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Summary

Regulation of gene expression in gene therapy is crucial for obtaining the
therapeutic effects, thanks to limitation of transgene activity to the selected
cells in a given time. In this paper we have focused on plasmid expression sys-
tems regulated by doxycycline or hypoxia. We have described in details the
structure, regulatory elements and biological applications of 1) the modified,
commercially available Tet-On system, expressing doxycycline-controlled
f-galactosidase and 2) hypoxia-activated FGF-4/VEGF expression plasmid con-
taining the hypoxia responsive sequence. The presented expression systems
can also be used in viral vectors, enabling not only regulated, but also high and
long-term expression of transgenes.
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1. Wstep

Podstawowa cechg, a zarazem ograniczeniem wiekszoS$ci
wektorow uzywanych w terapii genowej jest stosowanie promo-

toréw konstytutywnych, nie pozwalajacych na regulacje poziomu

* Wktad tych os6b do pracy byt taki sam.
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transkrypcji transgenu. Obecnie coraz cze$ciej siega sie jednak po sekwencje pro-
motorowe, ktore moga by¢ aktywowane przez czynniki wewnetrzne lub przez po-
dawane leki, umozliwiajagc regulacje ekspresji transgenu i jego indukcje tylko
w okreslonych komérkach i sytuacjach patofizjologicznych.

1.1. Regulacja ekspresji genéw w systemie Tet-Off i Tet-On

Regulowana ekspresje transgenu w wektorze plazmidowym zastosowano po raz
pierwszy u bakterii. Niektore biatka uzyskiwane na skale przemystowa w bakteriach
sg dla nich w duzych stezeniach toksyczne, zatem geny kodujgce pozadane biatka
uruchamia sie dopiero, woéwczas gdy hodowla bakteryjna jest juz w fazie zaawanso-
wanego wzrostu. W jednym z efektywniejszych systeméw tego typu wykorzystano
naturalng zdolnos$¢ niektorych bakterii do opornosci na tetracykline, antybiotyk ha-
mujacy translacje poprzez wigzanie sie do rybosomu. Wykazano, ze ulegajacy kon-
stytutywnej ekspresji represor promotora dla biatka wypompowujgcego tetracykli-
ne z komorki jest inaktywowany po zwiazaniu z tetracykling, co w konsekwengji
chroni komérki bakteryjne przed antybiotykiem. Te zalezno$¢ wykorzystano do
konstrukcji bakteryjnego systemu regulowanej ekspresji transgenu, a nastepnie prze-
niesiono ja na modele eukariotyczne.

Istniejg dwa modele regulacji ekspresji genéw przez antybiotyki z grupy tetracy-
klin: Tet-Off (1) i Tet-On (2). W systemie Tet-Off ekspresja genu jest hamowana tak
dtugo dopoki antybiotyk nie zostanie usuniety z pozywki. W systemie Tet-On do ak-
tywagji transgenu dochodzi po dodaniu doksycykliny (antybiotyku z grupy tetracy-
klin), a maksymalna ekspresja jaka udaje sie uzyska¢ w tym systemie jest porowny-
walna do nieregulowanych promotoréw CMV (3).

W plazmidowym systemie Tet-Off istotne znaczenie ma biatko regulatorowe,
ktorego sekwencja kodowana jest przez bakteryjny gen TetR oraz fragment genomu
virusa HSV kodujacego aktywujacg domene VP16 (4). Fuzja domeny VP16 do TetR
przeksztalca inhibitor w aktywator transkrypgcji, a biatko powstajace na jego matry-
cy i noszgce nazwe tTA (ang. tetracycline-controlled transactivator) indukuje ekspresje
genu poprzez zwigzanie sie do operatora tet-O (rys. 1). Pojawienie sie w komorce
doksycykliny blokuje ekspresje transgenu, gdyz antybiotyk wiazac sie z biatkiem
tTA zmienia jego konformacje uniemozliwiajac przylaczanie sie do promotora tetO
(rys. 1).

W systemie Tet-On do sekwencji TetR-VP16 doczepiony zostat fragment ko-
dujacy cztery aminokwasy (rTetR) (2,5), co w konsekwencji odwrdcito catkowicie
funkcje biatka tTA zmieniajgc to bialko w aktywator rtTA (ang. reverse TA). Przy bra-
ku doksycykliny biatko to nie moze przylgczy¢ sie do promotora tetO i nie dochodzi
wéwczas do ekspresji transgenu. Dopiero dodanie antybiotyku zmienia konforma-
¢je rtTA, umozliwiajgc aktywacje promotora tetO i w konsekwencji indukcje ekspre-
sji genu. Typowy system Tet-On przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 1. Schemat dziatania systemu ekspresyjnego Tet-Off regulowanego przez doksycykline. Przy
braku antybiotyku biatko tTA wigze sie do sekwencji aktywatorowej tetO w obrebie promotora CMV.
Podanie doksycykliny powoduje zmiane konformacji biatka tTA przez jego zwiazanie z antybiotykiem
i zahamowanie transkrypgji.
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Rys. 2. Schemat dziatania systemu ekspresyjnego Tet-On regulowanego przez doksycykline. Doda-
tek antybiotyku umozliwia biatku rtTA wigzanie do sekwencji aktywatorowej tetO w obrebie promotora
CMV. Brak doksycykliny powoduje zahamowanie transkrypcji na skutek utraty przez rtTA zdolnosci do
wigzania sie do promotora.
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W praktyce, aby ograniczy¢ tzw. przeciekanie plazmidu (czyli samoistng, niekon-
trolowang ekspresje transgenu), do transfekcji komorek uzywa sie czesto zmodyfi-
kowanego systemu Tet-On. W ukladzie takim zmniejszenie niekontrolowanej eks-
presji osiggane jest poprzez wprowadzenie dodatkowego represora, tzw. tetS. Sys-
tem ten zostal wykorzystany w obecnej pracy, a schemat jego dziatania jest omé-
wiony w rozdz. 2.

1.2. Regulacja ekspresji genéw przez hipoksje

Hipoksja (niedotlenienie) jest jednym z istotnych bodZcéw regulujacych ekspres-
je genéw zaangazowanych w angiogeneze, czyli powstawanie nowych naczyn krwio-
nos$nych. Stezenie tlenu w tkankach ulega nieustannym wahaniom w zaleznosci od
stanu i kondycji organizmu. Przy prawidlowym ci$nieniu parcjalnym tlenu (w nor-
moksji) system hydroksylaz prolinowych hamuje ekspresje wybranych grup genéow
poprzez inaktywacje biatka HIF-1 (zob. (6,7)). HIF-1 (ang. hypoxia inducible factor-1)
jest czynnikiem transkrypcyjnym odpowiedzialnym za utrzymanie rownowagi ener-
getycznej zarowno na poziomie komoérkowym jak i systemowym. Do proceséw pod-
legajacych kontroli biatka HIF-1 nalezg m. in. glikoliza, erytropoeza i angiogeneza
(8).

Biatko HIF-1 to heterodimer zbudowany z podjednostki HIF-1a i HIF-1f zdol-
nych do wigzania DNA (9). Oba biatka wytwarzane sg konstytutywnie, ale HIF-1p jest
podjednostkg stabilng, natomiast HIF-1a jest forma o czasie pottrwania krotszym
niz 5 minut w warunkach normoksji. Za rozpad podjednostki HIF-1a odpowiedzial-
na jest ubikwitynacja prowadzaca do degradacji bialka w proteasomie (10) (rys. 3).
U podstaw tego procesu lezy posttranslacyjna modyfikacja tej podjednostki po-
przez zalezng od tlenu hydroksylacje reszt proliny w pozycjach 402 i 564 przez hy-
droksylazy prolinowe (11). Taka hydroksylacja stanowi sygnat do ubikwitynacji, kie-
rujac podjednostke HIF-1a do degradacji z udziatem biatka VHL (von Hippel-Lindau)
bedacego fragmentem rozpoznawczym ligazy wigzgcej ubikwityne E3 z biatkiem
przeznaczonym do degradacji (12,13).

W warunkach hipoksji zaréwno hydroksylacja proliny jak i kierowana przez do-
mene VHL degradacja HIF-1a s3 mato wydajne, co w konsekwencji prowadzi do
wzrostu stezenia HIF-1oo w komoérce. Stabilna podjednostka HIF-1oe dimeryzuje
z HIF-1B i razem tworza kompleks transkrypcyjny wigzacy sie do genomowej se-
kwencji HRE (ang. hypoxia responsive element) w obrebie promotora genu regulowa-
nego przez hipoksje (rys. 3).

Posrod wielu genéw indukowanych przez HIF-1 mozna wyrézni¢ przede
wszystkim geny zaangazowane w angiogeneze takie jak czynnik wzrostu
srodbtonka naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor), receptor VEGFR-1
(flt-1), neuropiline-1, angiopoetyny oraz indukowalng syntaze tlenku azotu (iNOS)
(zob. (6,14)).
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Rys. 3. Schemat szlakow sygnatowych biatka HIF-1. UB — ubikwityna, HIF-1 — hypoxia inducible
factor =1, HRE — hypoxia responsive element, EPO — erytropoetyna, PGK1 — kinaza fosfoglicerynianu-1,
VHL - biatko von Hippel-Lindau, FIH — czynnik hamujacy HIF-1 (factor inhibiting HIF-1), VEGF — czyn-
nik wzrostu srodbfonka naczyn, HIF-1 — czynnik indukowany przez niedotlenienie-1.

Inaczej niz w przypadku systemu Tet-On uzywanego giéwnie in vitro oraz
u zwierzat, systemy regulowanej ekspresji genéw oparte na biatku regulatorowym
HIF-10 i sekwencji HRE moga stanowic¢ obiecujgce narzedzie w terapii genowej u lu-
dzi. Wektory zawierajace czynniki proangiogenne pod kontrolg sekwencji HRE mo-
glyby sta¢ sie pomocne np. w leczeniu choroby niedokrwiennej serca lub w niedo-
krwieniu konczyn u ludzi.

Celem pracy bylo przygotowanie plazmidéw i zbadanie mozliwosci regulowania
ekspresji transgenow in vitro przez tetracykline w systemie Tet-On i przez niedotle-
nienie poprzez zastosowanie sekwencji regulatorowej HRE.

2. Materialy i metody

2.1. Hodowle komorek NIH 3T3 oraz HEK293

Wszystkie eksperymenty, w ktorych wykorzystano regulowany przez doksycykli-
ne system ekspresji genéow Tet-On wykonane zostaly na linii mysich fibroblastéw
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NIH 3T3 zakupionych w American Type Tissue Culture Collection (Manassas, VA, USA).
Komorki te hodowano w pozywce DMEM HG (4,5 g/L. glukozy; Gibco) wzbogaconej
w 10% surowice wolowa oraz penicyline (100 U/mL) i streptomycyne (10 pug/mL).

Do badania poziomu ekspresji genow FGF-4 oraz VEGF-A pochodzacej z regulo-
wanego przez niedotlenienie plazmidu pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF wy-
korzystano linie komérkowa HEK-293 (ang. human embryonic kidney epithelial cell line,
Stratagene), dostarczong przez Stefana Kochanka (Ulm, Niemcy). Komérki te hodo-
wano podobnie jak NIH 3T3.

2.2. Konstrukcja wektora pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF zawie-
rajacego geny FGF4 i VEGF indukowane przez hipoksj¢

Strategia konstrukcji plazmidu pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF zostata
przedstawiona na rysunku 4. Plazmid pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF, ktérego doktadna
konstrukcje opisano w pracy (15), zostat poddany trawieniu endonukleazg EcoRI
(Fermentas) w celu usuniecia wstawki (zawierajacej fragment CMV, kurzy promotor
B-aktyny oraz intron), a nastepnie oczyszczony przy uzyciu zestawu Gel-Out (AQA
Biotechnology), po rozdziale w 1% zelu agarozowym. Przeciety plazmid zostal pod-
dany defosforylacji przy uzyciu fosfatazy (Antarctic Phosphatase, New England Bio-
labs) w celu unikniecia recyrkularyzacji. Minimalny promotor CMV (minCMV) zostat
powielony z plazmidu pBI (Clontech) przy uzyciu reakcji PCR (temperatura faczenia
starterow 54°C, 30 cykli) z zastosowaniem starteréow nCMV1_F oraz CMV1_R (tab.).

Tabela

Para starteréw uiytych do klonowania promotora minCMV

Starter Sekwencja

nCMVI_F 5 ARG C1AG ONBBOBH 6 TCGAGTAGGCGTGTACG 3

CMVI_R 5 ACGMMEIOMMBRIG TACCGAGCTCGGATTCGGG 3’
KW

Produkt reakcji PCR rozdzielono w 2% zelu agarozowym, wyizolowano zesta-
wem Gel-Out (A&A Biotechnology), a nastepnie poddano ligacji (ligazg T4; New En-
gland Biolabs) z przecietym uprzednio plazmidem pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF. Mie-
szaning ligacyjna transformowano kompetentne komorki E. coli (X-Gold; Stratagene)
metoda z zastosowaniem szoku termicznego. Po wyizolowaniu plazmidu z transfor-
mantéw potwierdzono zaréwno obecno$¢ jak i prawidlowa orientacje promotora
minCMV reakcja PCR. W kolejnym etapie plazmid pTR-UF-22-minCMV-FGF4-ires-VEGF
zostal poddany trawieniu enzymem Mlul (Promega), a nastepnie ponownie rozdzie-
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Rys. 4. Strategia konstrukcji plazmidu pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-GFP. Szczegélowy opis
w tekscie.

Oligo HRE gorna ni¢

5 CGCGTGCTGTGCAGGACGTGACAGCTGTGCAGGACGTGACAGCTGTGCAGGACGTGACAA 3
Oligo HRE dolna ni¢

5 CGCGTTGTCACGTCCTGCACAGCTGTCACGTCCTGCACAGCTGTCACGTCCTGCACAGCA 3’

v

HYBRYDYZACJA
5 CGCGTGCTGTGCAGGACGTGACAGCTGTGCAGGACGTGACAGCTGTGCAGGACGTGACAA 3’
3A ACGACACGTCCTGCACTGTACGACACGTCCTGCACTGTTGCGC &’
FOSFORYLACJA KONCOW 5’
@- 5" CGCGTGCTGTGCAGGACGTGACAGCTGTGCAGGACGTGACAGCTGTGCAGGACGTGACAA 3’
JA ACGACACGTCCTGCACTGTACGACACGTCCTGCACTGTTGCGC 5’

Rys. 5. Oligonukleotydy kodujace 3xPGK1 HRE z miejscami ciecia dla Mlul. Oba oligonukleotydy uzy-
skano drogg syntezy chemicznej, a nastepnie poddano hybrydyzacji i fosforylacji na konicach 5°, niezbed-
nej do wklonowania fragmentu do plazmidu (rys. 4).
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lony w 1% zelu agarozowym, wyciety i oczyszczony zestawem Gel-Out (A&A Biotech-
nology) oraz poddany defosforylacji. Do dalszego klonowania uzyto dwéch oligonu-
kleotydow kodujgcych sekwencje 3xPGK1 HRE, sklonowang z promotora genu kina-
zy fosfoglicerynowej — PGK1 (16) i zawierajacych na obydwu koncach miejsce re-
strykcyjne dla enzymu Mlul (rys. 5). Obydwa nukleotydy wymieszano ze soba i pod-
dano denaturacji w 95°C przez 10 minut, a nastepnie schtodzono do 50°C w tempie
1°C/min. Po osiaggnieciu 50°C obnizono temperature skokowo do 4°C.

Tak przygotowang sekwencje HRE poddano fosforylacji z uzyciem kinazy polinu-
kleotydowej T4 (New England Biolabs), a nastepnie wklonowano do uprzednio stra-
wionego Mlul plazmidu pTR-UF-22-minCMV-FGF4-ires-VEGF. Obecno$¢ wstawki
HRE, po wczesniejszej amplifikacji plazmidu w komorkach bakterii X-Gold, potwier-
dzona zostafa analiza restrykcyjng oraz sekwencjonowaniem.

2.3. Przejsciowa transfekcja komoérek HEK293 wektorami plazmidowymi
(system regulowany przez niedotlenienie)

Dzien przed transfekcjg komorki wysiewano na szalki 24-dotkowe, tak aby na-
stepnego dnia uzyska¢ konfluencje 50-70%. Transfekcje wykonywano za pomoca oli-
godendrymeru SuperFect (Qiagen) zgodnie z zaleceniami producenta. W tym celu
w probowce przygotowywano mieszanine transfekcyjng sktadajaca sie z: 1 ug pla-
zmidowego DNA, 60 uL pozywki wolnej od surowicy i antybiotykéw oraz 5 ul od-
czynnika SuperFect. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej do mie-
szaniny dodawano 350 pL petnej pozywki i podawano na komérki (410 pl/dotek).
Po uplywie 6 godzin usuwano mieszanine transfekcyjng i po przeptukaniu komérek
PBS dodawano 0,5 mL swiezej pozywki. Komoérki hodowano przez nastepne 48 h.

3. Stymulacja HIF-1 w komérkach HEK293 — inkubacja z DMOG

W celu dokonania indukcji czynnika transkrypcyjnego HIF-1 24 h po transfekcji
plazmidami pTR-UF-22-minCMVFGF4-ires-VEGF i pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-
-VEGF komoérki byly poddawane dziataniu dimetylooksoalliloglicyny, (DMOG 500 uM;
Alexis Biochemicals), bedgcej czynnikiem imitujgcym hipoksje poprzez hamowanie
aktywnosci hydroksylaz prolinowych (17). Po 24 h od dodania DMOG zbierano po-
zywki, w ktorych oznaczano poziom FGF-4 oraz VEGF-A przy zastosowaniu testu
ELISA (R&D).
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4. Stabilna transfekcja komoérek NIH 3T3 — zmodyfikowany system
Tet-On regulowany przez doksycykling

Do transfekcji komorek NIH 3T3 uzyto gotowego zestawu plazmidéw firmy
Clontech. W zestawie tym znajdowaly sie 4 plazmidy: pTet-On, pBI-X, pTet-TS i pTK-hyg
(rys. 6). Wszystkie transfekcje przeprowadzono na komérkach rosngcych w butel-
kach o powierzchni 25 cm2. Do pierwszej transfekcji uzyto 0,5 pg plazmidu pTet-On
oraz 5 pg plazmidu pTet-TS.

W plazmidzie pTet-On pod kontrolg petnego promotora CMV znajduje sie gen
biatka rtTA, ktore pod nieobecno$¢ doksycykliny nie jest w stanie wigzac sie z ope-
ratorem Tet-O i aktywowac transkrypcji genu wprowadzonego w plazmidzie pBI-X.
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\mp SIyks 1

pTet-tTS

SV polyA

Col E1 Ori

Col K1 Ori

Amp
HSV TK
polyA

Lack

Col EN Ori
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Rys. 6. Plazmidy uzyte w doswiadczeniach z czteroplazmidowym zmodyfikowanym systemem
Tet-On. A. Plazmid pTet-On koduje aktywatorowe biatko rtTA, aktywowane po dodaniu doksycykliny.
B. Plazmid pTet-TS koduje biatko inhibitorowe tTS, ulegajace inaktywacji po dodaniu doksycykliny.
C. Plazmid pBI-X zawiera sekwencje B-galaktozydazy oraz sekwencje MCS, dzieki ktérej do plazmidu
mozna wprowadzi¢ dowolny gen X. D. Plazmid pTK-hyg koduje biatko opornosci na hygromycyne umoz-
liwiajgce selekcje komoérek opornych na ten antybiotyk.
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Rys. 7. Schemat dziatania zmodyfikowanego systemu ekspresyjnego Tet-On/TetS. Dodatek antybio-
tyku umozliwia biatku rtTA wigzanie sie do sekwencji aktywatorowej tetO i jednoczes$nie inaktywuje
biatko inhibitora transkrypcji tTS wigzgce sie w tym samym miejscu. Usuniecie doksycykliny powoduje
odtaczenie sie biatka rtTA, aktywacje inhibitora tTS i zahamowanie transkrypcji genu X.

W celu unikniecia przeciekania z plazmidu pBI-X genu X dodatkowo zastosowano
kotransfekcje z drugim plazmidem pTet-TS kodujacym biatko tTS hamujgce tran-
skrypcje pod nieobecno$¢ doksycykliny. Biatko tTS sktada sie z aktywatora tetR
potaczonego z hamujgca domeng SDKid-1, Procedure transfekcji wykonano stosujac
oligodendrymery SuperFect jak przy transfekcji przejsciowe;.

Po okoto trzech tygodniach selekcji w pozywce zawierajacej 450 pug/mL genety-
cyny (G418; Gibco) komérki oporne na antybiotyk, czyli zawierajgce plazmid
pTet-On z opornoscia na neomycyne, poddano kolejnej kotransfekcji, do wykonania
ktorej uzyto 5 pg plazmidu pBI-X kodujacego B-galaktozydaze (gen reporterowy)
i wklonowany w miejsce MCS inny transgen (praca w przygotowaniu) oraz 0,1 ug
plazmidu pTK-hyg umozliwiajacego niezalezng selekcje pozytywnych klonéw w obec-
nosci hygromycyny (rys. 6).

Po nastepnych 3 tygodniach hodowli w obecnosci G418 oraz hygromycyny (Invi-
trogen) pozytywne klony zostaly sprawdzone na aktywno$¢ B-galaktozydazy po
podaniu réznych dawek doksycykliny (Sigma). Ogolny schemat dziatania uzyskane-
go w ten sposo6b systemu Tet-On/Tet-S przedstawiono na rysunku 7.

Analiza statystyczna. DoSwiadczenia wykonywano w duplikatach i powtarzano
co najmniej dwukrotnie. Istotnos$¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta.

BIOTECHNOLOGIA 3 (78) 82-97 2007 91



Stawomir Golda i inni

5. Wyniki

5.1. Wykorzystanie plazmidu pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF do re-
gulowanej przez DMOG ekspresji FGF4 i VEGF-A

Wektor pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF skonstruowano wedtug proce-
dury opisanej w rozdz. 2. Po ligacji promotora minCMV (rys. 5,8A) do wektora
pTR-UF-22-FGF4-ires-VEGF i transformacji bakterii otrzymano trzy kolonie. Uzyskane
z nich plazmidy zostaly poddane reakcji PCR w celu sprawdzenia obecnosci i orienta-
¢ji wstawki (rys. 8B) z zastosowaniem starteréw nCMV1_F, CMV1 R (tab.) oraz
FGF_R (komplementarnego do fragmentu sekwencji FGF-4) (rys. 8C). Okazalo sie, ze
wszystkie analizowane kolonie zawieraly plazmidy z wstawka o prawidtowej orienta-
¢ji. W nastepnym etapie plazmid poddano trawieniu endonukleazg Mlul (rys. 5,8D)
i pofaczono z uprzednio uzyskang sekwencjg HRE. Po transformacji bakterii uzyska-
no 7 koloni, ktére nastepnie poddano analizie restrykcyjnej na obecnos¢ plazmidu

A B
M1 minCMV PTR-UF-22-minCMV(?)-
FGF4-ires-VEGF
M1 pBIPC) 1 2 3
L ]
331bp 242 bp .
242 bp 190 bp — G S S— 19000
190 bp ——
MI C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7
c D

IDEAL not. dig Miul

. -

2555 bp
1827 bp
1241 bp
900 bp | W= 242 bp | . -
190 bp | =

Rys. 8. Konstrukcja plazmidu pTR-UF-22-minCMV-FGF4-ires-VEGF. A. Elektroforeza DNA promotora
minCMV uzyskanego za pomocg PCR z plazmidu pBI. B. Wyniki reakcji PCR sprawdzajgcej obecnos¢ pro-
motora minCMV (190 bp) potwierdzajgce jego obecnos¢ w trzech badanych koloniach. C. Reakcja PCR
sprawdzajaca obecno$¢ promotora minCMV we wszystkich plazmidach (wielkos¢ fragmentu DNA —
705 bp), CF —startery nCMV1_F i FGF, CR — startery CMV_R i FGF. D. Elektroforeza strawionego endo-
nukleazg Mlul plazmidu pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF (6113 bp). E. Analiza restrykcyjna pla-
zmidoéw pochodzgcych z o$miu kolonii sprawdzajgca obecnos¢ sekwencji HRE, obecnos¢ fragmentu
DNA 256 bp w probce reprezentujacej klon 6 wskazuje na obecnos¢ wstawki HRE w plazmidzie.
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Rys. 9. Test ELISA na obecnosc biatek FGF-4 (A) i VEGF (B) w pozywce znad komoérek HEK293 transfe-
kowanych plazmidem pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF. Komorki hodowano w warunkach nor-
moksji oraz stymulowano DMOG (500 puM, 24 h) imitujgcym hypoksje. Kontrole stanowily komorki ni-
czym nie transfekowane lub transfekowane plazmidem pTR-UF-22-minCMV-FGF4-ires-VEGF pozbawio-
nym sekwencji HRE. Wyniki pokazujg $rednig = SD dwoch doswiadczen wykonanych w duplikatach.

pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF z zastosowaniem enzymu EcoRI. Tylko jed-
na kolonia (numer 6) zawierata pozadany plazmid (rys. 5,8E). Zostal on namnozony i uzyty
do doswiadczen sprawdzajacych mozliwo$¢ indukcji ekspresji FGF-4 oraz VEGF.

Pomiary stezenia bialek VEGF i FGF-4 w pozywkach zebranych znad komoérek
HEK293 transfekowanych plazmidem pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF i sty-
mulowanych DMOG przez 24 h (rys. 9A,B) wykazaly duza skutecznos¢ sekwengji
HRE regulujacej aktywnos$¢ promotora minCMV. Promotor ten po stymulacji DMOG
podniést 15-krotnie ekspresje FGF-4 i 2-krotnie ekspresje VEGF, w poréwnaniu
z promotorem pozbawionym sekwencji HRE.
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5.2. Wykorzystanie systemu regulowanego przez doksycykling¢ ekspresji ge-
now Tet-On

Komoérki NIH 3T3 transfekowano plazmidami pTet-On i pTet-TS, a nastepnie po
selekcji w pozywce z G418 wykonano kolejng transfekcje plazmidem pBI-X (zawie-
rajgcym gen reporterowy kodujgcy B-galaktozydaze) oraz plazmidem pTK-hyg (nio-
sgcym oporno$¢ na hygromycyne). W efekcie otrzymano klony komoérek stabilnie
zmodyfikowanych, w ktorych ekspresja 3-galaktozydazy jest regulowana przez dok-
sycykline. Pomiary aktywnosci B-galaktozydazy w jednym z klonéw przedstawiono
na rysunku 10. Zaobserwowano indukcje ekspresji p-galaktozydazy po dodaniu an-
tybiotyku, widoczng szczegélnie w barwieniu histochemicznym (rys. 10B). Bardziej
czuly pomiar spektrofotometryczny wykazat jednak takze aktywnos¢ tego enzymu
w komorkach nie traktowanych doksycykling, co wskazuje na pewng nieszczelnos$¢
systemu regulacji (rys. 10A).

A [0 NIH 3T3 wt
20 4
[l NIH 3T3 Tet-On
5 16
=
N
c 12
o
>
3
£ 8
s
>
& 4
0 -

ctrl 0,1 0,3 1
doksycyklina [png/ml]

kontrola 0,1 png/ml dox. 0,3 pg/ml dox. 1 ng/ml dox.

Rys. 10. Aktywnos$¢ B-galaktozydazy w zmodyfikowanej genetycznie linii mysich fibroblastéw NIH
3T3 traktowanych doksycykling. (A) Oznaczenie spektrofotometryczne aktywnosci B-galaktozydazy.
(B) Reakcja histochemiczna z X-gal wykazujgca aktywno$c¢ p-galaktozydazy. Komérki NIH 3T3 stabilnie
transfekowane plazmidem z genem lacZ pod kontrolg promotora tetO (Tet-On) oraz komorki nietransfe-
kowane (wt) stymulowano doksycykling (0,1-1 png/mL) przez 24 h, a nastepnie sprawdzono aktywnos$¢
B-galaktozydazy. Kazdy stupek reprezentuje srednig = SD z 3 eksperymentéw, wykonanych w duplika-
tach. Wartosci wyrazone sg jako procent kontroli.
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6. Dyskusja

W prezentowanej pracy opisano dwa systemy regulacji ekspresji genéw wyko-
rzystywane w eksperymentalnej terapii genowej. Umozliwiaja one uzyskanie eks-
presji wprowadzonego transgenu po podaniu antybiotyku doksycykliny lub poprzez
indukcje czynnika transkrypcyjnego HIF-1, spowodowana niedotlenieniem lub sty-
mulacjg farmakologiczng.

System regulacji ekspresji genéw przez doksycykline zostal przedstawiony na
przyktadzie indukcji B-galaktozydazy w komoérkach NIH 3T3. Gen tego enzymu za-
warty jest w plazmidzie pBI posiadajgcym dodatkowo sekwencje MCS umozliwia-
jaca wklonowanie dowolnego genu, ktérego ekspresje mozna regulowac analogicz-
nie do ekspresji B-galaktozydazy. Wykorzystujac ten wektor mozna w tatwy sposéb
wilaczac i wytaczac badany gen, majac jednocze$nie mozliwos¢ wizualnej oceny po-
ziomu jego ekspresji poprzez pomiar aktywnosci -galaktozydazy. W naszych bada-
niach system ten wykorzystano do konstrukcji plazmidu zawierajgcego obok genu
reporterowego rowniez sekwencje kodujgca reduktaze biliwerdyny (BVR). Umozli-
wito to znalezienie odpowiedzi na szereg pytan zwigzanych z funkgcja i rolg BVR in
vitro (praca w przygotowaniu).

Istotne znaczenie dla tego systemu ma wprowadzenie do komoérek plazmidu
pTet-tTS kodujgcego biatko tTS hamujgce tzw. przeciekanie genu z plazmidu pBI.
Niestety, w praktyce rzadko udaje sie osiggnac calkowite wyciszenie genu w plazmi-
dzie pBI, co potwierdzily rowniez nasze obserwacje.

System Tet-On zastosowano m.in. do produkgji szczepionek przeciwko wiruso-
wi HIV-1 (18). W tym celu stworzono wariant wirusa, ktorego replikacja $cisle zale-
zala od poziomu biatka aktywatorowego rtTA regulowanego przez doksycykline.
Dzieki temu replikacja wirusa HIV-rtTA mogta by¢ czasowo wigczana przez podanie
odpowiednich dawek antybiotyku, co umozliwialo dos¢ scista kontrole odpowiedzi
uktadu odpornosciowego (18).

Innym przyktadem zastosowania tego systemu moze by¢ wykazanie znaczenia
biatka c-Src w rozwoju raka piersi. W tym celu stworzono linie komérek MCF7 z in-
dukowang przez doksycykline negatywnga, dominujacg forma biatka c-Src (c-SrcDN).
Zbadano zalezno$ci pomiedzy biatkiem c-Src, a szeregiem biatek sygnalowych oraz
zaobserwowano, ze nadekspresja biatka c-SrcDN ogranicza migracje i proliferacje
komorek. Nastepnie wykazano, ze podanie komoérek MCF7 zawierajacych gen SrcDN
do myszy typu nude (z uposledzonym ukladem odpornosciowym) prowadzito do
rozwoju nowotworu, a jednoczesne podanie doksycykliny bardzo drastycznie ogra-
niczato rozwoj guza (19).

W pracach nad plazmidem aktywowanym przez niedotlenienie uzyskano wektor
pTR-UF-22-HRE-minCMV-FGF4-ires-VEGF kodujacy czynniki angiogenne FGF-4 i VEGF-A.
Plazmid ten zawiera syntetyczng sekwencje HRE (3 powtorzenia sekwencji HRE
z promotora genu PGK-1) regulujacg aktywnos$¢ promotora minCMV. Taki syntetycz-
ny promotor (HREminCMV), o potencjalnie duzych mozliwo$ciach zastosowania
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w terapii genowej, powinien wykazywac niskg aktywno$¢ w normoksji, a wysoka
w tkankach niedotlenionych. Niewielka samoistna ekspresja transgenu jest istotna,
poniewaz ogranicza ona dziatanie biatka poza tkanka docelowa, natomiast wysokie
stezenie czynnika terapeutycznego w miejscu pozadanym zwieksza prawdopodo-
bienstwo, ze wystepuje on w dawce wystarczajacej do wywotania efektu biologicz-
nego.

Wyniki testu ELISA wykazaly duza skuteczno$¢ syntetycznego konstruktu
HRE-minCMV, bowiem stymulacja DMOG, zwiazkiem aktywujgcym HIF-1, prowa-
dzita do 15-krotnego wzrostu stezenia FGF-4 i 2-krotnego VEGF-A. Na podstawie
stezenia FGF-4 i VEGF w pozywce stwierdzono rowniez, ze podstawowa aktywnos$¢
konstruktu HRE-minCMV w normoks;ji jest niska. Warto zauwazy¢, ze w warunkach
symulacji niedotlenienia przez DMOG (zahamowania aktywnosci hydroksylaz proli-
nowych) poziom VEGF-A byt wyzszy niz FGF-4. Mogto to wynikac stad, ze aktywowa-
ny HIF-1 indukuje ekspresje takze endogennego VEGF-A, wykrywanego przez ten
sam test ELISA. Endogenny VEGF moze by¢ tez indukowany w odpowiedzi na sama
procedure transfekgji, dlatego w komérkach kontrolnych transfekowanych plazmi-
dem pozbawionym sekwencji HRE poziom biatka VEGF w stosunku do komorek nie
transfekowanych byl wyzszy. Ekspresja FGF-4 w komérkach kontrolnych nie prze-
kraczata natomiast progu detekcji.

Plazmid zawierajacy geny czynnikéw proangiogennych, takich jak FGF-4 i VEGF-A,
pod kontrolg promotora HRE-minCMV mogtby znalez¢ zastosowanie na przyktad
w terapii genowej choroby niedokrwiennej serca lub leczeniu niedokrwienia kon-
czyn. Co wazne, opisany w pracy wektor plazmidowy moze by¢ uzyty do produkgji
wektoréw AAV (ang. adeno-associated virus), ktére moga zapewni¢ diugotrwatg i wyz-
szg ekspresje transgenéw w docelowych tkankach.

Ograniczenie ekspresji czynnikow proangiogennych, a zwtaszcza VEGF, wylacz-
nie do obszaru tkanek niedotlenionych, moze mie¢ zasadnicze znaczenie dla zdro-
wia pacjenta. Niekontrolowana nadekspresja VEGF moze bowiem prowadzi¢ do po-
wstania naczyniakéw (20), a takze, poprzez stymulacje angiogenezy, moze nasila¢
rozwdj ukrytych nowotworow.

Kilka interesujgcych przyktadéw zastosowania wektoréow regulowanych przez
niedotlenienie opisano w eksperymentalnej terapii choréb uktadu krazenia. Uzyska-
no w ten sposob zwiekszenie ekspresji VEGF w niedotlenionych tkankach transdu-
kowanych wektorem AAV zawierajgcym gen VEGF pod kontrolg HRE (21). Rozmaite
modyfikacje systemu regulacji ekspresji zaleznej od HIF-1 wykorzystano takze do
indukgcji oksygenazy hemowej-1 w niedotlenionych kardiomiocytach (22-26) i ko-
moérkach progenitorowych srédblonka (27). Szerszy opis tych strategii mozna zna-
lez¢ w pracach przegladowych (28,29).

Skutecznos$¢ systeméw regulowanej ekspresji gendéw zostala potwierdzona
w pracach badawczych, co stwarza nadzieje na ich wykorzystanie w prébach klinicz-
nych. Moga by¢ one szczegdlnie przydatne tam, gdzie wymagana jest precyzyjna
kontrola zaré6wno miejsca jak i poziomu ekspresji transgenu.
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