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Popisuje se zpiisob sekvené&né specifické rekombinace DNA
v eukaryontnich buiikéch, ktery zahrnuje zavedeni prvni
sekvence DNA do buriky, zavedeni druhé sekvence DNA do
buiiky a provedeni sekvenéné specifické rakombinace
integrazou bakteriofaga lambda Int. V preferovaném
provedeni se popisuje zpiisob, ktery dile zahrnuje sekvenén
specifickou rekombinaci DNA pomoci Int a faktoru Xis. Dale
se popisuji vektory a jejich pouZiti jako farmaceutick4 &inidla.




Sekvencné specifickd rekombinace DNA v eukaryontnich bufikdch

Oblast techniky

Vyndlez popisuje zpusob sekvenéné specifické rekombinace

DNA v eukaryontnich bunkédch, ktery zahrnuje zavedeni prvni

zavedeni druhé sekvence DNA do bunky a

Int

sekvence DNA do bunky,

specifické rekombinace integrazou

Vyhodné

provedeni sekvencéné

bakteriofaga  lamba. provedeni  vynadlezu popisuje

zplsob, ktery dale zahrnuje provedeni sekvencné& specifické

rekombinace DNA pomoci Int a faktoru Xis. Vyndlez déale

popisuje vektory a jejich pouziti jako léclebnych prosttedki.

Dosavadni stav techniky

Rizend manipulace eukaryontnich genom@ je dileZitd metoda

zkoumani funkce (funkci) specifickych gent v zivych

organizmech. Mimo to uvedena manipulace se pouzZzivd pfi

genovych terapeutickych metoddch v mediciné. V této spojitosti

je zvlasté dileZité vytvoreni transgennich zvifat, zmé&na genu

nebo genovych segmentd (tzv. ,genové cileni“) a cilené

za¢lenéni cizorodé DNA do genomu vyS3ich eukaryont. V posledni

dobé by se tyto technologie mohly zdokonalit zpusoby

charakterizace a aplikace sekvencneé specifickych

rekombinantnich systému.

Konzervativni sekvenéné specifické DNA rekombindzy se déli

do dvou rodin. Zastupci prvni rodiny se nazyvajl ,integréazy" a

katalyzuji Stépeni a opétné spojeni Yetézcd DNA mezi dvémi

definovanymi nukleotidovymi sekvencemi, které se budou nazyvat

rekombinantni sekvence. Rekombinantni sekvence mohou byt bud

na dvou ruznych nebo na Jjedné stejné molekule DNA, coZ vede

k intermolekuldrni respektive intramolekuldrni rekombinaci.

V druhém pfipadé vysledek reakce zavisi na vzajemné orientaci

rekombinantnich sekvenci. V pfipadé inverzni, to znamena




obrdcené orientace rekombinantnich sekvenci, se objevi inverze
segmentl DNA lezicich mezi rekombinantnimi sekvencemi.
V pripadé primych, to znamena tandemovych repetic
rekombinantnich sekvenci, dochazi k vyskytu deleci v substratu
DNA. V ptipadé intermolekuléarni rekombinace, to znamena,
jestliZe obé& rekombinantni sekvence se nachazi na dvou ruznych
molekuldch DNA, dochédzi k fizi dvou molekul DNA. Zatimco
&lenové integrazové rodiny obvykle katalyzuji intramolekulovou
stejn& Jjako intermolekulovou rekombinaci, rekombinazy druhé
rodiny tzv. ,invertdzy/resolvazy“™ Jsou schopny katalyzovat

pouze intramolekuldrni rekombinaci.

Rekombindzy, které se pouZivaji hlavné p¥i manipulaci
eukaryontnich genomt, patfi do rodiny integraz. Uvedené
rekombindzy jsou rekombindza Cer pochdzejici z bakteriofaga PI
a rekombinéaza Flp pochéazejici z kvasinek (popisuje se
v publikaci Muller, U. (1999) Mech. Develop., 82, pp.3).
Rekombinantni sekvence, na které se rekombindza Cre vaZe, se
nazyvajil loxP. Sekvence LoxP je nukleotidova sekvence
obsahujici 34 bp, pricemZ obsahuje dvé invertované
nukleotidové sekvence o délce 13 bp, mezi nimiZ leZi mezernik
obsahujici 8 bp (popisuje se v publikaci Hoess, R. et al.,
(1985), J. Mol. Biol., 181, pp. 351). Vazebné sekvence pro Flp
nazvané FRT se vytvorily podobnym zpusobem. Av3ak 1131 se od
loxP (popisuje se v publikaci Kilby, J. et al., (1993) Trends
Genet., 9, pp. 413). Rekombinantni sekvence se nemohou
navzajem nahrazovat, to znamena, 7e Cre neni schopna
rekombinovat sekvence FRT a FLP neni schopné rekombinovat
sekvence JloxP. Oba rekombina&ni systémy Jjsou aktivni po dlohou
vzdadlenost, to znamena, e segment DNA, aby se opaclné
orientoval nebo deletoval a byl lemovan dvémi sekvencemi IloxP

nebo FRT, miZe obsahovat nékolik 100 000 paru bazi.

S uvedenymi dvéma systémy se dosahlo napfriklad tkanove

specifické rekombinace v my3im systému, chromozomédlni




translokace v rostlinach a zvifatech a ¥izené indukce exprese

genu (popisuje se v publikaci Muller, U. (1999) Mech.
Develop., 82, pp.3). DNA polymeridza beta se deletovala
v urc¢itych tkanich mysi timto zplUsobem. (popisuje se

v publikaci Gu, H. et al., (1994) Science, 265, pp. 103).
Dalsim prikladem je specifickd aktivace onkogenu nadorového
viru SV40 v ZCoCkéch my3i vedouci k vytvofeni nadoru pouze
v téchto tkanich. Strategie Cre-loxP se pouZivad také ve
spojeni s indukovatelnymi promotory. Napriklad exprese
rekombindzy se regulovala promotorem indukovatelnym
interferonem, coZ vede k deleci specifického genu v jétrech
ale nikoli v jinych tkanich a nebo v jinych tkéanich k této
situaci dochazi pouze v malém rozsahu (popisuje se v publikaci

Kuhn, R. et al., (1995) Science, 269, pp. 142).

Dva zastupcl rodiny invertédza/resolvaza se pouZily p#¥i
manipulaci eukaryontnich genonmu. Mutant invertézy Gin
bakteriofdga Mu mlZe katalyzovat inverzi  fragmentu DNA
v rostlinnych protoplastech bez kofaktora. Zjistilo se, Ze
tento mutant je hyperrekombinantivni, to znamena, Ze
katalyzuje Stépeni fetézce DNA v jiné nez pfirozené
rekombinantnich sekvencich. To vede k neumyslné Castecné
letdlni rekombinaci u genomd rostlinnych protoplasta. B-
rekombinadza z mikroorganizmu Streptococcus pyogenes katalyzuje
rekombinaci v mySi bunééné kulture mezi rekombinatnimi
sekvencemi, jako fizené repetice vedouci k excizi segmentu.
Soucasné s delecl se také detekovala inverze, coZ poskytuje
fizené pouZitli systému pri manipulaci nevhodnych eukaryontnich

genomt.

Manipulace eukaryontnich genomd s rekombindzou Cre a Flp
vykazujli podstatné nevvhody. V pfipadé delece to znamena
rekombinaci dvou tandemovych  opakovanych rekombinantnich
sekvencli IoxP nebo FRT v genomu, kde existuje nevratnd ztrata

segmentu DNA leZiciho mezi tandemovymi repeticemi. Gen




lokalizovany na tomto segmentu DNA bude v pfipadé bunky a
organizmu permanentné ztracen. Proto neni moZnd rekonstrukce
pocatecniho stavu p¥i analyzdch genové . funkce napriklad
v pozdéjsim staddiu vyvoje organizmu. NezruSitelna ztrata
segmentu DNA delecl miZe zabrdnit inverzi segmentu DNA. Gen se
muZe deaktivovat inverzi, aniZ se ztrati a miZe byt aktivovén
v pozdéjsim stadiu vyvoje nebo u dosp&lych zvifat zpisobem
Casové regulované exprese rekombindz prostfednictvim zpétné
rekombinace. PouZiti obou rekombindz Cre a Flp u této
modifikované metody nese Jjisté nevyhody. Inverze nemtZe byt
regulovana, protoZe rekombinantni sekvence se nebudou mé&nit
jJako vysledek rekombinantnich jevd. Objevuji se opakované
rekombinantni Jjevy, které =zpusobuji deaktivaci genu, co?
zpusobuje inverzi segmentu DNA u né&kterych cilovych bunék,
nejvyhodnéji u 50 % cilovych buné&k. Vyviji se usili redit
tento problém alesponn z &&sti konstrukci mutovanych sekvenci
loxP, které se nemohou pouZit pri daldi reakci po jednoduché
rekombinaci. Nevyhodou je jedine&nost reakce, to znamena, Ze
nedochazi k nésledné aktivaci zpé&tnou rekombinaci jole

deaktivaci genu inverzi.

Dalsi nevyhodou rekombindza Flp je jejl omezend tepelna
stabilita pfi teploté 37 °C limitujici G&innost rekombinadni
reakce u vyssich eukaryont, napfiklad u my3i, které maji
télesnou teplotu pribliZné 39 °C. Zkonstruovali se mutanti
Flp, ktefi wvykazuji wvy33i teplotni stabilitu ve srovnani
s rekombindzou divokého typu, avdak vykazuji stdle nizdi

uc¢innost rekombinace ve srovndni s rekombindzou Cre.

Pouziti sekvencéné specifickych rekombinéaz v oblasti
mediciny, napfiklad pZi genové terapii, kde rekombindzy mohou
integrovat segment DNA do genomu lidské cilové bufiky stabilnim
a cilovym zplsobem. Rekombindzy Cre a Flp mohou katalyzovat
intermolekuldrni rekombinaci. Obé rekombinazy rekombinuji

plazmidovou DNA, kterd nese kopii své rekombinantni sekvence
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s odpovidajici rekombinantni sekvenci, kterd se =za&lenila do
eukaryontniho genomu prostfednictvim homologniArekombinace. Je
vSak nutné, aby tato reakce byla proveditelnd s ,pfirozen&“ se
vyskytujicimi rekombinantnimi sekvencemi v eukaryontnim
genomu. Sekvence IlIoxP a FRT obsahuji 34 a 54 nukleotidn.
Vyskyt této rakombinantni sekvence jako &ast genomu Je
statisticky vysoce nepravdépodobna. Dokonce jestlize
rekombinantni sekvence je nevyhodnd, vzhledem k tomu, Ze shora
v textu popsana zpétna reakce stdle existuje, to znamend, :ze
rekombindza Cre a Flp mohou vyjmout zaclen&ny segment DNA po

Uspédném zaclenéni intramolekuldrni rekombinaci.

Jednim problémem podle vynalezu je poskytnout jednoduchy a
riditelny rekombinantni systém a poZadované pracovni postupy.
Dalsim problémem vynédlezu je vytvofeni rekombinantniho systému
a poZadovanych pracovnich postupl, které se mohou provést

stabilni a cilené zaclenéni poZadované sekvence DNA.

Uvedené problémy te$i predmétnéd véc charakterizovana

v uvedenych ndrocich.

Termin stransformace" nebo »transformovat™ znamena
libovolné zavedeni sekvence nukleové kyseliny do buiky.
Zavedeni se mlZe napfiklad provést transfekci nebo lipofekci
nebo se mlZe provést pouZitim vapniku, elektroZokem nebo
injekci do oocytd. Termin ,transformace™ nebo ,transformovat"
také znamenéa zavedeni sekvence nukleové kyseliny viru
obsahujici napfriklad rekombinantni sekvenci(e) a terapeuticky
gen nebo genovy fragment zpusobem, ktery Jje pro virus
pfirozeny. Sekvence nukleove kyseliny  viru se nemusi
vyskytovat jako hola sekvence nukleové kyseliny, ale maZe byt
chréanéna obalem virového proteinu. Termin se netykd pouze
zpusobu, ktery je obvykle znamy pod poijmem ,transformace“ nebo

stransformovat"“.




Termin ,derivdt"™ obvykle popisuje sekvence attB a attP a
sekvence attL a attP, které vykazuji upravy ve form& djedné
nebo vice, maximélné Sesti, s vyhodou dvou, t#i, &ty¥ nebo
peéti substituci na rozdil od pfirozend& se vyskytujicich

rekombinantnich sekvenci.

Termin  ,homologie™ nebo ,homologni“ nebo ~podobny"™
s ohledem na rekombinantni sekvence vztahujici se na sekvenci

nukleové kyseliny e shodny ze 70 %, s vyhodou z 80 %,

]
vyhodné&ji z 85 %, jest& vyhodné&ji z 90 %, jed3té& vyhodné&ji z 95
% a nejvyhodnéji z 99 &% s prirozen& se vyskytujicimi

rekombinantnimi sekvencemi.

Termin ,vektor™ se vztahuje k pfirozené se vyskytujici
nebo synteticky vytvorené konstrukci vhodné pro pohlceni,
pomnozeni, expresi nebo transmisi nukleovych kyselin, 3jako
jsou napfikla&lplazmidy, fagemidy, kosmidy, umé&lé chromozomy,

bakteriofagy, viry nebo retroviry.

Integréaza (obvykle oznacend jako ,Int") bakteriofagu
lambda patfl podobné Jjako Cre a Flp k rodiné integréaz
sekvencne specifickych konzervativnich DNA rekombindz.
Rekombindza Int katalyzuje integrac¢ni rekombinaci mezi dvémi
ruznymi rekombinantnimi sekvencemi, jmenovité attB a attpP.
sekvence attB obsahuje 21 nukleotidd a pavodné se izolovala
z genomu mikroorganizmu E. coli (popisuje se v publikaci
Mizuuchi, M. and Mizuuchi, K. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 77 pp.3220). Na druhou stranu sekvence attP obsahujici
243 nukleotidhd je daleko delsi a objevuje se prirozené
v genomu bakteriofaga lambda (popisuje se v publikaci Landy A.
and Ross, W. (1977) Science, 197, pp.1147). Rekombinaza Int
obsahuje sedm vazebnych mist, =z nichZ vS8echny se nachéazeji
v sekvencil attP a dvé v attB. Biologickd funkce rekombinazy
Int je sekvenéné specifické zaclenéni kruhového fagového

genomu do lokusu attB v chromozomu mikroorganizmu £E. coli.




Rekombindza 1Int protfebuje proteinovy ko-faktor, ktery se
nazyva integracni hostitelsky faktor (obvykle se oznacuje
jako ,IHEF™) vhodny pro integradni rekombinaci (popisuje se
v publikaci Kikuchi, Z. and Nash, H. (1978) J. Biol. Chem.,
253, 7149) . IHF je nutny pro vytvoreni funkéniho
rekombinantniho komplexu se sekvenci attP. Druhy ko-faktor
vhodny pro integracéni reakci Jje wvytvo¥eni ' negativniho
superhelikdlniho vinuti DNA sekvence attP. Nakonec rekombinace
mezl sekvenceml attB a attP vede k vytvofeni dvou novych
rekombinantnich sekvenci, Jjmenovité attl a attR, které slouZi
jako substrdtové a rozezndvaci sekvence p#i dal3i rekombinadni
reakci a sestfihu. Za&vér tykajici se zac¢lenéni bakteriofaga
lambda se popisuje v publikaci Landy, A. (1989) Annu. Rev.
Biochem., 58, pp. 913.

Vyst¥iZeni genomu faga z bakteridlniho genomu se
katalyzuje také rekombindzou Int. Vedle rekombindzy Int a IHF
je nutny dal3i ko-faktor, ktery je kdédovan také bakteriofdgem
lambda. Timto ko-faktorem Jje excizndza (obvykle oznacovana
jako ,,XISY), kterd m& dvé vazebnd mista v sekvenci attR
(popisuje se v publikaci Gottesman, M. and Weisberg, R. (1971)
The Bacteriophage Lambda, Cold Spring Harbor Laboratory, pp.
113). Na rozdil od integra¢ni rekombinace DNA neni nutné
v pripadée excezivni rekombinace negativni superhelikalni
vinuti rekombinantnich sekvenci. Negativni  superhelikdlni
vinuti DNA vSak zvySuje U&innost rekombinadni reakce. Dalsi
zlep$eni Uc¢innosti excize se miZe dosdhnout pouzZitim druhého
ko-faktoru, Jmenovité FIS (faktor pro inverzi stimulace),
ktery pusobi ve spojeni s Xis (popisuje se v publikaci Lany,
A. (1989) Annu. Rev. Biochem., 58, pp 913). Excize Je
geneticky zcela obracend reakce integrace. To znamend, Ze se
opét vytvorl sekvence attP a attB. Zavér tykajici se excize
bakteriofdga Iambda se uvadi v publikaci Landy, A. (1989)
Annu. Rev. Biochem., 58, pp. 913.




Podstata vynélezu

Vynédlez popisuje =zplsob sekvenéné specifické rekombinace
DNA v eukaryontnich bunkach, ktery zahrnuje a) zavedeni prvni
sekvence DNA do bunky, b) zavedeni druhé sekvence DNA do buiky
a c¢) provedenl sekvencné specifické rekombinace integrdzou Int
bakteriofagu lambda. Vyhodnd je metoda, kde prvni sekvence DNA
obsahuje sekvenci attB podle SEQ ID NO: 1 nebo jeji derivat a
druha sekvence DNA obsahuje sekvenci attP podle SEQ ID NO: 2
nebo Jejl derivat. Dale se preferuje metoda, kde prvni
sekvence DNA obsahuje sekvenci attl podle SEQ ID NO: 3 nebo
jeji derivat a druha sekvence DNA obsahuje sekvenci attR
podle SEQ ID NO: 4 nebo jeji derivat, kde v kroku c¢c) se
provede sekvencné specifickd rekombinace pomoci rekombinazy

Int a faktoru Xis.

Zpusob podle vyndlezu se mhZe provést ne pouze s prirozené
se vyskytujicimi sekvencemi attB a/nebo attP nebo attL a/nebo
attR, ale také S upravenymi napfiklad substituovanymi
sekvencemi attB a/nebo attP nebo attP nebo attlL. Pozorovaly se
integrac¢ni rekombinace bakteriofdga lambda a mikroorganizmu E.
coli mezi homolognimi sekvencemi attP a attB (mutanti sekvenci
divokého typu), které vykazuji jednu substituci nebo kombinaci
nadsledujicich substituci v poloze attB: G, T (v poloze -9), A,
C, G (v poloze -8), C, A, T (v poloze -7), T, G, A (v poloze -
6), C, A (v poloze -5), A (v poloze -4), G, A (v poloze -3),
A, C, G (v poloze -2), A, C, G (v poloze -1), A, C, G (v
poloze 0), T, C, G (v poloze +1), A, C, G (v poloze +2), T, G,
C (v poloze +3), A, G, T (v poloze +4), A, C, G (v poloze 15),
G, T (v poloze +6), G, T (v poloze +7), G, T, A (v poloze +8),
c, G, A (v poloze +9), C, G, A (v poloze + 10), T, A, C (v
poloze +11) (popisuje se v publikaci Nash, H. (1981) Annu.
Rev. Genet., 15, pp 143, Nussinov, R. and Weisberg, R. (1986)
J. Biomol. Struct. Dynamics, 3, pp 1134) a/nebo v sekvenci

attbP: T (v poloze +1), C (v poloze +2) a A (v poloze +4)




(popisuje se v publikaci Nash, H. (1981) Annu. Rev. Genet.,
15, pp. 143).

Vynalez popisuje zplsob, kde pouZivané sekvence attB a
attp vykazuji jednu nebo  vice substituci v porovnani
S prirozené se vyskytujici sekvenci attB podle SEQ ID NO: 1 a
sekvence attP podle SEQ ID NO: 2. Dale vynadlez popisuje
zplsob, kde pouZivané sekvence attL a attR majli Jjednu nebo
vice substituci Vv porovnani S prirozené se vyskytujici
sekvenci attL podle SEQ ID NO: 3 a sekvence attR podle SEQ ID
NO: 4. Vyhodn&d Jje metoda, kde rekombinantni sekvence maji
jeden, tfi, <&tyfi nebo pé&t substituci. Substituce se mohou
vyskytovat ve dvou oblastech presahu (popisuje se na obrazku
¢. 6A, prézdny obdélnik) a v oblasti jadra (popisuje se na
obrazku ¢&. 6A, C&rkované). Celé oblast presahu, kterd obsahuje
sedm nukleotidd, se miZe také substituovat. Vice se preferuje
metoda, kde jsou substituce zavedeny do sekvence attB a attP,
bud v oblasti jadra nebo presahu. Preferované je zavedeni
substituce do oblasti pfesahu a soucasné zavedeni jedné nebo

vice substituci do oblasti jadra.

V pripadé metody podle vyndlezu neni nezbytné zavést
odpovidajici substituci do sekvence attP, jestliZe je zavedena
substituce do sekvence attB  nebo zavést odpovidajici
substituci do sekvence attR, jestliZe v sekvenci attL je
zavedena substituce a opac¢né. Uprava ve form& substituce do
rekombinantnich sekvenci se vybrala tak, Ze rekombinace se
miZe provést navzdory Upravdm. P¥iklady takovych substituci
jsou uvedeny napfiklad v publikaci Nash, H. (1978) J. Biol.
Chem., 253, 7149) a Nussinov, R. and Weisberg, R. (1986) J.
Biomol. Struct. Dynamics, 3, pp 1134). Je moZné provést dal3di
modifikace, napfiklad metodami mutageneze a jejich pouZiti se

miZe testovat testovaci rekombinaci.
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Vynélez d&le popisuje zpusob, kde je moZné pouzZzit sekvenci
attB v porovnani s pfirozené se vyskytujici sekvenci attB
podle SEQ ID NO: 1 nebo pouZiti sekvence attP v porovnani
s prirozené se vyskytujici sekvenci attP podle SEQ ID NO: 2
nebo uZivanou sekvenci attl v porovnadni s prirozené se
vyskytujici sekvenci attl podle SEQ ID NO: 3 nebo pouZivanou
sekvenci attR podle SEQ ID NO: 4, kterd mé& jednu nebo vice
substituci. Proto jedna nebo vice substituci v jedné
z rekombinantnich sekvenci nezbytné nezahrnuje odpovidajici

substituci ve druhé rekombinacni sekvenci.

V preferovaném provedeni vyndlezu sekvence attB obsahuje
21 nukleotidd a odpovidd plvodné izolované sekvenci z genomu
mikroorganizmu E. coli (popisuje se v publikaci Mizuuchi, M.
and Mizuuchi, K. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USsaA, 77,
pp.3220) a sekvence attP obsahuje 243 nukleotidd a odpovidéa
pivodné izolované  sekvenci z genomu bakteriofaga lambda
(popisuje se v publikaci Landy, A. and Ross, W. (1977)
Science, 197, pp. 1147).

V dal&im provedeni vynalezu sekvence attl obsahuje 102
nukleotidlt a sekvence attR obsahuje 162 nukleotidl. Obé
sekvence odpovidaji puvodné izolovanym sekvencim 2z genomu
mikroorganizmu E. coli (popisuje se v publikaci Landy, A.

(1989) Annu. Rev. Biochem., 58, pp. 913).

Za ucelem uskutednit zpusob podle vyndlezu miZe prvni
sekvence DNA obsahovat vedle rekombinantni sekvence dalsi
sekvence  DNA, které umozZznuji zac¢lenéni do pozZadovaného
cilového lokusu v genomu eukaryontni bunky. Tato rekombinace
se provadi prostfednictvim homologni rekombinace, kterd Je
zprosttredkovana mechanizmy vnit¥ni bunécné rekombinace.
V pfipadé& uvedené rekombinace dalsi sekvence DNA musi byt
homologni s DNA cilového lokusu nachdzi se stejné na 3’a

5°konci sekvenci attB a attlL. Odbornici znaji, jak vysoky musi
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byt stupenn homologie a jak dlouhé musi byt 3“a 57 sekvence, aby
prob&hla homologni rekombinace s dostatelnou pravdépodobnosti
(popisuje se v publikaci Capecchi, M. (1989) Science, 244, pp.
1288) .

Druh& sekvence DNA s rekombinantnimi sekvencemi ‘éttP a
attR muZe také obsahovat sekvence DNA, které Jjsou nézbytné
v pripadé integrace do pozadovaného cilového lokusu
prostfednictvim homologni rekombinace. V pfripadé metody podle
vyndlezu prvni a/nebo druhd& sekvence DNA miZe obsahovat dalsi
sekvence DNA. Vyhodny je zpusob, kde obé sekvence DNA obsahuji

dalsi sekvence DNA.

Zavedeni prvni a druhé sekvence DNA s dal$imi sekvencemi
DNA nebo bez nich se mlZe uskuteénit postupné a ve spolecCné
transformaci, kde sekvence DNA jsou pfitomny na dvou ruznych
molekuldch DNA. Vyhodnd Jje metoda, kde Jje pritomna prvni a
druhd& sekvence DNA s dal3imi sekvencemi nebo bez nich a
zavedla se do eukaryontnich bunék na jediné molekule DNA. Dale
prvni sekvence DNA se miZe =zavést do bunky a druha sekvence
DNA se miZe zavést do jiné bunky, ve které se buniky néasledné
fuzuji. Termin fuze znamend kfiZeni organizml stejné& Jjako

bunéc¢nd flze v nejdirsim smyslu.

Zpusob podle vyndlezu se mlZe pouzit k inverzi segmentu
DNA, ktery 1leZi mezi nepf¥imo orientovanymi rekombinac¢nimi
sekvencemi pfi intramolekularni rekombinaci. Dale zplsob podle
vynadlezu se muZe pouZit pfri deleci segmentu DNA, ktery lezi
mezi primo orientovanymi rekombinac¢nimi sekvencemi  prfi
intramolekularni rekombinaci. JestliZe rekombinantni sekvence
jsou kaZdd =zacllenéna Vv orientaci 5°-3° nebo 3°-5", jsou
pritomny v pfimé orientaci. Rekombinantni sekvence  jsou
v primé orientaci, jestliZe naptfiklad sekvence attB Je
za¢len&na v orientaci 5°-3° a sekvence attP je integrovana

v orientaci 3°-5". JestliZe rekombinantni sekvence Jje kazda
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za&len&na prostfednictvim homologni rekombinace do intronovych
sekvenci v orientaci 5°a 3° exonu a rekombinace se uskutecni
integréazou, exon se invertuje v pripadé neptrimych
orientovanych rekombinac¢nich sekvenci a deletuje v pfipade
pfimo orientovanych rekombinacnich sekvenci. S timto postupem
polypeptid kdédovany genem muZe ztratit svou aktivitu nebo
funkci nebo transkripce se mlZe zastavit inverzi nebo deleci
tak, e nedojde k vytvofeni Uplného transkriptu. Timto
zplsobem se mizZe napriklad zkoumat biologicka funkce

kédovaného polypeptidu.

Prvni a/nebo druh& sekvence DNA miZe obsahovat dalsi
sekvence ntukleové kyseliny kédujici jeden nebo vice
polypeptidd. Strukturidlni protein, enzym nebo regulacni
protein se mOZe zavést prostfednictvim rekombinacnich sekvenci
do genomu, ktery je docCasné& exprimovdn po intramolekularni
rekombinaci. Zavedeny polypeptid miZe byt endogenni nebo
exogenni. Dale se miZe zavést markercvy protein. Mohou se
najit priklady aplikaci podle vyndlezu provedené =za pouziti
rekombindz Cre a Flp, napriklad v publikaci Kilby, N. et al.,
(1993), Trends Genet., 9, pp. 413.

Zplsob podle vyndlezu se miuZe pouzit k deleci nebo inverzi
segmentl DNA ve vektorech intramolekulérni rekombinaci
v epizomadlnich substratech. Deleéni reakce se muzZe pouzit
napriklad k deleci balicich sekvenci z tzv. pomocnych virua.
Tato metoda mé& &iroké pouZiti pfi prumyslové produkci virovych
vektortl pri genové terapii (Hardy, S, et al., (1997), J.
Virol., 71, pp. 1842).

Intermolekuldrni rekombinace vede k fuzi dvou molekul DNA,
pridem? kazdad mé& kopil sekvenci attB a attP nebo attlL a attR.
Napfiklad sekvence attB se miZe zavést prvni prostfednictvim
homologni rekombinace ve znadmém dob¥e . charakterizovaném

genomovém lokusu bufiky. Nasledné& vektor nesoucil attP se mizZe
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zaClenit do uvedené genomové sekvence attB prostfednictvim
intermolekularni rekombinace. V této metodé se preferuje
exprese mutantniho genu integrazy Int-h/218, ktery se nachéazi
na druhém vektoru DNA, ktery Jje spoleéné& transfekovan. Dalsi
sekvence se nachédzeji na vektoru, ktery nese attP, naptiklad
gen pro urc¢ity markerovy protein lemovany sekvencemi loxP/FRT.
PouZitim tohoto pfistupu Jje moZiné dosdhnout, Ze naptriklad
v porovnavaci expresivni analyze rlznych gend v bunééném typu
nejsou ovlivnény pozitivnimi nebo negativnimi vlivy genomového

integrac¢niho lokusu.

Aby se provedla metoda podle vyndlezu integrdza musi
plsobit na  rekombinantni sekvence. Integraza nebo gen
integrdzy a/nebo faktor Xis nebo gen faktoru Xis miZe byt
pritomen v eukaryontni bunce uZ pfed zavedenim prvni a druhé
sekvence DNA. Geny rekombindz se mohou také zavést mezi
zavedenim prvni a druhé sekvence DNA nebo po zavedeni prvni a
druhé sekvence DNA. Integrdza pouzZivand pri sekvencné
specifické rekombinaci je pfednostné exprimovéna v buice, ve
které se provadi reakce. Z tohoto divodu treti sekvence DNA
obsahujici integrédzovy gen se zavedla do bunék. JestliZe se
provadi sekvencne specificka rekombinace se sekvencemi
attlL/attR mizZe se dale do buné&k zavést gen faktoru Xis (&tvrté
sekvence DNA). Nejvice preferovany Jje zpusob, kde tfeti a/nebo
Etvrté sekvence DNA se zac¢lenila do eukaryontniho genomu bunky
prostfednictvim homologni rekombinace nebo nahodne. Dale
preferovand Jje metoda, kde treti a/nebo ctvrtd sekvence DNA
obsahuje regula&ni sekvence, které umoZrfiuji prostorovou a/nebo

do&asnou expresi integréazového genu a/nebo genu faktoru Xis.

V tomto pripadé& prostorovad exprese znamend, Ze rekombinaza
a faktor Xis se exprimuje pouze v urcitém typu bunky, pricemz
se pouziji bunéénée specifické promotory a katalyzuji
rekombinaci pouze v té&chto bufikdch, napfiklad v jaternich

buiikdch, ledvinovych bufkach, v bufikdch nervl nebo v bunkach
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imunitniho systému. PF¥i regulaci exprese integrédza/faktor Xis
se muze dosadhnout docasné exprese tim, Ze se aktivuiji
promotory v uréitém stddiu vyvoje nebo u dospélého organizmu
v urcéitém casovém okamzZiku. Dale docasné exprese Jje moiné
dosahnout pouZitim indukovatelnych promotorl, naptriklad
promotory zavislymi na interferonu a tetracyklinu (popisuje se

v publikaci Muller, U. (1999) Mech. Develop., 82, pp. 3).

Integraza pouZivana zpUsobem podle vyndlezu mizZe byt
divokého typu a modifikovand integrdza bakteriofaga Iambda.
Integraza divokého typu je pouze schopna uskutecnit
rekombinadni reakci s ko-faktorem, jmenovité& s IHF, pricCemZz se
preferuje pouZiti modifikované integrdzy zpusobem podle
vyndlezu. JestliZe se pouZije integriza divokého typu pfi
zplsobu podle vynalezu, je navic nutné pri prubéhu
rekombinadni reakce IHF. Upravenéd integraza se modifikuje tak,
e uvedend integraza miZe provést rekombinac¢ni reakci bez IHEF.
Vytvoreni upravenych polypetidl a testovani pozZadované
aktivity je obsahem stavu techniky a miZe se jednoduSe provest
(popisuje se v publikaci Erlich, H. (1989) PCR Technology,
Stockton Press. Dva mutanti Int Jjsou vyhodné integrazy
bakteriofagu lambda ozna&ené jako Int-h a Int-h/218 (popisuje
se v ublikaci Miller et al., (1980) cCell, 20, pp. 721,
Christ, N. and Droge, P. (1999) J. Mol. Biol., 288, pp. 825.
Int-h zahrnuje 1lyzinovy =zbytek misto glutamdtového zbytku
v poloze 174 ve srovnani s Int divokého typu. Rekombinaza Int-
h/218 zahrnuje dal3i lyzinovy zbytek misto glutamatového
zbytku v poloze 218 a vytvoril se mutagenezi PCR genu Int-h.
Uvedeni mutanti mohou katalyzovat rekombinaci mezi sekvencemi
attB/attP stejné jako mezi attL/attR bez ko-faktoru IHF, Xis a
negativni super-helix v mikroorganizmu E. coli a in vitro, to
je s Cisténymi substraty v reakéni zkumavce. V eukaryontnich
bufikéch mutanti potf¥ebuji pouze ko-faktor Xis pro rekombinaci
mezi attL/attR. Daldi zlepdeni uCinnosti rekombinace mezi

attL/attR se mhZe dosdhnout dal3im ko-faktorem, napfiklad FIS.
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Vyhodny Jje mutantni Int-h/218, protoZe tento mutant miZe
katalyzovat integrac¢ni reakci nezévislou na ko-faktoru se
zvySenou u&innosti (popisuje se v publikaci Christ, N. and

Droge, P (1999) J. Mol. Biol., 288, pp. 825).

Zpusob  podle vynélezu se maZe provést ve  vsech
eukaryontnich bufikdch. Buniky mohou byt pritomny napfiklad
v bun&&né kultufe a obsahuji vSechny typy rostlinnych a
zvi¥ecich bunék. Prikladem bun&k mohou byt oocyty, embryogenni
kmenové bufky, hematopoietické kmenové bunky nebo libovolny
typ diferenciovanych  bunék. Preferuje se zplusob, kde
eukaryontni bufika je sav&i builka. Vyhodnéj$i je metoda, kde
sav&i bufika je 1lidska bufika, opic¢i burika, my$8i bunka, krysi
bufika, kralici bunka, bunika kfecka, kozl bunka, bovinni bunka,

ovEi nebo praseci bunka.

Preferované provedeni vynalezu popisuje zpusob, kde se
uskutecénila druha sekvencné specificka rekombinace DNA
integrézou bakteriofaga lambda a faktorem  Xis. Druha
rekombinace potfebuje sekvence attL a attR vytvorené prvni
rekombinaci sekvenci attB a attP nebo jeho derivaty. Proto
druha sekvendné& specifickd rekombinace Jje omezena zpusobem
pouZitym pfi prvni sekvencné specifické rekombinaci sekvenci
attB a attP nebo jejich derivatu. Mutanti divokého typu a Int
mohou také katalyzovat tzv. integrac¢ni rekombinaci bez pridani
daldich faktort, to znamend, Ze rekombinuji sekvence attB a
attP a nikoli sekvence attlL s attR, JjestliZe se stabilné
integruji do genomu bunék. Integraza divokého typu nutna pro
tzv. excizni rekombinaci faktoru IHF, Xis a negativniho super
vinuti. Mutanti integrazy Int Int-h a Int-h/28 potfebujl pro
excizni rekombinaci pouze faktor Xis. Je moZné provést dve
rekombinadni reakce jednu po druhé Fizenym zpusobem, jestlize
v bufice jsou pfitomny dalsi faktory pro druhou rekombinacni
reakci. Spolu s jinymi uZ uZivanymi rekombinadnimi systémy se

miZe vyvinout nova strategie pro Efizenou manipulaci vy38ich
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miZe vyvinout novad strategie pro fizenou manipulaci vy3Sich
eukaryontnich genomi. To je moZné, protoZe rtzné rekombinadéni

systémy pouzZzivajl pouze jejich vlastni rekombinantni sekvence.

Napriklad systém Int se mlZe pouZit pfi integraci sekvenci
loxP a/nebo FRT «cilenym zplGsobem do genomového  lokusu
eukaryontniho genomu a do aktivniho a neaktivniho genu, kdy
pak néasleduje fizend exprese Cre a/nebo Flp. Systém Int se
miZze dale pouzit pri deleci sekvenci 1loxP/FRT 2z genomu po

pouziti, to je rekombinace pomoci rekombindzy.

Déle se preferuje zpusob, kde je do bunék zavedena dalsi
sekvence DNA obsahujici gen faktoru Xis. Nejvice se preferuje
zpusob, kde dalsi sekvence DNA dale obsahuji regulacni
sekvenci  DNA, které zvy3ujli prostorovou a/nebo docasnou

expresi genu faktoru Xis.

Po Uspésné integrac¢ni intramolekuldrni rekombinaci
(inverzi) pomoci rekombindzy Int vedouci k aktivaci/deaktivaci
genu v urc¢itém bunééném typu se miZe uvedeny gen opét pozdéji
deaktivovat nebo aktivovat pomoci vyvolané prostorové a/nebo

doCasné exprese Xis se souCasnou expresi Int.

Ddle se vyndlez tykd pouzZitili sekvence attB podle SEQ 1ID
NO: 1 nebo jejiho derivatu a sekvence attP podle SEQ ID NO: 2
nebo jejiho derivatu nebo sekvence attL podle SEQ ID NO: 3
nebo Jjejiho derivdtu a sekvence attR podle SEQ ID NO: 4 nebo
jejiho derivatu v sekvencné specifické rekombinaci DNA
v eukaryontnich bunkach. Eukaryontni bunka miZe byt pritomna
v buné&ném agregdtu organizmu, napfiklad savce, ktery ve své
bufice neobsahuje Zadnou integrdzu nebo faktor Xis. Uvedeny
organizmus se miZe pouZit pro Slechténi s jinymi organizmy,
které maji ve svych bufikdch integrdzu nebo faktor Xis tak, Ze
se vytvofi potomstvo, kde sekvenéné specifickd rekombinace se
uskutedni v buiikdch potomkt. Vyndlez také popisuje pouZitil

integrazy nebo genu integrazy a faktoru Xis nebo genu fakotru
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Xis pri sekvenin& specifické rekombinaci v eukaryontnich

bunkéch.

Dadle se identifikovala sekvence v lidském genomu (zde
ozna&end jako attH), kterd vykazuje homologii 85 % se sekvenci
attB. Sekvence attH se muZe pouZit jako rekombinantni sekvence
v pripadé& integrace cizorodé DNA do lidského genomu. Proto
druhd rekombinadni sekvence attP se mlZe upravit tak, Ze
integraza mize provést rekombinacni reakci s vysokou

G&¢innosti. Je mo?né demonstrovat, Ze sekvence attH se mlZe

rekombinovat s verzi sekvence attP upravenou ¢&lovékem, ktera

je zde oznacena Jjako sekvence attP* a je znazornéna Jjako SEQ ID
NO: 5 pomoci Int-h v mikroorganizmu E. coli. Experimenty

s lidskymi buiikami demonstrovaly, Ze attH se rekombinuje se
sekvenci attPx také jako <&ast 1lidského genomu, JjestlizZe se

rekombindza Int-h dolasné syntetizuje uvedenymi bunikami.

Tato skutednost umoZiuje, Ze cizorodd kruhovad DNA, ktera
m& rekombinantni sekvenci mtZe byt stabilné& zaclenénd do
prirozen& se vyskytujiciho lokusu attH lidského genomu cilenym
zpUsobem. Sekvence attH je pouze jednim ptikladem
rekombinantni sekvence, kterd se pfirozené vyskytuje v lidském
genomu. Dalsi sekvence se mohou identifikovat v projektu
lidského genomu, které vykazuji homologii se sekvencl attB a
mohou se pouZit p¥i integraci cizorodé DNA do lidského genomu.
Odpovidajici rekombinantni sekvence attP v cizorodé kruhové
DNA se vybrala v zavislosti na pritomnosti uvedené sekvence
v lidském genomu a jeji homologii se sekvenci attB. Vyhodna je
cizorodad kruhovd DNA zahrnujici sekvenci nukleové kyseliny
pf¥irozen& se vyskytujici sekvence attP. Vice se preferuje
derivat prirozené& se vyskytujici sekvence attPp, ktery obsahuje
maximalné Sest, s vyhodou jednu az pét, zvlasté tri

substituce. Nejvyhodnéjsi je cizoroda cirkuldrni DNA
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obsahujici sekvenci nukleové kyseliny attP* podle SEQ ID NO: 5,

Q

ktera vykazuje pfibliZnou 95 % homologii se sekvenci attP.

Integraze se maZe zavést do buné&k bud jako polypeptid nebo
prostfednictvim expresivniho vektoru. Gen integrazy miZe byt
déle pritomen jako exprimovatelnd sekvence nukleové kyseliny

na molekule DNA, kterd obsahuje upravenou nebo ptrirozenou

sekvencli attP nebo sekvencili attPx.

Cizoroda kruhovd DNA =zahrnujici prirozenou sekvencl attP

nebo jejl derivat nebo homolog, zvl1asté sekvenci attP* podle
SEQ ID NO: 5 obsahuje také terapeuticky gen nebo genovy

fragment, ktery se zavede do genomu. Terapeutické geny mohou

byt napfriklad gen CFTR, gen ADA, gen receptoru LDL, gen B~
globinu, gen faktoru VIII nebo IX, gen alfa-l-antitrypsinu
nebo gen dystropinu. Cizorodou kruhovou DNA miZe byt napfriklad
virovy vektor, ktery se uZ pouZil v somatické genové terapii.
Vektor miZe Dbyt také Dbunééné specificky tak, Ze pouze
transfekuje tyto bunky, které jsou nutné pro genovou terapii,
napfriklad bunfky plicniho epitelu, kmenové butiky kostni d¥ené,
T lymfocyty, B lymfocyty, bunky jater, bunky ledvin, nervové
bunky, butiky kosternich svall, hematopoietické kmenové bunky
nebo fibroblasty. Odbornikovi ije zfrejmé, Ze tento vycet Je
pouze vybér terapeutickych gentd a cilovych bunék a jiné geny a
cilové bunky se mohou také pouZit pf¥i genové terapii. Genové
fragmenty obsahuji naptriklad delece terapeutickych geny,
jednotlivé exony, antisense sekvence nukleové kyseliny nebo
ribozymy. Genové fragmenty mohou obsahovat segmenty genu,
ktery zahrnuje trinukleotidové repetice genu, napfiklad gen

syndromu lamavosti X.

THF musi byt pfitomen, jestliZe se p¥i rekombinaci pouzZiva
integrdza divokého  typu. Preferuje se pouZiti upravené
intagrdzy, kde miZe dojit k rekombinaci bez pritomnosti IHF.

Zv143té se preferuje pouZiti rekombinézy Int-h nebo Int-h/218.




[ XX X1
(K2 X3
*

19 E

Vynédlez déle popisuje pfrirozené se vyskytujici sekvenci
attP nebo jejli derivat nebo homolog. Vyndlez zvladté& popisuje
sekvenci attP* nukleové kyseliny podle SEQ ID NO: 5. Dale
vynédlez popisuje vektor obsahujici prirozené se vyskytujici
sekvenci attP nebo jeji derivat, zvl1asté& sekvenci nukleové
kyseliny attP* podle sekvence SEQ ID NO: 5 a dale sekvenci
nukleove kyseliny obsahujici terapeuticky gen nebo fragment
genu. Vyhodny je vektor, kde terapeuticky gen obsahuje gen
CFTR, ADA, gen receptoru LDL, gen alfa-globinu nebo beta-
globinu, gen alfa-l-antitrypsinu, faktor VIII nebo faktor IX
nebo Jjeho fragment. Vektor mlZe obsahovat reguladni elementy
DNA, které reguluji expresi terapeutického genu nebo genového

fragmentu.

Dale vynédlez popisuje pouziti vektoru jako 1lé&ebného
prostredku v lidské nebo veterindrni medicin&. Dale vynélez
popisuje pouzitil vektoru pro vyrobu lé&ivého prostfedku pro

somatickou genovou terapii.

Vektory podle vyndlezu mohou byt aplikovany napriklad
intravendzni nebo intramuskuldrni injekci. Vektory se mohou

také aplikovat aerosoly. DalsSi aplikace je odbornikovi zrejma.

Prehled obréazkd na vykresech

Obrazek ¢&. 1 zobrazuje schéma rekombinantnich reakci,
jmenovité integraci a excizi katalyzovanou integrédzou Int. Je
zobrazena superhelikdlni plazmidova DNA nesouci kopii
rekombinatni sekvence attP. Sekvence attP obsahuje pét tzv.
vazebnych mist pro ramena rekombindzy Int (P1, P2, P1l°, P27,
P37), dvé vazebni mista pro j&dro rekombindzy Int (C a C7,
oznaceno cernou Sipkou), t¥i vazebnd mista pro IHF (H1, H2,
H"), dvé vazebnd mista pro Xis (X1, X2) a tzv. oblasti presahu

(vyznaceno prazdnymi obdélniky), kde doché&zi k vyméne




20 .
soulasného fretézce DNA. Partnerskd sekvence v pripadé attp,
attB Jje zobrazena na linedrnim segmentu DNA a obsahuje dvé
vazebnéd misa pro jadro rekombindzy Int (B a B’, oznadeno
otevfenou Sipkou) a oblast pfesahu. V pripadé rekombinace mezi
attB a attP jsou nezbytné rekombindzy Int a IHF, co? vede
k zaclenéni plazmidu do segmentu DNA, ktery nese attB.
Vytvorily se dvé nové hybridni rekombinantni sekvence attl a
attR a slouZl jako cilové sekvence pri excizi. Tato reakce
vyZaduje rekombindzu Int a IHF a dale kofaktor Xis kédovany

fagem lambda.

Obrazek ¢&. 2A zobrazuje schéma integrdzového expresivniho
vektoru a obrézek ¢&. 2B zobrazuje schéma westernovy analyzy.
(A) Vektor pKEXInt =zahrnuje gen integrdzy divokého typu,
vektor pKEXInt-h zahrnuje gen mutantu Int-h a vektor pKEXInt-
h/218 zahrnuje gen mutantu Int-h/218. Kontrolni vektor (pKEX)
nezahrnuje gen Int. Geny integrdzy divokého typu (Int) a dva
mutanti (Int-h  a Int-h/218) jsou zobrazeny jako Sedé
obdelniky. Déale Jsou pritomny signdlni sekvence kédujicich
oblastl urcené pro zpracovdni RNA, které by m&ly garantovat
zvySenou vnitrobunéénou stabilitu mRNA (zndzorné&no tedkovanymi
obdelniky) a Jsou oznaCeny Jjako SV40, t-Ag sestfih a signaly
polyA. Exprese integrdzovych genl se dé&je pomoci promotoru
cytomegaloviru  (CMV). (B) Po zavedeni vektoru, jak jJe
zobrazeno, do reportnich bunéénych 1linii B2 a B3, se
pripravily bunécné lyzaty a separovaly se proteiny podle
jejich molekuldrni hmotnosti na SDS page. Pritomnost proteinu
Int-h se zviditelnila polyklondlnimi my$imi protildtkami proti
rekombindze divokého typu Int (drédhy 2 a 4). Poloha

rekombindzy Int na gelu je oznacena Sipkou.

Obrazek ¢. 3 zobrazuje schéma substratovych vektora. (A)
Vektor pGFPattP/attP. Znazornény Je vektor linearizovany
restrikénim enzymem ApaLlI. Velkd Cernd 3Sipka oznaluje polohu a

orientaci dvou rekombinanntich sekvenci attB a attP, které
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lemuji gen GEFP (zéleny fluorescen¢ni protein), JjenZ je umistén
v opac¢né orientaci vzhledem k promotoru CMV. PA oznaduje
signél polyA. Do Vektdru se dale zavedl gen neo nesouci
rezistenci, ktery se exprimuje pomoci promotoru viru SV40 a
umoznuje selekci stabilnich reportnich buné&dnych linii. Také
jsou oznaceny mista, kterd rozezndvd restrikéni enzym Ncol.
Integra¢ni rekombinace mezi sekvencemi attB a attP vede
k inverzi genu GFP a tak k jeho expresi. Mald préazdna a
vyplnénd S$ipka oznacuje polohu a orientaci Jednotlivych
primert PCR a Jsou oznaceny Jjako pl az p7. (B) vektor
pGFPattL/attR. Vektor je shodny s pGFPattB/attP, zahrnuje vsak
attlL a attR misto attB a attP. Gen GFP vykazuje orientaci 3 -
5'vztaZeno na promotor CMV. Srafovany réme&ek oznaduje polohu

sondy, kterd se pouZila pri Southernové analyze.

Obrézek &. 4 A aZ D znazornuje schéma detekce integracni

rekombinace v reportnich bunécénych 1linii zplsobem PCR po

separaci molekul DNA v agardzovych gelech’ (1,2 %
hmotnost/objem), kde se DNA zviditelnila barvenim
v ethidiumbromidu. (A) Reverzni transkriptédza PCR (RT-PCR).

Vektory pKEX a pKEXInt-h (obrazek ¢. 2A) se oddélene zavedly
do reportni bunécné linie Bl aZ B3 elektroporaci. Pribéh RT-
PCR analyzy z izolované mRNA polyA vykazuje ocekdvany produkt
s parem primert p3/péd (obréazek &. 3), pouze v pripadé, kdy se
buniky o$etfily pKEXInt-h (drdha 1, 3 a 5). Gen pf-aktinu ze
stejné RNA se amplifikoval jako kontrola obsahu RNA. Draha M:
marker DNA, dradha O: kontrola RT-PCR bez templatu RNA, (B, C)
Genomovd PCR analyza. Z bunéénych 1linii se 72 hodin po
elektroporaci izolovala genomovd DNA a amplifikovala se pary
primera p3/pd4 (obrézek &. 3) a pl/p2 (obrazek ¢. 3). Cislovani
a oznaCeni linii odpovidaji obrdzku &. 4A. (D) Delecni test.
Izolovanid genomova DNA se amplifikovala pouZitim paru primert

p5/p6 (obrazek &. 3). Poloha produktu PCR (o velikosti 420
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bp), kterd se ocekdvala po deleci misto inverze je oznacena

Sipkou. Cislovani a oznaceni drah odpovidd obrazku 4A.

Obradzek &. S5A a B zobrazujli schéma detekce inverze

v reportnich bunéénych liniich pomoci PCR a Southernovy

o

hybridizace po separaci molekul DNA v agardzovém gelu (1,2
hmotnost/objem). (A) Analyza PCR. Frakce genomové DNA, ktera
se 1izolovala z bunéénych 1linii B1, B2, B3 a BL60, které se
oSetfily vektory pKEX a pKEXInt-h, se amplifikovaly pomoci
parld primert p3/pé4 a p5/p7 (obrédzek &. 3). Produkty PCR jdouci
zpét k inverzi genu GFP katalyzovaného integrazou se
zviditelnily v drahach 1, 3 a 5. V drdze M se nachdzli marker
velikosti DNA fragmentd, v draze O je kontrala reakce PCR bez
genomoveé DNA. (B) Southernova analyza: Zbytek frakce
analyzované DNA zobrazeny na obrazku ¢&. 5A se inkuboval
s restrik&nim enzymem Ncol, ktery se separoval elektroforézou
na agardzovém gelu na zdkladé Jjeho molekulové hmotnosti a
postupné se prenesl na nitroceluldézovou membranu. GEFP nesouci
fragmenty DNA se zviditelnily pouZitim radiocaktivné znacene
sondy (obrazek &. 3B), aby se detekovala rekombinace. V draze
9 se nachdzl nerekombinovany pGFPattB/attP, v draze 10 se

nachazi pGF/attB/attP.

Na obrazku &. 6 7jsou zobrazeny sekvence nukleové kyseliny

obsahujici attB a attH. Obrazek ¢&. 6B zobrazuje <Ccastelné

sekvence attP a attP*. (A) Porovnani sekvencil attB a attH.
Vazebnd mista jadra rekombindzy Int B a B'v sekvenci attB jsou
znadeny &arkou nad sekvenci. Vazebnd mista jéadra rekombinazy
Int H a H'v sekvenci attH jsou znaceny nad sekvencil <carkou.
Presahujici sekvence jsou charakterizovany préazdnyni
obdelniky. Rozdily v sekvencich Jjsou =znaceny dvojitymi
svislymi carami. Cislovani zbytkd v jadru a oblasti pZesahu se
vztahujil k centru presahu oznaceného O a definovaného
v publikaci Landy and Ross (1977), Science, 197, pp. 1147).
Sekvence od polohy -9 do +11 je attB a attH. (B) Porovnani




23 :

sekvenci mezi ¢astednymi sekvencemi attP a attP*, coZ odpovidi
sekvencim attB a attH. Znacky Jjsou pouzZivany Jjako na obrazku

6A.

Na obrazku &. 7 je schématicky zndzornéna rekombinace mezi

sekvencemi attH a attP* na vektoru pACH v mikroorganizmu E.
coli po separaci elektroforézou na agardzovém gelu.
Substratovy vektor pACH se spolecné transformoval
prokaryontnimi expresivnimi vektory vhodnymi pro Int, Int-h
nebo Int-h/218 do mikrocorganizmu E. coli kmen CSH26 nebo CSH26
delta IHF. Plazmidovd DNA se izolovala 36 hodin po selekci,
inkubovala se s restriké&nimi enzymy HindIII a Aval, separovala
se a zviditelnila elektroforézou na agarbézovém gelu. Poloha
restik&nich fragmenti vytvofend inverzi se oznacila jako
,invers“. Poloha DNA, kterd nemusi rekombinovat, se oznacila
jako pPACH. V drahach 1 a 12 jsou markery velikosti DNA,
v drahdch 2 a 3 je expresivni vektor a DNA nerekombinovaného
pACH. V drahéch 4 aZ 7 je DNA izolovand z CSH26. V draze 8 az
11 je DNA izolovana z CSH delta IHF.

Na obrazku &. 8 Jje znadzornéno schéma strategie integrace
vektoru pEL13 do genomového lokusu attH a princip detekéni
metody. Integra&ni vektor pEL13 nese gen rezistence (oznaceny
dipkou s ,hygr“), gen pro Int-h (oznaCeny Sipkou s »int h")
tizeného promotorem CMV a kopii sekvence attP* (prdzdné Ctverce
s ,attP*/PxOP* %) . Int-h se exprimuje po zavedeni do vektoru do
bunék BL60 elektroporaci (obrazek &. 2B). Nasledné rekombinace
katalyzuje intermolekuldrni rekombinaci mezi sekvenci attP* a
chromozomalni attP (3rafovany obdelnik oznaceny s att“H/OH™™)
vedouci k za&lené&ni vektoru pEL13 do genomu bunék BL60. Buiky,
které se stabilné zac¢lenily do vektoru se mohou vybrat a
identifikovat pomoci PCR s parem primerd attX1l/B2 (3ipky
oznadené ,attxl™ a ,B2%). EcoRV a SphI oznauji mista, ktera

rozeznadvaji prislusné restrikcéni enzymy.
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Obrazek ¢. 9 zndzornuje schéma detekce intermolekuldrni

rekombinace mezi attP* (pEL13) a attH v buiikdch BL60. Genomova
DNA se izolovala a amplifikovala pomoci péru primeru attX1/B2
(obrazek  ¢. 8) z 31 rbznych buné&nych populaci po
elektroporaci pEL13 a nésledné selekci trvajici nékolik tydnu.
Produkty PCR se separovaly a zviditelnily se elektroforézou na
agarbézovém gelu. Poloha ocekdvaného produktu (295 bp) Jje
oznac¢ena Vv gelech 3ipkou. Néasledné se produkty analyzovaly
sekvenovanim DNA. Na pravé strané se nachdzi marker velikosti

DNA.

Pfiklady provedeni vyndlezu

Priklad 1: Produkce expresivnich a substratovych vektoru

Expresivni vektory

Eukaryontni expresivni vektory vhodné pro integrazu Int
divokého typu (pKEXInt), Int-h (pKEXInt-h), Int-h/218
(PKEXInt-h/218) a pEL13 jsou derivaty pKEX-2-XR (popisuje se
v publikaci Rittner et al., (1991), Methods Mol. Cell. Biol.,
2, pp. 176). Uvedeny vektor zahrnuje lidsky cytomegalovirovy
promotor/zesilovaci element (CMV) a RNA sestfih a elementy
polyadenyla¢niho signdlu opic¢iho viru 40 (SV40) Geny integréazy
Int se klonovaly PCR s nédsledujicimi primery
G&B)5-GCTCTAGACCACCATGGGAAGAAGGCGAAGTCAS’
lokalizovanym na 5 koncli genu integrazy Int a
(3289) 5-AAGGAAAGCGGCCGCTCATTATTTGATTTCAATTTTGTCC- 3°
lokalizovaném na 3° konci. Amplifikace se provedla po prvni
denaturaci pfri teploté 95 °C po dobu 4 minut v 30 cyklech
denaturace (teplota 95 °C, po dobu 45 vtefin), navazani
primerd probéhlo pfi teploté 55 °C po dobu 45 vtefin, syntéza
DNA probé&hla pri teploté 72 °C po dobu 2 minut a konecny krok
syntézy trval 4 minuty pf¥i teplot& 72 °C. Vysledny fragment
PCR se klonoval do vektoru pKEX-2-XR pomoci Xbal a Notl.
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Mutant Int-h se wvytvoril =z vektoru pHN16, Jako templéat
(popisuje se v publikaci Lange-Gustafson, B. and Nash, H.
(1989), J. Biol. Chem., 259, pp 12724). Integraza Int divokého
typu a Int-h/218 se vytvorila z pTrcInt a pTrcInt-h/218 jako
templat (popisuje se v publikaci Christ, N. and Droge, P.
(1999) J. Mol. Biol., 288, pp. 825). pELL3 nese navic vedle

genu Int-h kopii sekvence attP*.

Pomoci PCR mutageneze se ze sekvence attP zkonstruovala

sekvence attbP*. PouZily se nasledujici oligonukleotidy:

(03) 5-GTTCAGCTTTTTGATACTAAGTTG-3,
(04) 5'-CAACTTAGTATCAAAAAGCTGAAC-3,
(PC)5ZTTGATAGCTCTTCCGCTTTCTGTTACAGGTCACTAATACCG'
(PD) 5’ -ACGGTTGCTCTTCCAGCCAGGGAGTGGGACAAAATTGA-3".

Amplifikace se provedla po prvnim stupni denaturace pri
teplot& 95 °C po dobu 4 minut s 30 cykly denaturace (teplota
95 °C, po dobu 45 vtetin), navézani primerd probéhlo pfi
teplot& 57 °C po dobu 1 minuty a 30 vtefin, syntéza DNA
prob&hla pfi teploté 72 °C po dobu 1 minuty a 30 vtefin a
konednd syntéza prob&hla pfi teploté 72 °C po dobu 4 minut.
Produkt PCR se inkuboval s restrikénim enzymem Sapl a ligoval
se do pKEXInt-h, ktery se Stépil restrikénim enzymem Sapl.

Kontrolni plazmid pKEX nenese Zadny gen integrazy Int.

2. Substratové vektory

Substrdtové vektory Jjdou derivaty pEGFP (Clontech) .
Rekombinantni kazety jsou fizeny promotorem CMV, coZ garantuje
silnou konstitutivni expresi. pGFPattB/attP se zkonstruoval
vystfiZenim genu GFP (zeleny fluorescenc¢ni protein) z pEGFP
pomoci restrikéniho enzymu Agel a BamHI. Sekvence attB
divokého typu se zallenila jako dvoufetézcovy oligonukleotid
do vektoru &té&peného restrikénim enzymem Agel za pouzZitil

nadsledujicich oligonukleotidu:
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(BlOB)5ZCCGGTTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAACTTGAGCGAACGC3
(BOBD5lAATTGCGTTCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCAGGCTTCAASﬂ

Sekvence attP divokého typu se amplifikovala pomoci PCR
z vektoru pAB3 (Droge, P. and Cozzarelli, N. (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci., 86, pp. 6062) pouzitim nésledujicich
primern:
(pﬂ5ZTCCCCCCGGGAGGGAGTGGGACAAAATTGAJ'
(p6) 5'-GGGGATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3".

Amplifikace se provedla po prvni kroku denaturace pti
teploté 95 °C po dobu 4 minuty s 30 cykly denaturace (teplota
95 °C, 45 vtefrin), navdzédni primerl probihd pfi teploté& 54 °C
po dobu 30 vtefin), syntéza DNA probihd pfi teploté 72 °C po
dobu 32 vtefin) a konec¢ny krok syntézy trvd po dobu 4 minut
pri teploté& 72 °C. Fragment PCR nesouci sekvenci attP se
Stépil restrikénim enzymem Xmal a BamHI a ligoval se
s restrik&nim  fragmentem, ktery nese gen  GFP. Uvedeny
restrikéni fragment GFP se generoval 2z pEGFP restrikénimi
enzymy Agel a EcoRI. Ligac¢ni produkt se klonoval do vektoru,
ktery nese sekvenci attB, Stépeného Mfel/BamHI. Vysledny
substratovy vektor nese gen GFP v opac¢né orientaci s ohledem
na promotor CMV, jeho funkénost pfi integracni rekombinaci se

testovala Int divokého typu v mikroorganizmu E. coli.

S vyjimkou rekombinantnich sekvenci pGFPattL/attR Je
shodny s pGFPattB/attP. Vektor se konstruoval tak, Ze se
nejdfive rekombinuje pGFPattB/attP v mikroorganizmu E. coli,
coz vede k vytvoreni sekvence attl a attR. Nasledné s ohledem
na promotor CMV se vystfihl sprédvné orientovany gen GFP
s ¢astecnou restrikéni reakci s enzymy BsiEI a HindIII. Gen
GFP se nejdrive cely amplifikoval PCR pouzitim nédsledujicich
primerti, aby se zaClenil v opacné orientaci s ohledem na

promotor CMV.
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Qﬂ)5ZAATCCGCGGTCGGAGCTCGAGATCTGAGTCCG’
(p3) 5'- AATCCCAAGCTTCCACCATGGTGAGCAAGGG-3" (obréazek &. 3).
Bmplifikace se provedla po prvnim denaturacnim kroku pfi

teplot& 95 °C (po dobu 4 minuty) s 30 cykly denaturace
(teplota 95 °C, po dobu 45 vtefin), navazani primerd probéhlo
pri teplot& 56 °C po dobu 45 vtefin a syntéza DNA se provedla
pri teploté& 72 °C po dobu 1 minuty a konedny krok syntézy se
provedl p?i teploté& 72 °C po dobu 4 minuty. Fragment PCR se
$tépil restrik&énim enzymem HindIII a nésledné BsiEI a
integroval se do C¢&ste&né Stépeného vektoru, ktery zahrnuje
sekvenci attl a attR v opalné orientaci. Tak pGFPattL/attR
ukazuje stejnou globalni strukturu jako pGFPattB/attP
s vyjimkou pritomnosti attL/attR misto attB/attP.

Lidsky homolog attB attH se amplifikoval z &isténé lidské

DNA pouZitim PCR s nésledujicimi primery:

(B3) 5-GCTCTAGATTAGCAGAAATTCTTTTTG-3"
(B%5ZAACTGCAGTAAAAAGCATGCTCATCACCCCGﬂ

Amplifikace se provedla pro prvnim kroku denaturace pfi
teploté 95 °C po dobu 5 minut wve 30 cyklech denaturace, ktera
probihad p¥i teploté 95°C po dobu 45 vtefin, navéazéni primert
probihd pri teploté 42 °C po dobu 1,45 minut, syntéza DNA
probihd pfi teplot& 72 po dobu 1,45 minuty a koneln&d syntéza
probihd po dobu 10 minut p¥i teploté 72 °C. Primerové sekvence
vhodné pro pripravu sekvence attH se vybraly z EST (pfistupové
&islo N31218, EMBL-databaze). Nelplnd sekvence attH pfitomnéa
v databdzi se ové&fila a doplnila sekvenaci izolovaného
produktu PCR (192 bp). Nasledné& se fragment 3tépil retrykénim
enzymem Xbal a PstI a zallenil se do stejnym zplsobem

upraveného vektoru pACYC187 (ziskaného z instituce New England
Biolabs). Sekvence AttP* se vytvorila cilenou mutagenezi, jak

se popisuje v publikaci Christ, N. and Droge, P. (1999) J.
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Mol. Biol., 288, pp 825) a zac¢lenila se do vektoru, ktery nese

sekvencli attH v opa¢né orientaci ve srovndni s attH. Na

zdkladé této konstrukce vznikd testovaci vektor pACH.

Z mikroorganizmu K. coli  kmene DHSo  se izolovala
plazmidovd DNA (popisuje se v publikaci Hanahen, D. (1983) J.
Mol. Biol., 166, pp. 557) afinitni chromatografii (Qiagen,
Némecko) . Expresivni a substrdtové vektory stejné jako

konstrukce vytvorené PCR se kontrolovaly na zakladé

fluorescence pomoci  373A DNA-sekvenacni systém (Applied
Biosystems). Reakce PCR se provedly pomoci sady ,Master Mix
Kit“ a vysledné produkty se analyzovaly elektroforézou na

agardzovém gelu (0,8 % (hmotnost/objem) v pufru TBE.

Priklad 2: Buné&dnd kultura a konstrukce reportnich buné&cnych

linii

Dofasnd exprese a rekombinantni analyzy se provedly
s lidskou buné&nou linii Burkitova lymfomu (BL60, popisuje se
v publikaci Wolf, J. et al., (1990) Cancer Res., 50, pp.
3095)). Bunky BL60 se kultivovaly v kultivac¢nim médiu RPMI
1640 (od firmy Life Technologies, 1Inc.) obohacené 10 %
fetadlnim telecim sérem a zahrnuji 2 mM L-glutamin,

streptomycin (0,1 mg/ml) a penicilin (100 jednotek/ml).

Reportni bunécné linie BL60 s pGFPattB/attP nebo
pGFPattL/attR stabiln& integrované do genomu se zkonstruovaly
nadsledujicim zplsobem: pfribliZn& 20 pg kazZdého vektoru se
linearizovalo restrikénim enzymem ApaLl a <&istil se extrakci
smé&si fenol/chloroform, srdZelo se ethanolem a zavedlo se do
bunék v ptriblizZném poltu 2 x 107 elektroporaci pfi 260 V a 960
mF za pouZiti zafizeni ,Bio-Rad Gene Pulser™. Stabilni bunécné
linie se vybraly pomoci G418/Genetizin (300 upg/ml) a nasledné
se charakterizovaly PCR, sekvenovanim DNA a Southernovou

analyzou.
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Priklad 3: Rekombinac¢ni analyza in vivo

Aby se provedla intramolekuldrni rekombinace in vivo
pribliZné& 2 x 107 bun&k reportni bun&né linie BL 60 se
transfekovalo 40 pg kazdého kruhového expresivniho vektoru
elektroporaci, jak se popisuje v pfikladu 2. Bufiky se sklizely
po 72 hodindch centrifugaci a genomovd DNA z polovi&niho
mnozstvi buné&k se izolovala afinitni chromatografii podle
instrukci vyrobce (Qiaamp Blood Kit, Qiagen, Némecko) .
Z polovi¢niho mnoZstvi bunék se izolovala RNA (Rneisy kit,
Qiagen, Némecko) nebo se pripravil bunéény 1lyzat westernovou

analyzou (priklad 4).

Rekombinacni analyza s vektorem  pACH se provedla
v mikroorganizmu E. coli, Jak se popisuje shora v textu
(popisuje se v publikaci Christ and Droge, P. (1999) J. Mol.
Biol. 288, pp. 825) pouzZitim rekombindaz Int, Int-h a Int-
h/218. Oéekévané rekombinace pACH vede k inverzi a prokizala

se restrikéni analyzou restrikénimi enzymy HindIII a Aval.

Intermolekuldrni rekombinace pfi integraci pEL13 do genomu
lokalizovaném na lokusu attH bunék BL60 se provedla
nadsledujicim zptisobem: 2x10’ buné&k se transfekovalo 20 ug
kruhového pEL13 pomoci elektroporace, jak se popisuje shora
v textu. Bunky se nanesly na plotny v koncentraci 1x10°
bunék/ml v selekénim médiu (200 pg/ml hygromycinu B) po 48
hodindch a inkubace probihala po dobu 6 aZz 8 tydnu. Z ¢asti
bunééné populace, kterd prezila se po inkubaci podle instrukci
vyrobce ptripravila genomovad DNA (Qiaamp Blood Kit, Qiagen,

Némecko) .
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Aby se zlep3ila intramolekulédrni, integrad¢ni a excizni
rekombinace 0,4 png genomové DNA se amplifikovalo pomoci PCR za
pouziti 20 aZz 50 pmol nasledujiciho primeru: »

(p1) 5 "GGCAAACCGGTTGAAGCCTGCTTTT-3";
(p2) 5 " AATCCGCGGTCGGAGCTCGAGATCTGAGTCC-3;
(p3) 5 " AATCCCAAGCTTCCACCATGGTGAGCAAGGG-37;
QM)5ZAACCTCTACAAATGTGGTATGGJMT,
(p5) 5 . TACCATGGTGATGCGGTTTTG-3;
(p6) 5 . GGGGATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC;
(p7) 5 '-TCCCCCCGGGAGGGAGTGGGACAAAATTGA—3 "

Amplifikace se provedla po prvnim kroku denaturace pfi
teplot& 95 °C (po dobu 5 minut) p#i 30 cyklech denaturace
(teplota 95 °C, po dobu 45 vtefin), pak prob&hlo navézani
primerd pfi teploté& 57 °C po dobu 45 vterin a syntéza DNA pfi
teploté 72 °C po dobu 1,5 minuty a konelny krok syntézy
prob&hl pfi teploté 72 °C po dobu 4 minuty.

Intermolekuldrni integracni rekombinace pEL13 se
detekovala nésledujicim zplsobem. PribliZzné 400 ng genomové
DNA izolované z preZiv3i bunécné populace se 1inkubovalo
s nasledujicimi oligonukleotidy, které se pouZily jako primery

PCR:

(attx1) 5 _AGTAGGAATTCAGTTGATTCATAGTGACTGC-3"
(B2)5 " AACTGCAGTAAAAAGCATGCTCATCACCCC-3".

Amplifikace se provedla po prvnim kroku denaturace pfi
teploté 95 °C (po dobu 4 minuty) pf¥fi 30 cyklech denaturace
(teplota 95 °C, po dobu 45 vtefin), pak probéhlo navazani
primerd pfi teploté 52 °C po dobu 45 vterin a syntéza DNA pfi
teploté& 72 °C po dobu 45 vtefin a konelny krok syntézy probéhl
pri teploté 72 °C po dobu 4 minuty.
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PCR s reverzni transkriptazou se provedla s izolovanou RNA
v mnoZzstvi 4 pg. Nejdfive se syntetizovala cDNA pouZitim
primert oligo-dT podle instrukci vyrobce (pouZitim sady ,First
Strand Synthesis Kit“, Pharmacia). Pak se &tvrtina uvedené
cDNA pouzila jako templat pro néslednou reakci PCR za pouziti
primerd p3 a p4. Aby se testovala delece misto inverze,
izolovand genomova DNA se amplifikovala pomoci primeru p5 a
p6. Transkripty beta aktinu se analyzovaly pouZitim uvedené

cDNA pomoci primera

(AS) 5-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3”

(S) 5'-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3".
Podminky PCR byly stejné jako v pfipadé pouziti primerl pl a2
p7.

Southernova analyza se v podstaté provedla podle protokolu

uvedeného v publikaci Sambrook, J. (1989) Molecular Cloning (2

nd Edt.) Cold Spring Harbor Laboratory Press. Priblizné 10 ug
genomové DNA se 3tépilo na fragmenty pomoci restrikéni
endonukledzy Ncol a Jjednotlivé fragmenty se separovaly na
elektroforézou na agarbdzovém gelu (0,8 % hmotnostni/objem)
v pufru TBE a pfes noc se prevedly na nylonovou membranu.
Sonda GFP urcend pro detekci rekombinace se vytvorila pomoci
PCR pouzZitim primeru p2 a p3. Radiocaktivni znaceni se provedlo
pouzitim dATP a dCTP znadenym *°P podle instrukci vyrobce

(Megaprime. Amersham).

Priklad 4: Westernova analyza

Buné&c¢né lyzaty docfasné transfekovanych bunék se vytvorily
povatrenim bunék v pufru vhodném pro sondu (New England
Biolabs) po dobu 5 minut. Proteiny se separovaly v 12,5 % SDS
polyakrylamidovém gelu podle Jjejich molekulové hmotnosti a
pfes noc se pfrenesly na nitroceluldézovou membridnu (Immobilon
P, Millipore). Membrdna se oSetrila 1 % blokac¢nim roztokem (BM

Chemiluminiscence Western Blotting Kit, Boehringer Mannheim,
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Némecko) a inkubovala se s my$imi monoklon&lnimi protilatkami
fizenymi proti Int divokého typu v Feddni 1 : 50 000
(protilatky od A. Landy, USA). BAby se zviditelnilo poloha
integradzy v gelu pouZily se sekundarni protildtky spojené
s peroxidédzou (BM Chemiluminiscence Western Blotting Kit,
Boehringer Mannheim, Némecko). Jako kontrola se pouzily

extrakty buné&k mikroorganizmu E. coli obsahujici Int.

P¥iklad 5: Vysledky
1. Syntéza Int-h v buikdch BL60

Aby se testovalo, zda Int-h mbZe katalyzovat rekombinaci
v lidskych burikach, je nezbytné ukazat, Ze v uvedenych bufikéch
se syntetizuje rekombindza. Proto se za&lenil eukaryontni
expresivni vektor pKEXInt-h nesouci gen Int-h rizeny
promotorem CMV. Po zavedeni pKEXInt-h do dvou «rlznych
reportnich bun&énych 1linii jmenovité B2 a B3 se analyzou RT-
PCR detekovaly Uplné a spravné modifikované transkripty.
Bunécné lyzaty se zkoumaly westernovou analyzou 72 hodin po
elektroporaci  vektoru pKEXInt-h. Detekce rekombindzy se
provedla mySimi polyklondlnimi protildtkami urdenymi proti
Int. divokého typu. Jako kontrola se do bunék zavedl vektor

PKEX.

Vysledky wukazuji, Ze protein, ktery vykazuje odekdvanou
molekulovou hmotnost je pritomen v bunkéch oSetrenych
elektroporaci s pKEXInt-h. Uvedeny protein se nemohl

detekovat, JjestliZe se pouZil vektor pKEX.

2. Integracni intramolekuldrni rekombinace v lidskych buikach
katalyzovanad Int-h

Westernova analyzy demonstrovala, Ze protein Int-h se

syntetizoval =ze dvou reportnich bunécnych 1linii, pridemZ se

vychazelo =z vektoru pKEXInt-h. Uvedené bunky obsahuji
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substrédtovy vektor pGFPattB/attPp, jako cizorodou DNA
zaC¢lenénou do jejich genomu. Dvé& rekombinantni sekvence vhodné
pro integracni rekombinaci, Jjmenovité attB a attP se nachazeji
ve vzajemné obracené orientaci a lemujl gen GFP. Samotn& gen
GFP se nachazi v obracené orientaci vudi promotoru CMV, ktery
se nachazi proti sméru exprese sekvence attB. Rekombinace mezi
sekvencemi attB a attP pomoci Int-h vede k inverzi genu GFP a
tak k jeho expresi. Celkem se =zkonstruovaly tFi reportni
buneééné linie (Bl aZ B3). Southernova analyza jejich genomové
DNA ukéazala, Ze neékolik kopii pGFPattB/attP Jjako primé
repetice se mohou zaclenit do genomu Bl a B3, zatimco buné&cna
linie B2 obsahuje pouze Jjednu kopii. Zadlené&né sekvence se

oveérily pomoci PCR a naslednou sekvenaci.

Za UCelem testovat rekombinaci mezi sekvencemi attB a attP
se do bunécnych 1liniil zavedly vektory pKEXInt-h a pKEX
oddélené. Bunky se sklizely 72 hodin po elektroporaci, RNA se
izolovala =z Cé&sti uvedenych bunék a zkoumala se exprese GFP
pomoci RT-PCR za pouZiti paru primerd p3/pd4. Uvedené primery
se pouZily k amplifikaci 0,99 kb dlouhého fragmentu DNA,
jestliZe se gen GFP obratil dos3lo k rekombinaci. Vysledky
demonstrovaly, Ze produkt se detekoval ve vSech trech
buné&nych 1linii. JestliZe vektor pKEX se =zavedl do bunék
nedetekoval se Za&dny produkt. Analyzy sekvence DNA izolovaného
produktu PCR potvrdila, Ze se pfepisovala kdédujici oblast genu
GFP a Ze se v transkriptu detekovala sekvence attR misto attP.
Jako kontrola mnoZstvi RNA ve vSech Sesti bunédnych 1linii
stejné jako se Uspésne analyzoval pomoci PCR prvni Ffetézec DNA
transkriptu beta-aktinu syntetizovany reverzni transkriptézou.
Vysledky uké&zaly, Ze transkript byl pritomen vét3inou ve

stejném mnoZstvi.

Rekombinace se detekovala také pf¥imym PCR genomové DNA.
Vysledky demonstrovaly, Ze ocCekavané produkty se mohly

detekovat pouze pary primert p3/pd4 (0,99 kb) a pl/p2 (0,92
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se’ 0len
kb), dJestliZe vektor pKEXInt-h se zavedl do bunék. Analyza
uvedenych produktl sekvenovanim DNA potvrdila, Ze attR a attL
jsou pfritomny v genomu a Ze gen GFP md& po rekombinaci opacnou
orientaci. Tyto experimenty se opakovaly tfikrat, pficemi
rekombinace mezi attB a attP se detekovaly ve vsech tfech
bunécénych 1liniich pomoci RT-PCR a/nebo PCR. Detekce delece
genu GFP pomoci PCR byla negativni pérem primerd p5/p6.
Amplifikovat se mohl pouze ocekdvany fragment o velikosti 1,3

kb, ktery je zaclenény ve vektoru.

Nesiln&jsi signdl, ktery ukazuje inverzi mezi sekvencemi
attB a attP, se opakované ziskal pomoci PCR s bunéénou linii
B3 v dal3im experimentu. Jako vysledek se genomovad DNA Stépila
pomoci restrikéniho enzymu Ncol a testovala se Southernovou
analyzou, kdy se jako sonda pouZil gen GFP. Vysledky ukéazaly,
e restrik&ni fragment genomové DNA se detekoval v bunécné
linii B3, kterd se ocCekiavala jako vysledek inverze mezi attB a

attPk.

Aby se testovalo, zda Int divokého typu a mutant Int-h/218
mohl katalyzovat intramolekuldrni integraéni rekombinaci, take
vektory pKEXInt-h, pKEXInt-h/218 a 3jako kontrola pKEX se
zavedly do reportni buné&né linie B3 elektroporaci v dalsim
experimentu, jak se popisuje v pfikladu 2. Genomova DNA se
izolovala po 72 hodinéch a testovala se rekombinace
prostrednictvim PCR s pdry primerd pb5/p7 a p3/p4, Jak se
popisuje v prikladu 3. Vysledky ukdzaly, Ze oba mutanti Int by
mohly katalyzovat rekombinaci mezi attB a attP, avSak Int

divokého typu neni aktivni.

3. Excizni rekombinace mezi sekvencemi attlL a attR nebyly
detekovatelné

ProtoZe Int-h by mohl katalyzovat také excizni rekombinaci

mezi attl a attR v nepfitomnosti kofaktorl IHF a Xis tFfil

reportnich  bunéénych 1linii  BL6O, které maji stabilné
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integrovany vektor pGFPattL/attR do genomu. Uvedené bun&éné
linie zahrnuji gen GFP obracené orientaci s ohledem na
promotor GMV sousedicil se sekvenci attl a attR misto attB a
attP. Rekombinac¢ni analyzy se provedly pomoci pKEXInt-h, jako
expresivniho vektoru v pfipadé rekombindzy, jak se popisuje
v prikladu 3. Demonstrovaly v3ak, Ze mezi sekvenci attl a attR

se pomoci RT-PCR nebo PCR nedetekovaly ani inverze ani delece.

4. Identifikace a charakterizace pfirozené se vyskytujici
nukleotidové sekvence v lidském genomu, kterd je podobné
sekvenci attB

Mutanti rekombinédzy Int  katalyzuji integracni
intramolekuldrni  rekombinaci v lidskych  bufikach, jak se
demonstrovalo v prikladu 3. Jedna za dvou rekombinantnich
sekvenci, kterd se podili na wuvedené reakci, Jjmenovité
sekvence attB, je 21 bp dlouhd a tvofi prirozenou cast genomu
mikroorganizmu E. coli. Ukdzalo se, Ze né&které rozdily

v sekvenci, ktera se nazyvd rozezndvand oblast jadra sekvence

attB jsou tolerovany rekombindzou Int-h v rekombinaci s attP

(popisuje se v publikaci Nash (1981) Annu. Rev. Gent., 15, pp.

143). Ze statistického hlediska pfitomnost funké&nich

sekvenénich homologli se sekvenci attB v lidském genomu.

V databdzi se muZe identifikovat stale neuplnd sekvence, jako

cast exprimované sekvence tag (EST). Uvedend sekvence se pak

izolovala pomoci PCR z lidské DNA a klonovala se. Analyza
sekvence DNA doplnila sekvenci a dale Southernova analyza

s genomovou DNA bunék BL60 demonstrovala, Ze uvedend sekvence

je <C&sti stéle neznamého lidského genu v pfitomnosti genomu

jako genu s jednou kopii.

Uvedend& sekvence oznacend jako attH se 1181 od sekvence
attB divokého typu ve tfech polohdch. Dva =z nukleotidd se
nachdzi na levé strané rozezndvaci oblasti jadra rekombinédzy
Int (B) a tfeti je <Cast, kterd se nazyvd oblast presahu.

ProtoZe shoda oblasti presahu dvou rekombinantnich sekvenci je
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nezbytna pro ucinnou rekombinaci rekombinédzou Int-h,

respektive nukleotid v poloze 0 v presahu sekvence attP se
zménil =z thymidinu na guanin, coZz vede k sekvenci attPx*.
Sekvence attH a attP* se zaClenily Jjako sekvence s opacnou
orientaci do vektoru (pACH) a testovala se jejich schopnost
rekombinace do mikroorganizmu E. coli. Vysledky ukézaly, ze
rekombindza Int-h a Int-h/218 katalyzovaly inverzi mezi
sekvencl attH a attP* v nepritomnosti IHF. Analyza sekvence DNA
izolovanych rekombinantnich produktd potvrdilo, Ze rekombinace
mezi sekvenci attH/attP* se provadi oclekdvanym mechanizmem.
Naopak rekombinadza Int divokého typu mbZe rekombinovat
sekvence attH/attP* dokonce v pritomnosti IHF pouze velmi
nedostate&né&. Pak sekvence attH Jje potenciondlni integracni
sekvence v pripadé rekombindzy Int-h, které katalyzuje

zadlenéni cizorodé DNA, jenz zahrnuje kopiil sekvence attP*.

5. Integradni intermolekuldrni rekombinace mezi sekvencemi
attH a attP* v lidskych bunkach

Aby se ukazalo, Ze sekvence attH se jako pfirozena cast

lidského genomu mize rakombinovat se sekvenci attp*

v intermolekuldrni reakci, zkonstruoval se vektor PpEL13.

Uvedeny vektor zahrnuje kopii sekvence attP* vedle genu
rekombindzy Int-h, ktery ?idi promotor CMV a gen rezistence na
hygromycin, JjenZz slouzi Jjako selekini marker. Po zavedeni
vektoru pEL13 do bunék BL60 miZe se syntetizovat Int-h a

katalyzuje intermolekuldrni rekombinaci mezi genomovou

sekvenci attH a attP* jako ¢asti vektoru pEL13.

Vektor pEL13 se zavedl do bunék BL60 elektroporaci, jak se
popisuje v pfikladu 2. Uvedené bunky se po 72 hodinéch
vystavily selek&nimu tlaku a fedily se. U populace bunék,
které pre?ily, se po 6 az 8 tydnech testovaly PCR s pary
primerd attxl1/B2. Vysledky ukédzaly, Ze u 13-ti z 31 bunécénych
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populaci se detakovalo zac¢lenéni sekvence attH. Sekvencéni
analyza DNA produktd PCR z rGznych pfistupad potvrdila shodu

rekombinadnich produkti.




38 LIS HNE I
Seznam sekvenci
(2) Informace o SEQ ID NO: 1:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Escherichia coli
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:
ctgecttttet atactaactt g 21
(2) Informace o SEQ ID NO: 2:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 243 péaru bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(1i) DRUH MOLEKULY: DNA
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Bakteriofag lambda
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:
tctgttacag gtcactaata ccatctaagt agttgattca tagtgactgc atatgttgtg 60
ttttacagta ttatgtagtc tgttttttat gcaaasatcta atttaatata ttgatattta 120
tatcatttta cgtttctcgt tcagettttt tatactaagt tggcattata aaaaagcatt 180
gcttatcaat ttgttgcaac gaacaggtca ctatcagtca aaataaaatc attatttgat 240
ttc 243
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(2) Informace o SEQ ID NO: 3:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 102 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
(iii) DRUH MOLEKULY: DNA
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Escherichia coli
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

ctgctttttt atactaagtt ggcattataa aaaagcattg cttatcaatt tgttgcaacg 60

aacaggtcac tatcagtcaa aataaaatca ttatttgatt tc 102

(2) Informace o SEQ ID NO: 4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 162 parua bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:

(11) DRUH MOLEKULY: DNA

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Escherichia coli

(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

tctgttacag gtcactaata ccatctaagt agttgattca tagtgactgc atatgttgtg 60

ttttacagta ttatgtagtc tgttttttat gcaaaatcta atttaatata ttgatattta 120

tatcatttta cgtttctegt tcagettttt tatactaact tg 162

(2) Informace o SEQ ID NO: 5:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 243 parl bazi
(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) DRUH RETEZCE:




(D) TOPOLOGIE:
(iii) DRUH MOLEKULY: DNA
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(B) uméléd sekvence
(ix) ZNAKY:
(D) Jiné informace:
oligonukleotid
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:
tctgttacag gtcactaata ccatctaagt agttgattca
ttttacagta ttatgtagtc tgttttttat gcazaatcta
tatcatttta cgtttctcgt tcagettttt gatactaagt
gctratcaat gaacaggtca ctetcagtca

ttc

ttgttgcaac
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tagtgactgc
atttaatata
tggcattata

aaataaaatc

atatgttgtg
ttgatattta
aaaaagcatt

attatttgat

specifikace umélé sekvence:

60

120
180
240
243
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Zpusob sekvenéné specifické rekombinace DNA v eukaryontni
bunce, vy znacujicili se tim Z e zahrnuje
zavedeni prvni sekvence DNA do bunky, kterd obsahuje
sekvenci attB podle SEQ ID NO: 1 nebo 3jeji derivat,
sekvenci attP podle SEQ ID NO: 2 nebo jeji derivat,
sekvenci attl podle SEQ ID NO: 3 nebo jeji derivat nebo
sekvenci attR podle SEQ ID NO: 4 nebo jeji derivat,
zavedenil druhé sekvence DNA do bunky, JjestliZe prvni
sekvence DNA obsahuje sekvenci attB podle SEQ ID NO: 1 nebo
jejil derivat, uvedend druhd sekvence DNA obsahuje sekvenci
attP podle SEQ ID NO: 2 nebo jeji derivat a naopak nebo
jestliZe uvedena prvnl sekvence DNA obsahuje sekvenci attR
podle SEQ ID NO: 4 nebo jejil derivat uvedend druhd sekvence
DNA obsahuje sekvenci attlL podle SEQ ID NO: 3 nebo jeji
derivat,

provedeni sekvenéné specifické rekombinace integrazou Int

bakteriofagu lambda

Zpusob sekvenéné specifické rekombinace DNA v eukaryontni
bufice obsahujici ve svém genomu prvni sekvenci DNA, ktera
se bud v eukaryontni bufice prirozené vyskytuje nebo se do
ni dfive =zavedla rekombinaci DNA, vy znac¢cuijici
s e t im, Z e zahrnuje kroky b) a c) defindvané v naroku

1.

Zpusob podle ndroku 1 nebo 2, vyznacuijici
s e t im Z e wuvedend prvni sekvence DNA  obsahuje
sekvenci attB podle SEQ ID NO: 1 nebo jeji derivat a
uvedend druh& sekvence DNA obsahuje sekvenci attP podle SEQ

ID NO: 2 nebo jeji derivat.
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Zpusob podle naroku 1 nebo 2, vyzna<c¢cuijici
s e tim, zZ e uvedend prvni sekvence DNA obsahuje
sekvenci attL podle SEQ ID NO: 3 nebo jeji derivat a
uvedena druha sekvence DNA obsahuje sekvenci attR podle SEQ
ID NO: 4 nebo jeji derivat, kde v kroku c¢) Jje navic

pfitomen faktor Xis.

Zplsob podle libovolného naroku 1 az 4,
vyznadcuijicli s e tim, Z e se do bunky navic
zavedla tretil nebo treti a d&tvrtd sekvence DNA obsahujici

gen Int nebo gen Int a gen faktoru Xis.

Zpusob podle naroku 5, vyznacdcuijici
s e tim Z e uvedend tretl nebo uvedend tfeti a/nebo
¢tvrtad sekvence DNA dale obsahuje regulac¢ni sekvenci DNA
ovliviiujici prostorovou a/nebo dolasnou expresi genu Int

a/nebo genu faktoru Xis.

Zpusob podle libovolného z naroku 1 az 6,
vyznadcuijicli s e tim, Z e wuvedend Int Je

upravend integréaza.

Zpusob podle nadroku 7, vyznacuijicli
s e t im, Z e uvedend upravend Int je Int-h nebo Int-

h/218.

Zplisob podle libovolného z naroku 1 az 8,
vyznadcuijilici se tim Z e v kroku c) je navic

zahrnut , integrac¢ni hostitelsky faktor™ (IHF).

Zpuasob podle libovolného z narokl 1 az 9,
vyznadcuijilci s e tim, Z e uvedend prvni

a/nebo druhd sekvence DNA d&le obsahujici sekvence DNA
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12.
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14.

15.

16.
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ovliviiuje zaclenéni uvedené prvni a/nebo druhé sekvence DNA

do genomu eukaryontnich bunék homologni rekombinaci.

Zpnusob podle libovolného z naroku 1 az 10,
vyznadcuijici se tim Z e uvedend prvni
a/nebo druhd sekvence DNA ddle obsahuje sekvenci nukleové

kyseliny kdédujici polypeptid.

Zplsob podle naroku 11, vyznadcuijilci
se tim, Z e uvedeny polypeptid je strukturalni
protein, endogenni nebo exogenni enzym, reguladni protein

nebo markerovy protein.

Zpusob  podle libovolného z narokl 1 a 3 az 12,
vyznadcuijilci s e tim Z e uvedend prvni a
druh& sekvence DNA se =zavedly do eukaryontni buniky na

stejné molekule DNA.

Zplsob podle libovolného z narokl 1 az 13,
vyznadcuijici se tim Z e uvedend eukaryontni

bunka je sav&i bunika.

Zpusob podle naroku 14, vyznacuijilcdi
s e tim Z e uvedend savc¢i bunka Jje 1lidskd, opici,
my3i, krysi, kralici, krec&c¢i, kozi, bovinni, ov&éi nebo

praseci bunka.

Zpusob podle libovolného =z naroklt 1 az 3 a 5 azi 15,
vyznadcuijicdi s e tim, 2 e dale tim, Ze
zahrnuje

provedeni druhé sekvenéné specifické rekombinace DNA po
prvni sekvencné specifické rekombinaci DNA po krocich a) az
c) pomoci Int a faktoru Xis, kde uvedenad prvni sekvence DNA

obsahuje uvedenou sekvenci attB podle SEQ ID NO: 1 nebo
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jeji derivat a uvedend druhd sekvence DNA obsahuje sekvenci

attP podle SEQ ID NO: 2 nebo jeji derivédt nebo naopak.

Zpuasob podle naroku 16 vyznadcuijilecli
s e tim, Z e do uvedenych bunék se dale =zavadi dalsi

sekvenci DNA, ktera obsahuje gen faktoru Xis.

Zplusob podle naroku 17, vyznacuijici
s e tim, Z e uvedend dalsi sekvence DNA obsahuje dalsSi
regulaéni sekvenci DNA ovliviiujici ©prostorovou a/nebo

docasnou expresi uvedeného genu faktoru Xis.

Pouziti sekvence attB podle SEQ ID NO: 1 nebo jejiho
derivdtu a sekvence attP podle SEQ ID NO: 2 nebo jejiho
derivatu nebo sekvence attlL podle SEQ ID NO: 3 nebo jejiho
derivatu a sekvence attR podle SEQ ID NO: 4 nebo jejiho
derivatu v sekvencné specifické rekombinaci DNA

v eukaryontnich bunkach.

Sekvence nukleové kyseliny podle SEQ ID NO: 5 nebo jeji
derivat, kterd zahrnuje aZ Sest substituci s podminkou, Ze

derivat neni sekvence attP divokého typu.

Vektor, ktery obsahuje uvedenou sekvenci nukleové kyseliny
podle né&roku 20 a sekvenci nukleové kyseliny kdédujici

terapeuticky gen nebo jeji fragment DNA.

Vektor podle nadroku 21, kde uvedeny terapeuticky gen Jje gen
CFTR, gen ADA, gen receptoru LDL, gen f-globinu, gen
faktoru VIII nebo gen faktoru IX, gen alfa-l-antitrypsinu
nebo gen dystropinu nebo genovy fragment jednoho

z uvedenych genu.




23.

24.

25.

26.

27.

28.

L 4

45

"Tee e
esee

*
e LXK J

Vektor podle naroku 21 nebo 22, kde uvedend dal3i sekvence
nukleové kyseliny obsahuje dalsi expresivni a/nebo

transkripéni elementy.

Vektor podle libovolného z ndrokl 21 az 23 vhodny pro
pouZiti jako lécebného prostfedku v lidské nebo veterinarni

mediciné.

Pou?iti vektoru podle libovolného =z ndrokd 21 aZ 23 pfi

vyrobé& lécebného prostfedku pro somatickou genovou terapii.

Eukaryontni bufika, kterou Jje moZné ziskat podrobenim
uvedené eukaryontni bunky podle naroku 1 nebo 2 zplsobu

podle libovolného z naroka 1 az 18.

Transgenni organizmus obsahujici alespon jednu bunku podle

naroku 26.

Organizmus podle néaroku 27, kterym je myS, krysa, krdlik

nebo krecek.
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