici Cro byla ziskdna amplifikaci na
DNA-matrici bakteriofdgu Lambda za pouZiti ndsledujicich oli-

gonukleotidu:




. __.fragment.nesouci .oblast-kédujici--tag myc - ==

0ligo 5531 (SEQ ID n°12):

GGCTCTAGACCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAACGCG
TGGATCCATGGAACAACGCATAACCCTGAAAG

Oligo 5532 (SEQ ID n°13):

CGTACGGAATTCGGGCCCTTACTCGAGTGCTGTTGTTITITTGTT
ACTCGG

Tyto oligonukleotidy pfind3i rovnéz sekvenci kodujici

peptidové rameno Hinge spojujici obé funkéni oblasti molekuly.

Amplifikovany fragment tedy obsahuje sekvenci koduiji-
ci peptidové rameno a oblast vazby s DNA Cro. Tento fragment
byl klonovdn do mist XbaI-EcoRI vySe uvedeného ziskaného plas-
midu za uUcelem generovani plasmidu obsahujiciho sekvenci ko-

dujici molekulu ScFv-myc-Hinge-Cro (obr.6).

3.2. Konstrukce plasmidu obsahujiciho sekvenci ScFv-Hinge-
TetR nebo Cro (obr.5B)

Tento priklad popisuje konstrukci plasmidd nesoucich
sekvenci kodujici bispecifickou chimerickou molekulu podle

vyndlezu zbavenou sekvence tag

Tyto plasmidy byly ziskdny z plasmidd popsanych v 3.1.
digesci enzymy NotI a XbaI. Tato digesce umoZnuje vyStipnout

3.3 Konstrukce plasmidu zahrnujiciho sekvenci ScFv-TetR
nebo Cro (obr.5C)

Tento priklad popisuje konstrukci plasmidd nesoucich
sekvenci kodujici bispecifickou chimerickou molekulu podle

vyndlezu nemajici rameno a sekvenci tag.
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Tyto plasmidy byly ziskdny z plasmidd popsanych v
3.1. digesci enzymy NotI a BamHI. Tato digesce umoznuje vy-
Stipnout fragment nesouci oblast koédujici tag myc a peptidové

rameno Hinge.

Priklad 4

Konstrukce sekvenci nukleovych kyselin koédujicich bispecific-
ké chimerické molekuly obsahujici oblast vazby k transaktivéd-

toru tvorenou oligomeracni oblasti

4.1. Klonovani oligomeracni oblasti proteinu p53 (fragment

320-393)

DNAc kodujici oligomeradni oblast proteinu p53 (SEQ ID
n°3) byla ziskdna amplifikaci reakci PCR na plasmidu nesou-
cim DNAc divokého lidského p53 za pouziti ndsledujicich oligo-

nukleotidi:

0]

Oligo 5535 (SEQ ID n 14):

CAGGCCATGGCATGAAGAAACCACTGGATGGAGAA

(podtrzend ¢dst predstavuje misto Ncol)
0ligo 5536 (SEQ ID n°15):

LGTC TCCTCTAGATGCGGCCGCGTCTGAGTCAGGCCCTIC — o o - &

(podtrzend <dst: misto BamHI; dvakrdt podtrzend Cdst:

misto XbaI; tucné napsand cast: NotI).
4.2. Plasmidy p53 320/393-myc-Hinge-TetR nebo Cro (obr.5a)

byly ziskdny klonovdnim vysSe uvedeného amplifikovaného frag-

mentu ve formé fragmentu NcoI-NotI do mist odpovidajicich
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plasmidim popsanym v pfikladu 3.1. v ndhradu za oblast kodu-

jici ScFv.

4.3. Plasmidy p53 320/393-Hinge-TetR nebo Cro (obr.5B) bylyv
ziskdny klonovdnim aplifikovaného fragmentu z 4.1. ve formé
fragmentu NcoI-XbaIl do mist odpovidajicich plasmidim popsa-

nym v 3.1 v ndhradu za oblast kodujici ScFv a tag.

4.4, Plasmidy p53 320/393-TetR nebo Cro (obr.5C) byly ziskd-
ny klonovdnim fragmentu amplifikovaného v 4.1. ve formé frag-
mentu NcoI-BamHI do mist odpovidajicich plasmidim popsanym

v prikladu 3.1 v ndhradu za oblast kodujici ScFv, tah a Hinge.

4.5. Plasmidy tetR nebo Cro- p53 320/393 (obr.5D) nebo tetR
nebo Cro-Hinge-p53 320/393 (obr.5E) byly ZLSkany klonovanlm
fragmentd amplifikovanych reakci PCR na plasmldu nesoucim
DNAc divokého lidského p53 za pouziti oligo 5537/5539 nebo
5538/5539 digerovanych XhoI/EcoRI do plasmidd popsanych v 3.1
predbézné digerovanych enzymy XhoI/EcoRI.

0ligo 5537 (SEQ ID n°16):
CAGGCTCGAGAAGAAACCACTGGATGGAGAA

Oligo 5538 (SEQ ID n°®17):

CAGGCTCGAGCCCAAGCCCAGTACCCCCCCAGGTTCTTCAAAGA

o

Oligo 5539 (SEQ ID n®18):

GGTCGAATTCGGGCCCTCAGTCTGAGTCAGGCCCTTC

Priklad 5
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Priklad 5

Konstrukce kontrolniho plasmidu nesouciho sekvenci koédujici
chimerickou molekulu zahrnujici oblast vazby k DNA (TetR ne-
bo Cro) a transaktivatorovou oblast proteinu p53 (oblast 1-
73)

Plasmidy p53 1/73-TetR nebo Cro s nebo bez tag (myc
nebo VSV) a Hinge (obr.7A, 7B a 7C) byly ziskdny klonovadnim
fragmentd aplifikovanych reakci PCR z plasmidu nesouciho
DNAc divokého lidského p53 za pouzZziti oligo 5661/5662 a po-
tom digerovanych enzymy NcoI/NotI, NcoI/XbaI, NcoI/BamHI do
plasmidd popsanych v 3.1, predbéZné digerovanych enzymy
NcoI/NotI, NcoI/Xbal nebo NcoI/BamHI.

Oligo 5661 (SEQ ID n®19):

CAGGCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCC

Oligo 5662 (SEQ ID n°20):

v CGTCGGATCCTCTAGATGCGGCCGCCACGGGGGGAGCAGCCTC
TGG

Priklad 6

Konstrukce expresnich plasmidd rdznych hybridnich molekul po-

=.,.dv;]_e,rv:y_na':[_e_z.u. O

Plasmidy pouzité pro expresi hybridnich molekul byly
" ziskdny klonovdnim fragmentl obsahujicich DNAc kodujici tyto
molekuly do mist NcoI/EcoRI eukaryotického expresniho vekto-
ru pcDNA3 (invitrogen). Takto byly provedeny rizné ndsledu-

- jici konstrukce:

 -ScFv 421: SEQ ID n°4,

B et S e




-TET19: hybridni protein obsahujici fetézec ScFv421-VSV-
Hinge-TetR popsany na obr.6 podle prikladu 3.1,

-TET02: hybridni protein obsahujici retézec p53(320/393)-
VSV-Hinge-TetR popsany na obr.5A podle prikladu 4.3,

-TET03: hybridni protein obsahujici retézec p53(320/393)-
Hinge-TetR popsany na obr.5B podle prikladu 4.4,

-TET04: hybridni protein obsahujici Ffet&zec p53(320/393)-TetR
& popsany na obr.5C podle prikladu 4.4,

-TET07: hybridni protein obsahujici fetézec p53(1/73)-VSV-
Hinge-TetR popsany na obr.7A podle prikladu 5.

Priklad 7

Rozpozndni dvouvldaknovych sekvenci DNA hybridnimi molekulami

podle vyndlezu
7.1. Produkce hybridnich molekul

Rizné molekuly pouzité v tomto experimentu byly ziska-
né translaci in vitro v lyzdtu retikulocytd molekul popsanych
v prikladu 6 za pouziti soupravy TNT Coupled Reticulocyte ly-
sate Systems (Promega) a podle experimentdlniho protokolu po-
psaného dodavatelem pro celkovy reakcni objem 50 mikrolitru.

Konstrukce specifické dvouvldknové sekvence DNA

Specificka dvouvlaknova sekvence DNA pouzitd v tomto
experomentu je tvorena dvéma syntéznimi oligonukleotidy maji-

cimi ndsledujici sekvence:

Oligo 5997 (SEQ ID n®24):

GATCCGACTTTCACTTTTCTCTATCACTGATAGTGAGTGGTAAACTCA
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Oligo 5998 (SEQ ID n°25):

AGCTTGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCG

Oba tyto syntézni oligonukleotidy byly oznaleny fosfo-
rem 33 inkubaci ndsledujici smési po dobu 30 minut p¥i teplo-

t& 37 °c a za pouziti 10 pmold kazdého z oligonukleotidi:

Tris-HC1l pH 7,6 50 mM
MgC12 10 mM
dithiothreitol 5 mM
Spermidin 100 /uM
EDTA 100 /UM
ATP—gama—33P(Amersham) 50 /uCi (1000-3000 Ci/mmol)
T4-kinaza (Boehringeru 10 U.

Potom se oba takto oznacené oligonukleotidy hybridizuji
v pritomnosti 400 mM NaCl za ucelem rekonstituce ndsledujici

dvouvldknové sekvence TetO (SEQ ID n°26) :

GATCCGACTTTCACTTTTCTCTATCACTGATAGTGAGTGGTAAACTCA
CTAGGCTCAAAGTGAAAAGAGATAGTGACTATCACTCACCATTTGAGT

7.3. Rozpoznadni dvouvldknové sekvence TetO rdznymi hybrid-

nimi molekulami podle vyndlezu

© Vazebnd reakce k DNA se provadi v SO/ul reak¢ni smési

(Tris-HCI pH 7,4 10 mM, MgCl, 10 mM, KCL 10 mM, beta-merkat-

toethanol 6 mM, EDTA 0,1 mM, BSA 0,5 mg/ml) priddnim sekvence
Teto (10710
produktu p¥ipraveného podle pfikladu 7.1 a 10

M) pripravené v prikladu 7.2, 10/u18translaéniho
M chladného
kompetiéniho oligonukleotidu AP2 (Promega) pouzitého pro
eliminaci nespecifické vazby. Specificnost interakce overi
posunutim rovnovdhy priddnim IO/uM (Sigma) tetracyklinu k

reakéni smési. Reakéni smési se potom inkubuji po dobu 15 minut
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pfi teploté& 20 °C, na&e? se k ni ptida 10/ul 50% glycerolu
a findlni smési se podrobi nativni elektroforéze na 5% poly-
akrylamidovém gelu, pricdemz se migrace provadi pri 200 V a

16 °C. Gel se potom vysuSi a podrobi autoradiografii.

Vysledek tohoto experimentu provedeného s hybridnimi
molekulami TET19, TET02 a TET07 je zobrazen na obr.9. Za
téchto podminek lze pozorovat vazbu téchto tfech molekul ke
specifické dvouvldknové DNA-sekvenci TetO vzhledem k migrad-
nimu zpozdéni takto vdzanych molekul, ptridemZ specifidnost
této interakce je prokdzdna inhibici uvedeného migradniho

zpozdéni p¥iddnim tetracyklinu.

Tento vysledek takto potvrzuje skuteCnost, Ze hybrid-
ni molekuly podle vyndlezu jsou schopné vdzat se specifickym

zpusobem ‘k nukleotidové sekvenci TetO.
Priklad 8

Specifickd vazba hybridnich molekul podle vyndlezu k moleku-

le majici transkripéni transaktivacni oblast

8.1. Produkce hybridnich molekul podle vyndlezu a molekul
majicich nebo nemajicich transkripéni transaktivadni
oblast

Pro ﬁéel.tohoto experimentu byly hybridni molekuly po-
dle vyndlezu ScFv 421, TET19 a TET02 podle prikladu 6 produ—
kovdny translaci in vitro za pouZiti experimentdlniho proto- .
kolu podle prikladu 7.1 v pritomnosti 44/uCi 335-methioninu
(Amersham) (1175 Ci/mmol), pficemz se ziskaji radioaktivné zna-

¢ené hybridni molekuly.

DNAc molekul majicich nebo nemajicich transkripcni
transaktivacni oblast byly klonovany ve vektoru pBlueBacIII
(Invitrogen) v misté BamHI. Z téchto vektord byly produkova-
ny a purifikovdny rekombinantni baculoviry podle instrukci

vyrobce. Uvedené molekuly se produkuji infekci rekombinantnim

I
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baculovirem hmyzich bunék sf9 podle experimentdlniho protoko-
lu vyrobce. Pripravi se proteinové extrakty s findlni kon-

centraci proteinu 10 mg/ml podle protokolu popsaného K-Ory-m
a kol. (K. Ory, EMBO J., 13, 3496-3504, 1994). Témito moleku-

lami jsou:

- p53(1/393): divoky protein p53,

- p53(1/320): divoky protein p53 omezeny na aminokyselinovou
sekvenci 1 az 320 a tedy zbavenou oligomeracni
oblasti a oblasti rozpoznatelné monoklondlni
protildatky pAb421.

8.2. Vazba hybridnich molekul podle vyndlezu k molekuldm
majicim nebo nemajicim transkripéni transaktivadni
oblast

S/ul kazdého z translalnich produktd pfipravenych po-
dle prikladu 8.1 se inkubuje s S/ul extraktu baculoviru pfi-
praveného podle prikladu 8.1 a 2/ug monoklondlni protildtky
DO1 (Oncogene Sciences), kterd rozpozndvad N-termindlni &ést
proteinu p53, po dobu 16 hodin pfi teploté 4 °c ve 100/ul mo-
difikovaného pufru RIPA ((K.Ory, EMBO J., 13, 3496-3504,
1994). Imunoprecipitace se provede postupem popsanym K.Ory-m
a kol. (K.Ory, EMBO J.,13,3496-3504,1994). Komplexy zadrzené
protildtkou se eluuji 10 minutovou inkubaci pfi teploté 80 ¢
v pritomnosti 30/ul migrac¢niho pufru (Laemmli U.K., Nature,
227, 680-685, 1970) a podrobi elektroforéze na 10% polyakryl-

amidovém gelu v denaturaénim prostfedi pfi 200 V podle vyse

“"popsaného "protokolu” (Laemmli U.K.;Nature, 227, 680=685,1970).  ~~— 7

Gel se potom vysuSi a vyvold pomoci instantniho zobrazovade
(Packard instruments), ktery umozZnuje kvantitativné stanovit
mnozstvi hybridnich molekul majicich nebo nemajicich trans-
kripéni transaktivaclni oblast. Vysledky tohoto pokusu jsou

zobrazeny na obr.10.

Za téchto podminek se jasné ukazuje, Ze hybridni mole-
kula majici ScFv 421 (TET19) rozpozndvd molekulu p53(1/393
stejné dobfe jako samotny ScFv 421 a Ze hybridni molekula
majici oblast 320/393 (TET02) vykazuje stejné vlastnosti,




avSak md vyraznéjsi schopnost retence proteinu p53(1/393).
Kromé& toho nepfritomnost signdlu pozorovaného pf¥i inkubaci
s molekulou p53(1/320) ukazuje, ze tho interakce jsou sku-
tecné specifické a jsou mediované C-termindlni Cdsti protei-

nu p53 (aminokyseliny 320 az 393), jak bylo ocekdavano.

Tyto vysledky tedy potvrzuji skutednost, Ze hybridni
molekuly podle vyndlezu jsou opravdu schopné rekrutovat
transkripcni transaktivacni oblast nesenou molekulou, jejiz

. jsou specifickymi partnery.
Priklad 9

Funkéni rekrutovani transkripéni transaktivadni oblasti hy-

bridnimi molekulami podle vyndlezu

Funkéni rekrutovdni transkripéni transaktivacni oblas-
ti hybridnimi molekulami podle vyndlezu bylo vyhodnoceno v
transaktivadénim systému in vivo v bunkdch SA0S-2 (lidsky
osteosarkom) s deficitem obou alel proteinu p53 v nddorové
bunééné radé s deficitem obou alel proteinu p53 (Maxwell a Roth,
Oncogene 8, 3421, 1993) a v nddorové radé HT29 s deficitem
jedné z obou alel proteinu p53 a s jednou mutovanou alelou
(mutace H273). Tento systém je zaloZen na pouziti reportéro-
vého genu, ktery Jje stanovitelny enzymaticky a vlozZen pod kon-
trolu promotoru obsahujiciho nukleotidové motivy specificky

. rozpoznatelné represorem Tet (operdtor Tet).

vlozi pod kontrolu operdtoru Tet a je obsaZen v plasmidu
pUHC13-3 (Gossen M. a Bujard H., Proc.Natl.Acad.Sci.USA,89,
5547-5551, 1992).

9.1 Pouzité bunécné Yady a kultivacni podminky
Bunécéné rady pouzité v téchto experimentech, jakoz i

jejich genotyp pfipojeny k proteinu p53 a pouZité kultivac-

ni podminky pro jejich rdst jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

cmem e - ==t OmMEO- testu -se=r eport-érov-y==gen== LYC={-1L u-c-i=f-e-ré-z-a-—)v— T =T T "— =
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Rada p53 Kultivadni prostiedi &.ATCC
SAOS-2 -/- Prostredi DMEM (Gibco BRL) HTB 85
obohacené 10 ¢ fetdlniho te-
leciho séra (Gibco BRL)
H358 -/= Prost¥edi RPMI1640 (Gibco
BRL) obohacené 10 ¢ fetdl-
niho teleciho séra (Gibco
BRL)
HT29 -/H237 Prostredi DMEM (Gibco BRL)
obohacené 10 % fetdlniho te-
leciho séra (Gibco BRL)
9.2. Expresni plasmidybmolekul majicich transkripé&ni trans-

~aktivacni oblast

Molekulami s transkripéni tranaktivdtorovou oblasti

a mutanty G281 a H175 tohoto proteinu. DNAc kodujici tyto

tf¥i proteiny byly vloZeny do mist BamHI vektoru pcDNA3 (intro-

gen).

9.3.

Intraceluldrni exprese hybridnich molekul podle vynd-

lezu

Hybridni molekuly podle vyndlezu se exprimuji v bun-

kdch bundéné kultury dolasnou transfekci za pouZiti ndsledu-

.
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jiciho protokolu:

Bunky (3,5.105) se zaockuji do Sestijamkovych titrad-

nich ploten obsahujicich v jamce po 2 ml kultivacéniho prostre-

di a kultivuji pfes noc v inkubdtoru pfi teploté 37 °c s atmo-

sférou obsahujici 5 % oxidu uhlicitého. Transfekuji se potom

jednotlivé konstrukce za pouziti lipofekAMINu (Gibco BRL)

ve funkci transfekéniho ¢inidla a to ndsledujicim zpdsobem:

1,5/ug totdlniho plasmidu se inkubuje (z toho je 0,25/g repor-

térového plasmidu) s S/ul lipofekAMINu po dobu 30 minut se

2 ml kultivaéniho prostfedi (transfekéni smés). V prabéhu té-

to doby se bunky dvakrdt promyjou PBS a potom inkubuji po do-

bu 4 hodin pri teploté 37 °C s tranfekéni smési, nacez se

tranfekéni smés odsaje a nahradi 2 ml kultivadniho prostredi

obohaceného 10 % fetdlniho teleciho séra inaktivovaného teplem

a bunky se kultivuji po dobu 48 hodin pri teploté 37 °c.
9.4 Detekce aktivace transkripce

Aktivace transkripce spojend s funkénim rekrutovdnim

transkripéniho transaktivdtoru se detekuje a kvantitativné

vyhodnoti zm&¥enim aktivity luciferdzy kdédované genem LUC za

pouziti soupravy Luciferase Assay System (Promega) podle pro-

tokolu dodaného vyrobcem.

9.5. Funkéni rekrutovdni transkripcéni transaktivacni oblas-

ti molekulami podle vyndlezu

Tento experiment byl provede za pouZiti molekul TETO02,

TET03 a TET07 podle prikladu 6. Pri tomto experimentu slouzi

molekula TET07 jako pozitivni kontrolni subjekt vzhledem k to-

mu, ze ma svou vlastni transkripéni transaktivdtorovou oblast.

Ziskané vysledky v bunkdch SA0S-2, které jsou uvedeny

na obr.11, ukazuji, Ze molekula TET07 je opravdu samotnd schop-

na aktivovat transkripci genu LUC vlozeného pod kontrolu opr-

rdtoru Tet a to na rozdil od konstrukce TET02. To je v souladu

se skutelnosti, Ze tato bundlnd Yada neobsahuje endogenni
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protein p53, ktery takto tedy nemiZe byt rekrutovdn moleku-
lou TET02. Naopak zavedeni divokého proteinu p53 nebo jeho
mutantu, které samy o sobé& neprodukuji signdl, je schopné
generovat transkripéni aktivitu v pritomnosti molekul TETO2.
Takovy vysledek nelze pozorovat u mutantu H175, ktery je v li-
teratufe popsdn jako mutant majici nefunkéni transkripéni

transaktivaéni oblast.

"

Tento vysledek ziskany u bunélné fady SAOS-2 s mole-
P kulou TET02 mohl byt reprodukovdn u nddorové .bunécné rady

také neobsahujici endogenni p53 (bunky H358) a mohl byt roz-
Siren 1 na molekuly TET03 a TET04 (obr.12).

za udcelem potvrzeni téchto vysledkd v kontextu rdz-
nych bunécénych frad byly molekula TETO02, jakoz i pozitivni.
kontrolni subjekt TET07 exprimovadny v buifikdch HT29, které ma-
ji mutantni endogenni protein p53 (H273), zatimco
negativni kontrolni subjekt tohoto experimentu spoliva v
transfekci prdzdného vektoru pcDNA3. Vysledek tohoto experi-
mentu, uvedeny v dadle zafazené tabulce, ukazuje, Ze molekula
TET02 je opravdu schopna rekrutovat transkripéni transktivad-

ni oblast endogenniho proteinu p53.
Tabulka

Transkripéni aktivace hybridnich molekul podle vyndlezu v bun-

kdch HT29
pCDNA3 TETO07 TET02
1 59 10

Soubor uvedenych experimentd ukazuje, Ze hybridni mo-

lekuly podle vyndlezu jsou opravdu schopné vdzat jak sekven-
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TATCACCGCA AGGGATA

ce dvouvldknové DNA specifického charakteru, tak i proteiny

*0000

majici transkripéni transaktivacéni oblast a Ze tyto molekuly

jsou schopné podminéné indukovat expresi zainteresovanych ge-

nu.

Seznam sekvenci

Informace o sekvenci SEQ ID n°: 1
Charakteristika sekvence:

délka:
typ: nukleotid

polet vldken: 1

19 pard bdzi

konfigurace: linedrni

Tyo molekuly: DNAC

o

Popis sekvence: SEQ ID n : 1

TCTCTATCAC TGATAGGGA

Informace o sekvenci SEQ ID n®: 2
Charakteristika sekvence:

délka:
typ: nukleotid

pocet wvldken: 1

17 pdra bazi

konfigurace: linedrni

Tyo molekuly: DNAc

o

Popis sekvence: SEQ ID n : 2

Ol

3

Informace o sekvenci SEQ ID n
Charakteristika sekvence:

délka:
typ:
pocCet vldken: 1

74 aminokyselin
aminokyselina
konfigurace: linedrni

Typ molekuly: peptid

19
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Hypotetickd: ne

Antimedidtorovd: ne

Popis seqvence: SEQ ID n°: 3 :

Lys Lys Pro Leu Asp Gly Glu Tyr Phe Thr Leu
1 5 10

Glu Arg Phe Glu Met Phe Arg Glu Leu Asn Glu

20 25
Asp Ala Gln Ala Glv Lys Glu Pro Gly Gly Ser
35 40
His Leu Lys Ser Lys Lys Gly Gln Ser Thr Ser
50 55

Met Phe Lys Thr Glu Gly Fro Asp Ser Asp

65 70

Informace o sekvenci SEQ ID n°: 4 :
Charakteristika sekvence:

délka: 768 pdra bazi

typ: nukleotid

pocet vldken: 1

konfigurace: linedrni

Typ molekuly: DNAc

Hypotetickd: ne

Antimedidtorova: ne

Popis seqgvence: SEQ ID n: 4 :
TTACTCGCGG CCCAGCCGGC CATGGCCCAG GTGCAGCTGC
-- GTAAGGTCAG -GGGCCTCAGT: CAAGTTGTCC TGCACAGCTT
TACTATATGC ACTGGGTGAA GCAGAGGCCT GAACAGGGCC
GATCCTAAGA ATGGTGATAC TGAATATGCC CCGAAGTTCC
GCAGACACAT CCTCCAATAC AGCCTACCTG CAGCTCAGCA
GCCGTGTATT ATTGTAATTT TTACGGGGAT GCTTTGGACT
GTCACCGTCT CCTCAGGTGG AGGCGGTTCA GGCGGAGGTG
GATGTTTTGA TGACCCAAAC TCCACTCACT TTGTCGGTTA
ATCTCTTGCA AGTCAAGTCA GAGCCTCTTG GATAGTGATG
TTGTTACAGA GGCCAGGCCA GTCTCCAAAG CGCCTAATCT

Gln AXrg

Glu
390

Ala

Ala
45

Arg His

Arg His Lys

AGCAGTCTGG

CTGGCTTCAA .CATTAAAGAC. .

TGGAGTGGAT
AGGGCAAGGC
GCCTGGCATC
ATTGGGGCCA
GCTCTGGCGG
CCATTGGACA
GAAAAACATA

ATCTGGTGTC

wn
o
e
wn
M
[at

GGCAGAGCTT

TGGATGGATT
CACTATGACT
TGAGGACACT
AGGGACCACG
TGGCGGATCG
ACCAGCCTCC
TTTGAATTGG

TAAACTGGAC

60

120.
180
240
300
360
420
480
540

600




. Popis segvence: SEQ ID n”: 6 :

TCTGGAGTCC CTGACAGGTT CACTGGCAGT GGATCAGGGA CAGATTTCAC ACTTAAAATC
AACAGAGTGG AGGCTGAGGA TTTGGGAGTT TATTATTGCT GGCAAGGTAC ACATTCTCCG

CTTACGTTCG GTGCTGGCAC CAAGCTGGAA ATTAAACGGG CGGCCGCA

o, S :

Informace o sekvenci SEQ ID n
Charakteristika sekvence:
délka: 15 aminokyselin

typ: aminokyselina

pocet vldken: 1

konfigurace: linedrni

Typ molekuly: peptid
Hypotetickd: ne
Antimedidtorova: ne

Ol

Popis segvence: SEQ ID n 5 :

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly ?gr
1 5 10

O: 6 :

Informace o sekvenci SEQ ID n
Charakteristika sekvence:
délka: 30 pdrd bdzi

typ: nukleotid

pocCet vlaken: 2

konfigurace: linedrni

Typ molekuly: DNAc
Hypotetickd: ne

Antimedidtorovd: ne
o

CCC AAG CCC AGT ACC CCC CCA GGT TCT TCA
Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser
1 5 10

Informace o sekvenci SEQ ID n°: 7 :
Charakteristika sekvence:

délka: 18 pdra bdzi

typ: nukleotid

poet vlaken: 2

= e e g




konfigurace: linedrni
Typ molekuly: DNAc
Hypotetickd: ne
Antimedidtorovd: ne

Popis seqgvence: SEQ ID n®: 7 :

ATG AAC CGG CTG GGC AAG
Met Asn Arg Leu Gly Lys
1 5

Informace o sekvenci SEQ ID n°: 8 :
Charakteristika sekvence:

délka: 33 pard bazi

typ: nukleotid

pocet vldken: 2

kohfiguracé} linedrni

Typ molekuly: DNAcC

Hypotetickd: ne

Antimedidtorovéd: ne

OI

Poplis segvence: SEQ ID n 8

GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT 33

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn
1 5 ‘ 10

Informace o sekvenci SEQ ID no: 9

Charakteristika sekvence:
délka: 7 aminokyselin

e T YD A Ky S L A T e e e e e

pocet vldken: 1
konfigurace: linedrni
Typ molekuly: peptid
Hypotetickd: ne
Antimedidtorovad: ne

Popis segvence: SEQ ID n®: 9

Pro Lys Lys Lys Arg Lys val
1 5
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Informace o sekvenci SEQ ID n
Charakteristika sekvence:
délka: 66 pard bdzi

typ: nukleotid

pocCet vlaken: 2

konfigurace: linedrni

Typ molekuly: DNAcC
Hypotetickd: ne
Antimedidtorovd: ne

Popis seqvence: SEQ ID n®: 10:

GGCTCTAGAC CCAAGCCCAG TACCCCCCCA GGTTCTTCAA CGCGTGGATC CATGTCCAGA 60

TTAGATAAAA GTAAAG 66

Informace o sekvenci SEQ ID n: 11

Charakteristika sekvence:
délka: 51 pard bazi

typ: nukleotid

pocet vldken: 2
konfigurace: linedrni
Typ molekuly: DNAc
Hypotetickd: ne
Antimedidtorovd: ne

Popis segvence: SEQ ID n%: 11:

CGTACGGAAT TCGGGCCCTT ACTCGAGGGA CCCACTTTCA CATTTAAGTT G 51

Informace o sekvenci SEQ ID n :12
Charakteristika sekvence:

délka: 66 pdra bdzi

typ: nukleotid

pocet vldken: 2
konfigurace:.lineérni

Typ molekuly: DNAc

Hypotetickd: ne

iyt




Typ molekuly: DNAc
'mﬁ§b6£é£icié: ne
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Antimedidtorovd: ne

Popis seqgvence: SEQ ID n®:12 :

GGCTCTAGAC CCAAGCCCAG TACCCCCCCA GGTTCTTCAA CGCGTGGATC CATGGAACAA 60

CGCATAACCC TGAAAG 66

Informace o sekvenci SEQ ID nO: 13

Charakteristika sekvence:
délka: 51 pdrd bdzi

typ: nukleotid

polet vldken: 2
konfigurace: linedrni
Typ molekuly: DNAc
Hypotetickd: ne
Antimedidtorovad: ne

Popis seqgvence: SEQ ID n®: 13:

CGTACGGAAT TCGGGCCCTT ACTCGAGTGC TGTTGTTTTT TTGTTACTCG G

Informace o sekvenci SEQ ID no: 14

Charakteristika sekvence:
délka: 35 pdrd béazi

typ: nukleotid

pocCet vldken: 2

konfigurace: linedrni

Antimedidtorova: ne

Popis seqvence: SEQ ID n®:14 :

35

CAGGCCATGG CATGAAGAAA CCACTGGATG GAGAA




Informace o sekvenci SEQ ID n
Charakteristika sekvence:
délka: 43 pard bazi

typ: nukleotid

pocet vladken: 2

konfigurace: linedrni

Typ molekuly: DNAc
Hypotetickd: ne
Antimedidtorovd: ne

Popis segvence: SEQ ID n®: 15:
CGTCGGATCC TCTAGATGCG GCCGCGTCTG AGTCAGGCCC TTC

Informace o sekvenci SEQ ID n°:16 :
Charakteristika sekvence:

délka: 31 pdrd bazi '

typ: nukleotid

pocet vlaken: 2

konfigurace: linedrni

Typ molekuly: DNAc

Hypotetickd: ne

Antimedidtorova: ne

Popis seqgvence: SEQ ID n®: 16:

CAGGCTCGAG AAGAAACCAC TGGATGGAGA A

" Informace o sekvenci SEQ ID n : 17:
Charakteristika sekvence:
délka: 61 pard baziT T T 7T 7T
typ: nukleotid

pocet vlaken: 2

konfigurace: linedrni

Typ molekuly: DNAc

Hypotetickd: ne

Antimedidtorova: ne

Popis segvence: SEQ ID n®: 17:

CAGGCTCGAG CCCAAGCCCA GTACCCCCCC AGGTTCTTCA AAGAAACCAC TGGATGGAGA

A

S b e e . A 2 i g 1+ i = tnsi e e

S

43

31

60

61




Informace o sekvenci SEQ ID nO: 18:

Charakteristika sekvence:
délka: 37 pdru bazi
typ: nukleotid
pocet vldken: 2
konfigurace: linedrni
Typ molekuly: DNAc

» Hypotetickd: ne
Antimedidtorova: ne

PR Popis segvence: SEQ ID n®: 18:
GGTCGAATTC GGGCCCTCAG TCTGAGTCAG GCCCTTC 37

Informace o sekvenci SEQ ID no: 19:

Charakteristika sekvence:
délka: 29 pdra bazi

typ: nukleotid

poet vldken: 2
konfigurace: linedrni
Typ molekuly: DNAc
Hypotetickd: ne
Antimedidtorovd: ne

O-

Poplis segvence: SEQ ID n 19:

CAGGCCATGG AGGAGCCGCA GTCAGATCC 29

Informace o sekvenci SEQ ID n : 20:
Charakteristika sekvence:
délka: 46 paru bazi
= e GBT REKTBOETd T TT  we T e wammees
pocet vldken: 2
konfigurace: linedrni
Typ molekuly: DNAc
Hypotetickd: ne
Antimedidtorovd: ne

Popis seqvence: SEQ ID n®: 20:

46

CGTCGGATCC TCTAGATGCG GCCGCCACGG GGGGAGCAGC CTCTGG




Informace o sekvenci SEQ ID n~: 21:
Charakteristika sekvence:

délka: 66 aminokyselin

typ: aminokyselina

polet vldken: 1

konfigurace: linedrni

Typ molekuly: peptid

Hypotetickd: ne

Antimedidtorova: ne

Popis seqvence: SEQ ID n®: 21:

Met Glu Gln Arg Ile Thr Leu Lys Asp Tyr Ala Met Arg Phe Gly Gln
1 5 10 15

Thr Lys Thr Ala Lys Asp Leu Gly Val Tyr Gln Ser Ala Ile Asn Lys
20 25 30

Ala Ile His Ala Gly Arg Lys Ile Phe Leu Thr Ile Asn Ala Asp Gly
' 35 40 45

Ser Val Tyr Ala Glu Glu Val Lys Pro Phe Pro Ser Asn Lys Lys Thr
35 60

Informace o sekvenci SEQ ID nO: 22:

Charakteristika sekvence:
délka: 23 pdra bdzi
typ: nukleotid
pocet vldken: 2
konfigurace: linedrni
Typ molekuly: DNAC
e HyPOLEtiCKA T Me™ = Temm ¢ e e e e e e e
Antimedidtorovd: ne

Popis segvence: SEQ ID n : 22:

GATCCTATCA CCGCAAGGGA TAA 23

Informace o sekvenci SEQ ID n®: 23:
Charakteristika sekvence:

délka: 23 paru bazi

typ: nukleotid




pocet vldken: 2
linedrni
DNAC

konfigurace:
Typ molekuly:
Hypotetickd: ne

Antimedidtorovd: ne

(o]

Popis segvence: SEQ ID n : 23:

GATAGTGGCG TTCCCTATTT CGA

Informace o sekvenci SEQ ID n°: 24:

Charakteristika sekvence:
délka: 48 pdrd bdzi

typ: nukleotid

poclet vldken: 2

linedrni

DNAcC

konfigurace:
Typ molekuly:
Hypoteticka: ne
Antimedidtorovd: ne

O

Popis segvence: SEQ ID n~: 24:

GATCCGACTT TCACTTTTCT CTATCACTGA TAGTGAGTGG TAAACTCA

Informace o sekvenci SEQ ID'nO:

25:
Charakteristika sekvence:

délka: 48 pdrd bdzi

typ: nukleotid

pocet vldken: 2

konfigurace:= linedrni
Typ molekuly: DNAc
Hypotetickd: ne

Antimedidtorova: ne

SEQ ID n®: 25

Popis segvence:

AGCTTGAGTT TACCACTCCC TATCAGTGAT AGAGAAAAGT GAAAGTCG

23

48



Informace o sekvenci SEQ ID n°: 26:

Charakteristika sekvence:
délka: 96 paru bazi
typ: nukleotid
pocet vldken: 2
konfigurace: linedrni
Typ molekuly: DNAc
@ Hypotetickd: ne
Antimedidtorovd: ne
- Popis segvence: SEQ ID n®: 26:

GATCCGACTT TCACTTTTCT CTATCACTGA TAGTGAGTGG TAAACTCACT AGGCTCAAAG 60

TGAAAAGAGA TAGTGACTAT CACTCACCAT TTGAGT g6




1.

schopnou selektivné

ni

transrepresor

PATENTOVE NAROKY

Bispecifickd chimerickd molekula obsahujici oblast
vazat definovanou DNA-sekvenci a detek<Z-
oblast schopnou specificky vdzat transaktivdtor nebo

nebo transaktivdtorovy nebo transrepresorovy

komplex, ktery je charakteristicky pro fyziologicky nebo fy-

ziopatologicky stav.

Molekula podle ndroku 1, vy zna cend t im,
oblast schopnd selektivné vdzat definovanou DNA-sekvenci

odvozena od proteinu schopného interakce s uvedenou DNA.

Molekula podle ndroku 2, vy znacend tim,

e oblast schopnad selektivné vdzat definovanou DNA-sekvenci

e odvozena od eukaryotického proteinu.

Molekula podle ndroku 3, vy znacdena tim,
oblast schopnd selektivné& vdzat definovanou DNA-sekvenci

odvozena od proteind p53, STAT nebo NFkKB.

Molekula podle ndroku 2, vy znac¢ena tim,

e oblast schopnd selektivné vazat definovanou DNA-sekvenci

e odvozena od prokaryotického proteinu.

Molekula podle ndroku S, vy znadend tim,

prokaryotickym proteinem je bakteridlni represor.
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7. Molekula podle ndroku 6, vy zna c en a tim,

ze oblast schopnad selektivné vazat definovanou DNA-sekvenci

e odvozena od proteinu tetR.

Molekula podle ndroku 6, vy znadcen a tim,
ze oblast schopnd selektivné vdzat definovanou DNA-sekvenci

e odvozena od proteinu Cro.

9. Molekula podle nékterého z ndrokd 2 aZz 8, vy zna -
¢ end t 1 m , Ze oblast schopnd selektivnd vdzat defino-
vanou DNA-sekvenci obsahuje oblast interakce s DNA uvedeného

proteinu.

10. Molekula podle nékterého z ndrokd 2 az 8, vy zna -
¢ end t i m, Ze oblast schopnd selektivné vdzat defino-

vanou DNA-sekvenci je tvorena Uplnym proteinem.

11. Molekula podle ndroku 10, vy zna d en & t im,
Ze oblast schopnd selektivné vdzat definovanou DNA-sekvenci

je tvorena proteinem tetR.

12. Molekula podle naroku 10, vy zna ¢ en a tim,
e oblast schopnd selektivné vdzat definovanou DNA-sekvenci.
je tvorena proteinem Cro.

13. Molekula podle ndroku 1, vy znacend t im,

Zze oblast schopnd specificky vdzat transaktivdtor neno trans-

re presor nebo tranaktivAdtorovy nebo transrepresorovy komplex

je oligomeracni oblasti.

Ky e e e
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14. Molekula podle ndroku 13, vy zna ¢ e n & t i m,
oligomeradéni oblasti je leucinovy zip, oblast SH3 nebo oblast
SH2.

15. Molekula podle ndroku 13, vy zna cend t im,
e oligomeradni oblast schopnd specificky vdzat transaktiva-

’ tor je tvorena C-termindlni C4sti proteinu p53.

16. Molekula podle ndroku 15, vy zna ¢ en & tim,
Ze oligomeracni oblast je tvofena C-termindlni Cdsti protei-
nu p53 poc¢inaje zbytkem 320 a konle zbytkem 393 (SEQ ID n°3),
nebo po&inaje zbytkem 302 a konce.zbytkem 360 anebo pocinaje
zbytkem 302 a koncCe zbytkem 390.

17. Molekula podle ndroku 1, vy znacen a t im,
Ze oblast schopnd specificky vdzat transaktivdtor nebo trans-
represor nebo transaktivdtorovy nebo transrepresorovy komplex
je syntetickou nebo pfirodni oblasti, o které je zndmo, Ze
vstupuje v interakci s uvedenym transaktivdtorem nebo trans-

represorem nebo transaktivdtorovym nebo transrepresorovym

komplexem.
18. Molekula podle ndroku 1, vy zna cen a tim,
' Ze oblast schopnd specificky vazat transaktivator nebo trans-

represor nebo transaktivatorovy nebo transrepresorovy komplex

je protildtkou nebo fragmentem nebo derivatem protildtky,
které jsou Fizeny proti uvedendmu transaktivdtoru nebo trans-
represoru nebo transaktivdtorovému nebo tranrepresorovému

komplexu.

’

19. Molekula podle ndroku 18, vy zn a ¢ en & tim,
Ze oblast schopnd specificky vdzat transaktivator nebo trans-

aktivatorovy komplex je tvorena fragmentem Fab nebo F(ab)’2
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protildtky nebo oblasti VH nebo VL protildtky.
20. Molekula podle ndroku 18, vy zn a ¢ en & t im,

Ze oblast schopnd specificky vdzat transaktivdtor nebo trans-
aktivdtorovy komplex je tvofena jednovldknovou protilatkou

(ScFv) obsahujici oblast VH spojenou s oblasti VL ramenem.

21. Molekula podle ndroku 1, vy zn a ¢ en & t im,
Zze oblast vazby k DNA a oblast vazby k transaktivdtoru jsou

vzdjemné spojené prostfednictvim ramene.

s

22. Molekula podle ndroku 21, vy zna ¢ en & tim,
ze rameno je tvoreno peptidem obsahujicim 5 az 30 aminokyse-

lin, vyhodné 5 az 20 aminokyselin.

.

23. Molekula podle ndroku 22, vy zna cenad tim,
Ze rameno je zvoleno z mnozZziny zahrnujici peptidy se sekven-

cemi SEQ ID n°5 a SEQ ID n°6.

24. Molekula podle nékterého z predchdzejicich ndroky,
vyznadcena t { m , Ze oblast vazby k DNA je situovana
v N-termindlni poloze, zatimco oblast vazby k transaktivato-

ru je situovdna v C-termindlni poloze.

25. Molekula podle nékterého z ndrokd 1 az 23, vy zn a-
cena t i m , ze oblast vazby k DNA je situovana v C-ter-
mindlni poloze, zatimco oblast vazby k transaktivdtoru je si-

tuovdna v N-termindlni poloze.

26. Bispecifickd chimerickd molekula majici strukturu
SCFv-VSV/myc-Hinge-TET nebo Cro (obr.5A).
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27. Bispefifickd chimerickd molekula majici strukturu
ScFv-Hinge-TET nebo Cro (obr.5B).
28. Bispecifickd chimerickd molekula majici strukturu ScFv-
TET nebo Cro (obr.5C).
29. Bispecifickd chimerickd molekula majici strukturu
TET nebo Cro-ScFv (obr.5D).
30. Bispecifickd chimerickd molekula majici strukturu
TET nebo Cro-Hinge-ScFv {(obr.5E).
31. Bispecifickd chimerickd molekula majici strukturu Oli-

gom-VSV/myc-Hinge~-TET nebo Cro (obr.5a), Oligom-Hinge-TET ne-

bo Cro (obr.5B) nebo 0ligom-TET nebo Cro (obr.5C).

32. Sekvence nukleoué kyseliny kodujici chimerickou mole-

kulu podle nékterého z ndrokd 1 az 31.

33. Sekvence nukleové kyseliny podle ndroku 32, vy z n a-

cena t 1im , Ze se jednd o sekvenci DNA.

34. Sekvence nukleové kyseliny podle ndroku 32 nebo 33,
vyznadend tim, ze tvofi souddst vektoru.
35. Systém podminéné exprese genl zahrnujici:

- chimerickou molekulu definovanou v ndrocich 1 az 31 a
- expresni kazetu obsahujici reqgulaéni sekvenci, minimdlni

transkripéni promotor a uvedeny gen.
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36. Systém podminéné exprese podle ndroku 35, vy z n a-

ceny t { m , Ze oblast vazby k DNA chimerické molekuly
je tvorena celkem nebo Cdsti TetR a reguladéni sekvence obsa-
huje sekvenci SEQ ID n®1 nebo derivdt této sekvence, které

se pripadné nékolikrat opakuji.

37. Systém podminéné exprese podle ndroku 35, vy zna -
Ceny t i m , Ze oblast vazby k DNA chimerické molekuly je
tvorena celkem nebo Casti Cro a regulacni sekvence obsahuje
sekvenci SEQ 1D n®2 nebo jeji derivdt, které se pfripadné né-

kolikrat opakuji.

38. - Systém podminéné exprese podle nékterého z ndrokl 35
az 37, vy znadceny t im , Ze minimdlni promotor obsa-
huje box TATA nebo INR. ’

39. Systém podminéné exprese podle ndroku 38, vy zna -
cCeny t i m , Ze minimdlni promotor je odvozen od promo-

toru genu thymidin-kindzy.

40. Systém podminéné exprese podle ndroku 39, vy zn a -
cCeny t im, Ze minimdlni promotor je tvoren nukleotidy

-37 az +19 promotoru genu thymidin-kindzy.

41. vVektor obsahujici: .

- sekvenci nukleové kyseliny kodujici chimerickou molekulu
podle nékterého z ndrokd 1 az 31 a

- expresni kazetu obsahujici regulaéni sekvenci, minimdlni

transkripéni promotor a zainteresovanou kodujici sekvenci.

”,

42, Vektor podle ndroku 41, vy znaceny t

i
3
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ze minimdlni transkripéni promotor je definovan v ndrocich
38 az 40.

43. Vektor podle ndroku 41, vy znaceny t im,
Zze oblast vazby k DNA chimerické molekuly je tvorena celkem
nebo Cdsti TetR a regulacni sekvence obsahuje sekvenci SEQ
1D n°1 nebo jeji derivat, které se pripadné nékolikrdt opa-

kuji.

44, Vektor podle ndroku 41, vy znaceny tim,

ze oblast vazby k DNA chimérické molekuly je tvorena celkem
nebo c¢asti Cro a regulacni sekvence obsahuje sekvenci SEQ ID
n°2 nebo jeji derivadt, které se pripadné nékolikrdt opakuji.

45. Vektor podle nékterého z ndrokl 41 az 44, vy z n a-
cCeny t i m , Ze zainteresovanou koédujici sekvenci je

sekvence DNA kdédujici terapeuticky produkt.

46. Vektor podle ndroku 45, vy znaceny tim,

Ze terapeutickym produktem je toxicky peptid nebo polypeptid.

47. Vektor podle ndroku 46, vy znac¢eny t im,

Ze toxicky terapeuticky produkt je zvolen z mnoZiny zahrnuji-

kindzu, cytosin-deamindzu, protein Grb3 a SoFv Y28.

48. Vektor podle nékterého z ndrokd 41 aZz 47, vy zn a & e-

n vy t im, Ze se jednda o plasmidovy vektor.

49, Vektor podle nékterého z ndrokd 41 az 47, vy z n a-

o e 7" e e o TREpeTeTTI T =
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Ceny tim, Ze se jednd o virdlni vektor.

50. Vektor podle ndroku 49, vy znaddeny tinm,

Ze se jednd o defektni rekombinantni adenovir.

51. Vektor podle ndroku 49, vy znacen v t im,

= “ . . . . . .
-ze se jednda o rekombinantni defektni retrovir.
52. Farmaceutickd kompozice, vy zna end- t imn,

7e obsahuje alespon jeden vektor podle nékterého z ndroki

41 az 51.
53. Nukleovad kyselina obsahuijici sekvenci SEQ ID n°4.
54. Molekula podle ndroku 1, vy znacen a tim,

Ze transaktivAdtorem charakteristickym pro fyziologicky nebo
fyziopatologicky stav Jje protein virdlniho, parazitniho, my-
- kobakteridlniho nebo buné&ného plivodu majici transkripéni

transaktivadcni aktivitu..

55. Molekula podle ndroku 54, vy znadce n & tim,
ze transaktivdtorem je virdalni protein zvoleny z mnoziny za-
hrnujici protein Tat viru HIV, proteiny E6/EZ viru papilomu

a protein EBNA viru Epsteina a Barrové.

sl s - == o=
Tk = 5

56. Molekula podle ndroku 54, vy zna ceny tim,
Ze transaktivdtorem je bunélny protein, vyhodné mutovany nebo

divoky protein p53.

57. Molekula podle ndroku 1, vy z n adena t im,
transaktivdtorem nebo transaktivdtorovym komplexem charakte-
ristickym pro fyziologicky nebo fyziopatologicky stav Jje pro-

tein vyskytujici se v infikované nebo hyperproliferacni bunce.

Zastupuje :
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Aktivace reportérového genu TET-LUC v bufikdch SA0S-2
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