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Zpasob oSetreni lidskych nadort genovou terapii a
odpovidajici rekombinantni viry

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez se tykd metody 1léCeni lidskych
nadort genovou terapii. Tvka se zejména defektnich
rekombinantnich vird nesoucich sekvenci kédujici specificky
antigen lidskych nédort a jejich pouZiti pro preventivni nebo
kurativni 1lédeni lidskych nadorfi, stejn& jako pro vytvoreni
specifickych CIL in vitro nebo ex vivo. Tyk&d se také
farmaceutickych kompozic téchto virl zejména v injektovatelné

formé.

Dosavadni stav techniky

Genova terapie spo&iva v opravé sniZeni schopnosti nebo
anomalie vloZenim genetické informace do buliky nebo do
postiZeného organu. Tato informace miZe byt vloZena, bud in
vitro do bun&dného extraktu orgénu a potom reinjektovana do
organizmu, nebo in vivo primo do postiZené tkané. Co se tyce
molekul s vysokou molekulovou hmotnosti a s negativnim
nadbojem, DNA obtiZné& spontéané prechazi pres fosfolipidovou
pun&&nou menbranu. Pouzivaji se tedy rtzné vektory, aby
umo¥nily pfenos genu: pouzivaji se Jjednak virové vektory,
jednak chemické vektory nebo/a biochemicke, prirodni nebo
syntetické. Chemické vektory nebo/a biochemické vektory Jsou
napfiklad kationty (fosfore&nan vapenaty, DEAE-dextran, ...),
které ptsobi vytvorenim sraZeniny s DNA, kterd mbZe byt
fagocitovéna buiftkami. MbZe se také Jjednat O lipozomy do
kterych je DNA zahrnuta, a ktera fazuje s plazmidovou
membrénou. Syntetické vektory pro prenos genl jsou v3eobecné
lipidy nebo kationické polymery, které vytvareji komplax s
DNA a tvori s ni &astice nesouci na povrchu pozitivni naboj.




Tyto castice jsou schopné interagovat s negativnim nabojem
bunéfné membrédny a potom Jjsou schopné . projit bunédnou
membranou. Jako priklad se mohou uvést vektory
dioktadekylamidoglycylspermin (DOGS, Transfectam™) nebo
N—[l-(2,3—dioleyloxy)propyl]—N,N,N—trimethylamonium chlorid
(DOTMA, Lipofectin TM). Byly také vyvinuty chimérni proteiny:
jsou tvoreny polykationickou Ccasti, kterd kondenzuje DNA,
vazanou k ligandu, ktery se fixuje na membrénovém receptoru a
odnasi komplex do bun&k endocytosou. Je teoreticky moZné
zacilit tkd&n nebo urditou bun&&nou populaci ke zvy3eni
biodisponibility prendSeného genu in vivo (viz Behr, 1993,
Cotten et Wagner, 1993). Mezi potencionelné& pouZitelnymi viry
jako vektory pro prenos genl se mohou uvést zejména retroviry
(RSV, HMS, MMS, atd.) wvirus HSV, adeno associated virusch a
adenoviry. Tyto viry byly pouZity pro infikovani raznych

buné&&énych typu.

Byly vyvinuty pfistupy genové terapie pro 1léd&eni
ridznych typl patalogii, v&etnd poruch nervového systému,
kardiovaskuldrni nemoci nebo rakovin. Co se tyCe zejména
oblasti rakovin, byly navrZeny riizné pristupy ve vedlej3ich
oborech. Studie popisuji pouZiti lymfocytld ex vivo kultivaci
v pritomnosti 2-interleukinu nebo transfekci s genem
2-interleukinu. Prijaté imunoterapeutické studie byly také
zaloZeny na purifikovanych monocytes makrofagda, které byly
aktivovany ex vivo interferonem pro zvyseni jejich
tumorocidni schopnosti, potom reinjektovany pacientu
(Anderssen et al., Cancer Res. 50 (1990) 7450). Byla také
popsana moZnost pouZiti geneticky modifikovanych makrofagt
(WO95/06120) . Daldi série pristupt je zaloZena na pfenosu
toxickych gend schopnych zplsobit prfimo nebo neprimo smrt
rakovinovych bunék. Tento typ pfistupu byl popsdn napriklad s
genem thymidin-kinasy pfenesené in vivo bud adenovirovym
vektorem (PCT/FR94/01284, PCT/FR94/01285) nebo Stépovanim
bunék produkujicich retrovirdlni vektor (Caruso et al., PNAS
90 (1993) 7024). Dal3i pouZité geny Jjsou napfiklad gen




cytosindeaminasy.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez se Vztahuje k nové metodé 1écCeni
rakovin. Tato metoda je zamérena na léleni lidskych nédort,
zejména melanoml. Metoda podle vynadlezu Je zaloZena na
prenosu a expresi in vivo specifickych antigenl 1lidskych
nadord Jjako Jjsou melanomy schopné vyvolat (i) imunitni
ochranu proti wvzniku tohoto typu rakoviny a (ii) Sirfeni
populace specifickych cytotoxickych bunék T (CTL)
predstavujicich tyto antigeny a také destrukci imunitnim

systémem odpovidajicich né&dorovych bunék.

Imunitni systém m&, mezi Jinymi funkcemi, schopnost
zajistit ochranu proti wvirovym infekcim. Tato schopnost Jje
zajidténa cytotoxickymi lymfocyty T (CTL). CTL maji dveé
vyznacné charakteristiky: Jjsou vysoce specifické a vysoce
G¢inné. Ni¢i infikované buniky po urceni virového antigenu na
jejich povrchu. Antigen, o ktery se jedna, se projevuje ve
form& peptidu spojeného s molekulou histokompatibilniho
komplexu tridy I (CMH-I). V oblasti tumord bylo pozorovano,
zpolatku v my3i, Ze maligni bufiky tvori komplexy peptidovych
molekul CMH-I schopnych vyvolat, jako v rémci antivirové
odpovédi, imunitni odpovéd fizenou CTL. Tyto peptidy
pochazeji zejména z proteinl kdédovanych mutovanymi geny nebo
selektivnd aktivovanymi geny v nadorovych buikach. Tyto
proteiny jsou oznalené specifickymi antigeny nadord. Na
lidskych nadorech Dbyly charakterizovany rGzné antigeny

rozpoznané CTL.

PredloZeny vyndlez se tykd nové metody léceni lidskych
nadort. Vyplyva zejmén z upresnéni vektord virového plvodu
schopnych prenést a exprimovat 1in vivo specifické antigeny

lidskych n&dorl nebo melanomi. Je zaloZen zejména na myS$Sich




modelech, které ukazuiji, Ze defektni rekombinantni adenoviry
jsou schopné vyvolat imunizaci proti tomuto typu antigend
umoZfiujicich ziskat in vivo lymfocytovou odpovéd proti témto
antigentm, zejména nadorovym bufikam je nesoucich. Tato metoda
podle vynédlezu umoZfiuje tedy prenosem téchto genl pisobit na
vyvoj lidskych nadortd ucinnym zpﬁsobem, tim Ze zastavi jejich

vyvoj, mizZe vést k odstranéni.

Prvni predmét vyndlezu tedy spociva v rekombinantnim
defektnim adenoviru obsahujicim vloZeny ve svém genomu,
nukleovou kyselinu kédujici protein nebo specificky peptid
nadoru, zejména celek nebo c&ast specifického antigenu nebo

melanomu.

Jednd se predev3im o antigen lidského melanomu. Jedna
se zejména o fragment specifického antigenu lidského melanomu
odpovidajiciho ¢&asti vyjadfené CTL ve spojeni s molekulami
CMH-I. Specifické antigeny lidskych néadord byly jiZ popsany
(Thierry Boon et al., US5,342,774; US5,405,940; WO092/20356;
WO094/23031; W094/21126). Tyto antigeny oznalené vyrazem MAGE,
jsou selektivné exprimovany v nadorovych bufikach, zejména v
lidskych nédorech. Byly popsany rtzné lidské geny MAGE,
zejména MAGE-1, MAGE-2, MAGE-3, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6,
MAGE-7, MAGE-8, MAGE-9, MAGE-10, MAGE-11, MAGE-12. Jako
reprezentativni priklad my3ich homologickych gend se mohou
uvést geny S-MAGE-1 a S-MAGE-2. Co se tyCe zejména genl BAGE,
GAGE a RAGE, jsou to zéstupci jiné podobné rodiny genu.

Podle upfednostfiovaného zpusobu provedeni vynalezu,
predloZeny vynadlez se tykd defektniho rekombinantniho
adenoviru, ktery obsahuje, vloZeny ve svém genomu, nukleovou
kyselinu kdédujici protein nebo peptid odvozeny od proteinu
vybraného mezi proteiny Mage-1, Mage-3, Bage, Gage a Rage.
Tyto antigeny jsou vlastné nejvice selektivni v tom smyslu,
e nebyly detekovany na Z4&dné nenddorové somatické burice.
Byla popsana sekvence antigenu mage-1 a odpovidajiciho genu
(Van der Bruggen et al., Science 254 (1991) 1644). Byla také




popsana sekvence CcDNA, kterd kéduje Mage-1 a Mage-3
(napriklad Gaugler et al., J. Exp. Med. 179 (1994) 921).

Jak je jiZ naznaceno, upfednostiiovany zpisob provedeni
vynalezu je reprezentovan defektnim rekombinantnim
adenovirem, ktery obsahuje, zahrnuty ve svém genomu,
nukleovou kyselinu kédujici peptid proteinu Mage-1, Mage-3,
Bage nebo Gage obsahujici &ast vyjadrenou CTL ve spojeni s
molekulami CMH-I. Geny Mage, Bage a Gage kd&éduji proteiny
znadné velikoti. Tyto proteiny Jjsou degradovany enzymovou
digesci v bufice, kterd vede k degeneraci peptidd. Jsou to
peptidy, které jsou tedy umistény na povrchu bunék, a které
jsou rozpoznany CTL ve spojeni s molekulami CMH-I (viz
obrazem 2). Vynélez se tyka zejména rekombinantnich
adenovirl, které obsahuji nukleovou kyselinu kédujici peptid
proteinu Mage-1, Mage-3, Bage nebo Gage obsahujici <Zast

vyjadrenou CTL.

Podle specifického zplisobu provedeni vynalezu
predloZeny  vynalez se tyka rekombinantnich adenoviru
obsahujicich, zahrnutou ve svém genomu, sekvenci SEQ ID n°l.
Tato sekvence obsahuje sekvenci kdédujici nonapeptid (27pb)
Mage-1, ktery Jje vyjadfen molekulou HLA.Al cytotoxickych
lymfocytl T. Jednd se o sekvenci obsaZenou mezi rezidui 55 azZ
82 sekvence SEQ ID n°l.

Podle jiného specifického zpisobu provedeni vynalezu se
predloZeny vynédlez tyka rekombinantnich adenovirt
obsahujicich, zahrnutou ve svém genomu sekvenci SEQ ID n°2.
Tato sekvence obsahuje sekvenci kd&dujici nonapeptid (27pb)
Mage-3, ktery Jje vyjadfen molekulou HLA.Al cytotoxickych
lymfocytia T.

Podle Jjiného zplsobu provedeni vyndlezu predloZeny
vyndlez se tyka rekombinantnich adenovird obsahujicich,
zahrnutou ve svém genomu, nukleovou kyselinu, kterd kdéduje
antigenni peptid genu P1A mastocytomu p8l5 my3i DBA/2 (SEQ ID




n°3).

Jak je jiZ naznacdeno adenoviry podle vynalezu umoZnuji
pfenos a G&innou expresi té&chto antigennich peptidld in wvivo.
UmoZAuji také vyrazné stimulovat in vivo vznik specifickych
cytotoxickych lymfocytld T téchto antigeni, ktery selektivné

nid¢i kaZdou butiku, kterd m& na svém povrchu tento antigen.

Viry podle vynédlezu jsou tedy pouZitelné pro pfipravu

farmaceutické kompozice urlené pro 1lédeni rakovin, JjejichzZ
buniky maji antigen Mage na svém povrchu. Pro pfipravu
takovychto kompozic, nadorové bufiky (zejména melanomy)
pacienta jsou prednostné odebrany a analyzovany pro (i)
urdeni exprese genu Mage napriklad RT-PCR a (ii) pripadné

typizovani tohoto antigenu Mage. Adenovirus, ktery obsahuje
nukleovou kyselinu kédujici celek nebo &ast odpovidajiciho

antigenu je konstruovan a pouZit pro podavani.

Viry podle vyndlezu mohou byt také pouzity in vitro

(nebo ex vivo), pro vytvoreni populace specifickych
cytotoxickych bun&k T wurcitého nadorového antigenu. Proto
populace buné&k Jje infikovand virem podle vynalezu, potom

uvedena do kontaktu s prekurzorem bunék CTL. Specifické buiky
antigenu mohou byt tedy selekovadny in vitro, amplifikovéany,
potom pouzZity napriklad jako medikamenty pro specifickou
destrukci odpovidajicich nadortd. Buné&cn& populace infikovana
virem podle vynédlezu obsahuje vyhodné bunky, které obsahuji
antigeny (APC) .

(WO95/06120)

MadZe se Jednat zejména o makrofagy

nebo bunky B.

V adenovirech podle vyndlezu, vloZend nukleova kyselina
(cDNA),
nebo hybridni konstrukce sloZend napriklad z cDNA, do

miZe byt fragment komplementdtni DNA genomické DNA
(gDNA)
které je vloZen jeden nebo vice intronl. MiZe se také jednat
Jak

kterad kéduje kazdy

o syntetické nebo semisyntetické sekvence. je jiz

naznaceno jednd se o nukleovou kyselinu,
protein nebo peptid odvozujici protein vybrany mezi Mage-1l,




Mage-3, Bage a Gage. Ve smyslu predloZeného vynalezu, exprese
peptidu odvozujiciho tento protein naznacuje, Ze nukleova
kyselina mizZe kédovat fragment proteinu, a Ze tento fragment
miZe byt vhodny pro vytvoreni CTL. Fragment podle vynélezu
nese tedy alespon antigenni  determinant rozpoznany
specifickou CTL. Tyto fragmenty mohou byt ziskdny vSemi
odborniky znamymi technikami zejména genetickou modifikaci
nebo/a chemickou modifikaci nebo/a enzymovou modifikaci nebo
také klonovanim expresi, umoZiiujici selekci wvariant v
zavislosti na jejich biologické aktivité. Genetické

modifikace zalleniuji suprese, delece, mutace atd.
VlioZend nukleovd kyselina je predev3im cDNA nebo gDNA.

VloZend nukleova kyselina obsahuje také sekvence
umoziiujici expresi v infikovanych Dbunkd&ch antigenu nebo
fragmentu antigenu. MiZe se jednat o sekvence, které Jjsou
prirozené odpovédné za expresi vy3e uvedeného antigenu, kdyZ
tyto sekvence schopné fungovat v infikované bulice. MiZe se
také jednat o sekvence rGzného plvodu, oznaCené heterologni
sekvence (odpovédné za expresi jinych proteind, nebo stejnych
syntetickych) . MizZe se jednat zejména 0 promotory
eukaryontnich nebo virovych gend nebo odvzenych sekvenci
stimulujicich nebo potlacujicich transkripci genu specificky
nebo nespecificky, induktivneé nebo neinduktivné. Napriklad se
miZe jednat o sekvence promotord pochazejicich z genomu
buniky, kterd se poZaduje infikovat, nebo z genomu viru a
zejména se mlZe jednat o promotory gend E1A, MLP adenoviry,
promotor CMV, LTR-RSV, SRa, atd. Mezi eukaryontnimi promotory
se mohou uvést promotory ubikvitinové (HPRT, vimentin,
a-actin, tubulin atd.) promotory strfednich filament (desmin,
neurovldkna, keratin, GFAP, atd.) promotory terapeutickych
gent (typ MDR, CFTR, faktor VIII atd.) specifické tkanové
promotory (pyruvatkinasa, villin, promotor stfevniho proteinu
vadzani mastnych kyselin, promotor actinu o bunék hladkého
svalstva, specifické promotory pro jatra, Apo AI, Apo AII,




lidsky Albumin atd.) na

steroidnich hormoni,

nebo také promotory odpovidajici

stimuly (receptory receptor kyseliny

retinové atd.). Mimo Jjiné tyto sekvence exprese mohou byt
modifikovany adici aktivacnich sekvenci, regulacénich sekvenci
atd. KdyZ

exprese miZe byt vloZena do genomu defektniho viru po sméru

vlioZend nukleovd kyselina neobsahuje sekvence

této sekvence.

Viry podle vyndlezu jsou defektni, tudiZ nejsou schopné
Genom defektnich virh
tedy

alespoli sekvence nezbytné pro replikaci vySe uvedeného viru v

se autonomé@ replikovat v cilové bulice.

pouZitych v ramci predloZeného vynalezu je zbaven

infikované bufice. Tyto oblasti mohou byt bud vylouceny (uUplné
jinymi
Defektni wvirus nicméné

nebo z&&sti) nebo zbaveny funk&nosti substituci

sekvencemi, zejména vloZenym genem.

zachovava sekvence genomu, které jsou nezbytné pro

enkapsidaci virovych c&astic.

mohou byt ziskdny od rbznych

Existuji rdzné adenovirové serotypy,

Viry podle vynalezu
adenovirovych serotypd.
jejich# struktura a vlastnosti se ponékud rbzni. Mezi témito
serotypy se pfrednostné pouzivad v ramci predloZeného vynalezu
typu 2 nebo 5 (Ad 2 nebo Ad 5)
(viz prihlaska W094/26914).

adenoviry zvifeciho plvodu pouZitelnych v ramci prfedloZeného

lidsky adenovirus nebo

adenovirus zvirfeciho plvodu Mezi
hovéziho, my3iho
(1990) 81),
opi¢iho ptvodu

vyndlezu se mohou uvést adenoviry psiho,
Beard et al., Virology 75
také

zvireciho plvodu je prednostné

pivodu (napfiklad Mavl,

ov&iho, praseciho, ptaciho nebo
(naptfiklad SAV).
adenovirus psi,

nebo A26/61 (ATCC VR-800)).

prednostn& pou?ivéd adenovirus 1lidského puvodu nebo puvodu

Adenovirus
prednostné adenovirus CAV2 (souche manhattan

V ramci predloZeného vynalezu se

psiho nebo jejich smés.

Defektni adenovirus vynalezu obsahuje ITR,

sekvenci umozZfiujici enkapsidaci a nukleovou kyselinu zajmu. V
oblast E1

podle

genomu adenoviru podle vynalezu je alespon




nefunk&ni. PoZadovany virovy gen miZe byt zbaven funkcnosti
vdemi odborniky znamymi technikami, zejména uUplnou supresi,
substituci, &astelnou deleci nebo adici jedné nebo vice basi
v pozZadovaném genu nebo poZadovanych genech. Tyto modifikace
mohou byt ziskany in vitro (na izolované DNA) nebo in situ
napriklad prostfednictvim technik genové terapie nebo také
pisobenim mutagennich ¢&inidel. Mohou byt modifikovany take
jiné oblasti zejména oblast E3 (W095/02697), E2 (W094/28938),
E4 (W094/28152, WO094/12649, W095/02697) a L5 (WO95/02697).
Podle uprednostifiovaného zplsobu provedeni vynalezu adenovirus
podle vynalezu obsahuje deleci v oblastech El a E4. Podle
jiného uprednostiiovaného zplsobu provedeni adenovirus
obsahuje deleci v oblasti El na Grovni, ve které jsou vloZeny
oblast E4 a nukleovd kyselina (viz FR94 13355). Delece v
oblasti El1 zasahuje vyhodné nukleotidy 454 aZ 3328 (Fragment
PvuII-BgIII) nebo 382 aZ 3446 (fragment HinfII-Sau3A). Delece
v oblasti E4 vyhodn& obsahuje alesponl faze ORF3 a ORF6.

Nukleovd kyselina za&jmu miZe byt vloZena do raznych
oblasti genomu adenoviru. Genom adenoviru Jje sloZen z
linearni dvouvléknové DNA velikosti 36 kb. Obsahuje zejména
sekvenci obracené repetice (ITR) na kaZdém konci, sekvenci
enkapsidace (Psi), rané geny a pozdni geny (viz obrazek 1).
7zadsadni ranné geny jsou obsaZeny v oblastech El, EZ, E3 a E4.
Mezi nimi geny obsaZené v oblasti El Jjsou nezbytné pro
virovou propagaci. Hlavni pozdni geny Jjsou obsaZeny Vv
oblastech L1 a? L5. Genom adenoviru AdS5 byl zcela sekvenovan
a je dostupny na zadkladé dat (viz zejména Genebank M73260).
Pravé tak &asti genoml, ba dokonce celek genomu adenovirud
(Ad2, Ad7, Adl2 atd.) byl také sekvenovan. Nukleova kyselina
zajmu je prednostn& vloZena do nepodstatné oblasti k produkci
defektnich rekombinantnich wvird. Je prednostné vloZena na
Grovni oblasti E1, kterd je defektni wve viru a doplnéna
produkovanou 1linii, na Grovni oblasti E3, ktera neni
podstatnd pro produkci rekombinantnich vird (jeji inaktivace
nemusi byt transkomplementdrni) nebo také v oblasti E4. V
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tomto poslednim pripadé je nezbytné doplnit funkce E4 béhem
produkce, bud spolelnou transfekci s plazmidem nebo pomocnym
virem nebo prostfednictvim pfijatelné linie. Je jasné, Ze
mohou byt pouZita i jind mista. Pristup k nukleovée sekvenci
genomu umoZfiuje odbornikovi identifikovat oblasti umoZiiujici

vloZit nukleovou kyselinu zajmu.

Defektni rekombinantni adenoviry podle vyndlezu mohou
byt pripraveny v3emi odborniky znamymi technikami (Levrero et
al., Gene 101 (1991) 195, EP 185 573, EMBO J. 3
(1984) 2917). Adenoviry produkovany DNA

rekombinantniho viru v odpovidajici bunééné kapsidacni linii.

Grahanmn,

jsou transfekci

M&Ze se Jjednat o Jjednoduchou transfekci, kdyZ se miZe

pfipravit konstrukce nesouci spolecn& genom rekombinantniho

viru nebo, Jjako Je to v nejcastéjsim pripadé spolecCnou
transfekci vice fragmentd DNA nesoucich rGzné cZasti
rekombinantniho virového genomu. V tom pripadé proces

zahrnuje jednu nebo vice etap obecné rekombinace mezi riznymi
konstrukcemi v bund&dné enkapsidadni 1linii pro vytvoreni DNA
rekombinantniho wviru. Riznymi zplsoby mohou byt pripraveny

riizné fragmenty pouZité pro produkci viru. Nejv3eobecnéji

pouzivand technika spo¢ivd v izolaci virové DNA a potom

modifikaci in vitro klasickymi metodami molekuldrni biologie
atd.).

purifikovany a pouZity pro transfekci

(digesce, 1ligace Ziskané konstrukce jsou potom

enkapsidac¢ni linie.

Jiné techniky spocivaji v pouziti plazmidu nesouciho cCast
genomu rekombinantniho viru, ktery je spoleCné transfektovan

s virem nesoucim chyb&jici East genomu. Jiné moZnosti

prokaryontnich plazmidd pro pripravu
(viz Bett et al.,

spoc¢ivajli v pouZiti

virovych DNA pouZitelnych pro transfekci

PNAS 91 (1994) 8802, FR95 01632).
PouZitd buné&c¢nd linie musi prednostné (i) byt
transformovatelnd vy3e uvedenymi elementy a (ii) obsahovat

sekvence schopné doplnit <&ast genomu defektniho adenoviru

prednostnd ve form& integrované pro vyhnuti se nebezpecli
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rekombinace. Jako priklad linie se mlZe uvést ledvinova linie
lidského embrya 293 J. Gen. 36 (1977)
59), zaClenénou ve svém genomu levou Céast
genomu adenoviru Ad5 (12%)
El a E4 tak, jak je popséno zejména v prihlaskach vyndlezi
n°wo094/26914 a W095/02697.

(Graham et al., Virol.
kterad obsahuje,

nebo linie schopné doplnit funkce

Adenoviry, které Jjsou rozmnoZeny, Jsou ziskany a

purifikovany podle klasickych technik molekuléarni biologie,

jak je naznaCeno v prikladech.

se tvyk&d také kazidé farmaceutické
defektnich

PrfedloZeny vynalez

kompozice obsahujici jeden nebo vice

rekombinantnich adenovir( tak, jak Jje popsano. Farmaceutické
kompozice podle vynadlezu mohou byt formulovany
to

intramuskuldrné, podkoZné, transdermikalné...

z pohledu

podavani a oralnég, parenterdlng, intranasalng,

intravendzné,
kazdé

infikované

farmaceutické
defektnim
Kompozice

PredlozZeny vynalez se tyka

kompozice obsahujici bunky

rekombinantnim adenovirem tak, Jjak Je popsano.
podle wvyndlezu vyhodné obsahuje bufiky poskytujici
(APC)

je JiZ popsano.

antigen
infikované defektnim rekombinantnim adenovirem tak, jak

Jako priklad se mohou uvést makrofagy nebo

lymfocyty B. Vyndlez se také tyk&d kompozice obsahujici
cytotoxické buiky T (CTL) specifické nédorovému antigenu,
pripravené kultivaci bunéénych prekurzorl v pritomnosti bunék
poskytujicich antigeny (APC) infikované defektnimi

rekombinantnimi adenoviry tak jak je popsano.

Farmaceuticka kompozice podle vyndlezu obsahuje vhodné
farmaceutické wvehikulum pro injektovatelnou formu. MiZe se
jednat zejména o roztoky soli (dihydrogenfosforecnan sodny,

hydrogenfosforednan sodny, chlorid sodny, draselny, vapenaty
atd. téchto

izotonické nebo kompozice suché zejména lyofilizované,

PO

nebo horelnaty nepbo smés soli), sterilni,

které

pridavku, podle pripadu, sterilované vody nebo
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fyziologického séra umozZnuji injektovatelnou formu kompozice.

Davka viru pouzita pro injekci mlZe byt prizplsobena

pouZzitého  podévani,
k také délce

l1éCeni. VSeobecné rekombinantni adenoviry podle vynadlezu jsou

riaznym parametrim zejména  zplUsobu

patologii, genu urceného exprimovani nebo

formulovany a poda&vany ve formé& davek, kterd obsahuje mezi
10* a 10" pfu, prednostn& 10° aZ 10" pfu. Termin pfu ("plaque
forming units") odpovidd infekéni schopnosti virového roztoku

a je wurcena infekci urcité bunécné kultury a nasledném
mérenim po 15 dnech poctu plakl infikovanych bunék. Techniky
urceni velikosti pfu virového roztoku Jjsou dobfe popsany v

odborné literature.

Adenoviry podle wvyndlezu mohou byt pouZity pro léceni
nebo prevenci rakovin =zahrnujice zejména lidské nadory (pro

antigeny Mage~1 aZ Mage-12, Gage a Bage a Rage) sarkomy (pro

antigeny Mage-1).

Nésledujici obrazky a priklady bliZe ilustruji wvynélez,

aniz by v3ak v jakémkoliv sméru omezovaly jeho rozsah.

Legenda k obrazklm a tabulkam
Obrazek 1: Genetické usporadani adenoviru AdS5

Obréazek 2: Exprese a opracovani antigenl mage

Obrazek 3: Konstrukce plazmidd pAd.SRa-MAGE

Obrézek 4: Protokol ¢&.1 imunizace my$i DBA/2 ad-PlA
nebo kontrolou

Obréazek 5: Protokol ¢.2 imunizace my$i DBA/2 ad-PlA

nebo kontrolou

Tabulka 1:
bunék Ad-Mage podle vyndlezu

Prokdzani specifické 1lyzy CTL infikovanych

Tabulka 2: Prokdza&ni schopnosti bunék infikovanych
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Ad-Mage podle vynalezu stimulovat produkci TNF klonem CTL

Tabulka 3: Prokdzani imunizace myS$i DBA/2 injekci podle
protokolu ¢.1, Ad-PlA (Tabulka 3A) nebo adenovirové kontroly,
Ad-BGal (Tabulka 3B)

Tabulka 4: Prokézani imunizace my3i DBA/2 injekci podle
protokolu &¢.2, Ad-PlA (Tabulka 4A) nebo adenovirové kontroly,
Ad-BGal (Tabulka 4B)
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V3eobecné techniky klonovani, molekularni biologie

Klasické metody molekularni biologie takové jako jsou

odstredovani plazmidové DNA v gradientu chloridu
cesnatého/ethidiumbromidu, digesce restrikdénimi enzymy,
elektroforéza na gelu, transformace v E. coli, sraZeni

nukleovych kyselin atd.
1989).

jsou popsany v odborné literatufe

(Maniatis et al.,

Enzymy byly dodany firmou New-England Biolabs (Beverly,

MA) .

Pro ligaci byly fragmenty DNA rozdéleny na =zakladé
velikosti na 0,8 - 1,5% agarosovych gelech, purifikovany
GeneClean (BIO101, LaJdolla CA) a inkubovany pres noc pri

teplot® 14°C v pufru 50 mM Tris-HCl pH 7,4, 10 mM MgCl,, 10

mM DTT, 2 mM ATP v pritomnosti DNA-ligasy fagu T4.

Byla také provedena amplifikace PCR (Polymerase Chain
Reaction) podle Maniatis et al., 1989 s néasledujicimi
specifikacemi:

-koncentrace v MgCl, 8 mM

-teplota denaturace 95°C, teplota hybridace 55°C,
teplota elongace 72°C. Tento cyklus byl 25x opakovan v PE9600
Thermacycler (Perkin Elmer, Norwalk CO).

B skupinou kianocethylovou
(Sinha et

Oligonukleotidy chréanéné v
byly syntetizovany za pouZziti fosforamidové chemie
al., 1984, 1985)
Applied Biosystem model 394

Giles automatickym syntetizatorem DNA

(Applied Biosystem, Foster City

CA) podle doporuceni dodavatele.

Sekvenovani bylo provedeno na dvouvlaknové matrici
metodou terminace retézce za pouziti fluorescendcnich
nadstroja. Byla pouZita souprava pro sekvenovani Tag Dye
Primer Kit od Applied Biosystem (applied Biosystem, Foster

City CA) podle doporucleni vyrobce.
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priklad 1: Konstrukce defektniho rekombinantniho adenoviru,

ktery kéduje fragment antigenu PIA

defektniho
kéduje

Tento priklad popisuje konstrukci

rekombinantniho adenoviru podle  vynéalezu, ktery

fragment antigenu PlA. Adenovirus nese sekvenci SEQ ID n°3.
Konstruovany adenovirus je adenovirus serotypu 5, ktery ma
deleci v oblastech El1 a E3,

je vloZena do oblasti El na urovni delece.

nukleovou kyselinu zajmu, kterd

Nukleova kyselina vloZena na urovni oblasti EI obsahuje

zejména:

-promotor SRa. Promotor SR obsahuje rany pocatek

replikace SV40 a c&ast LTR HTLVL (odpovidajici oblasti R a

&asti U5), nasleduje spojeni 16S SV40 (Takebe et al., Mol.
Cell. Biol. 8 (1988) 4606).

-minigen P1lA 44pb (SEQ ID N°3)

-polyadenylaéni misto viru SV40

Tato nukleova kyselina byla extrahovana =z plazmidu

pcD-SRa-P1A, ve kterém byl

minigen P1A klonovén v misté EcoRI.

odpovidajiciho plazmidu pcD-SRa,
Ziskany inzert byl pak
(Stratford-Perricaudet et
626)

klonovan v plazmidu pAd.RSV-BGal
al., J. Clin. Invest. 90 (1992)
obsahujiciho LTR RSV a gen Lacz.

misto fragmentu

Takto ziskany plazmid pAd-SRa-P1A byl potom pouzit pro
tvorbu rekombinantniho adenoviru. Proto byly buiky linie 293
spolec¢né transfektovany 5 Hg plazmidu pAd-SRa-PlA a 5 pg DNA
324

vapenatého. Vytvorené rekombinantni adenoviry byly selekovany

adenovirového mutantu dl v pritomnosti fosforeclnanu

purifikaci na plaku. PO izolaci byl rekombinantni adenovirus

amplifikovan v buné&né linii 293, to vedlo ke kultivacnimu

supernatantu, ktery obsahuje nepurifikovany rekombinantni
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adenovirus, ktery ma okolo 10'° pfu/ml.

Virové C¢éastice odstredovanim v
zndmych technik
(1973) 456).
virové DNA digesci pomoci restrikénich enzymd EcoRI ukazuje

byt

se potom purifikuiji

gradientu chloridu cesnatého podle (viz

zejména Graham et al., Virology 52 Analyza

na pritomnost inzertu v genomu. Adenoviry mohou

uchovavany pri -80°C v 10% glycerolu.

Priklad 2:
ktery kéduje fragment antigenu Mage-1

Konstrukce defektniho rekombinantniho adenoviru,

defektniho
ktery

Tento priklad popisuje konstrukci

adenoviru podle vynélezu, kéduije
SEQ ID
kédujici fragment nesouci antigenovy nonapeptid Mage-1.
5,

nukleovou kyselinu z&jmu,

rekombinantniho

fragment antigenu Mage-1. Adenovirus nese sekvenci
n°l,
Konstruovany adenovirus
deleci v oblastech E1 a E3,

je vloZena do oblasti El na udrovni delece.

je adenovirus serotypu ktery mé

ktera

Nukleova kyselina vloZena na Grovni oblasti E1 obsahuje

zejména:

-promotor SRa. Promotor SRo obsahuje rany pocatek
replikace SV40 a c¢ast LTR HTLV1 (odpovidajici oblasti R a
Casti U5) nésleduje spojeni 16S SV40 (Takebe et al., Mol.

Cell. Biol. 8 (1988) 466).

-minigen MAGE-1 116 pb
ziskan PCR od Gplného genu Mage-1l.

(SEQ ID N°1). Tento fragment byl
Obsahuje ATG v poloze 15,
terminaéni kodon v poloze 121 a cCast exonu 3 genu Mage-l.
(27 pb),
vyjadren molekulou HLA.Al cytotoxickych lymfocytd T
2).

ktery je
(Obrazek

Obsahuje sekvenci odpovidajici nonapeptidu

-polyadenilaé¢ni misto viru SV40
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Tato nukleovéd kyselina byla extrahovdna 2z plazmidu
pcD-SRa-Mage-1, odpovidajiciho plazmidu pcD-SRa, ve kterem
byl minigen Mage-1 klonovan v mist& EcoRI. Ziskany inzert byl
pak klonovidn v plazmidu pAd.RSV-BGal (Stratford-Perricaudet
et al., J. Clin. Invest. 90 (1992) 626) misto fragmentu
obsahujiciho LTR RSV a gen LacZ (Obrazek 3).

Takto ziskany plazmid pAd-SRa-MAGE-1 byl potom pouZit
pro tvorbu rekombinantniho adenoviru. Proto byly bufiky linie
293 spole&né transfektovany plazmidem pAd-SRa-MAGE-1 a DNA
adenoviry mutant dl 324 v pritomnosti fosforelnanu
vapenatého. Vytvorfené rekompinantni adenoviry byly selekovany
purifikaci na plaku. Po izolaci rekombinantni adenovirus byl
amplifikovan v bun&céné linii 293, to vedlo ke kultivadnimu
supernatantu, ktery obsahuje nepurifikovany rekombinantni

adenovirus, ktery ma okolo 10 pfu/ml.

Virové G&éastice se potom purifikuji odstfedovanim v
gradientu chloridu cesnatého podle znamych technik (viz
zejména Graham et al., Virology 52 (1973) 456). Analyza
virové DNA digesci pomoci restrikénich enzymd EcoRI ukazuje
na pfitomnost inzertu v genomu. Adenoviry mohou byt

uchovavany pri -80°C v 10% glycerolu.

Priklad 3: Konstrukce defektniho rekombinantniho adenoviru,

ktery kéduje fragment antigenu Mage-3

Tento pfiklad popisuje konstrukci defektniho
rekombinantniho adenoviru podle vynalezu, ktery kbéduje
fragment antigenu Mage-3. Adenovirus nese sekvenci SEQ ID
n°2, koédujici fragment nesouci antigenovy nonapeptid Mage-3.
Konstruovany adenovirus je adenovirus serotypu 5, ktery ma
deleci v oblastech E1 a E3, nukleovou kyselinu zajmu, ktera

je vloZena do oblasti El na urovni delece.

Nukleova kyselina vloZena na Grovni oblasti E1 obsahuje
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zejména:

-promotor SRa. Promotor SRa
replikace SV40 a <&&st LTR HTLV1
¢asti UD) 16S Sv40

Cell. Biol.

obsahuje rany pocCétek
(odpovidaijici oblasti R a
nidsleduje spojeni (Takebe et al., Mol.

8 (1988) 466).

-minigen MAGE-3 44 pb
zisk&dn PCR od Uplného genu Mage-3.
44

je

(SEQ ID N°2). Tento fragment byl
Obsahuje ATG v poloze 12,
kedon v a sekvenci
(27 pb),

cytotoxickych lymfocytd T (Obrazek 2).

terminadni poloze odpovidajici

nonapeptidu ktery vyjadrfen molekulou HLA.Al

-polyadenilaéni misto viru SV40

Tato nukleovad kyselina byla extrahovéana =z plazmidu

pcD-SRa-Mage-3, odpovidajiciho plazmidu pcD-SRa, ve kterém

byl minigen Mage-3 klonovan v mist& EcoRI. Ziskany inzert byl
pAd.RSV-fG
(Obrézek 3).

pak klonovan plazmidu misto

obsahujiciho LTR RSV a gen Lacz

v fragmentu

Takto ziskany plazmid pAd-SRa-MAGE-3 byl potom pouZit
pro tvorbu rekombinantniho adenoviru. Proto byly bufiky linie
293 spole&n& transfektovany plazmidem pAd-SRa-MAGE-3 a DNA
dl 324
vapenatého. Vytvofené rekombinantni adenoviry byly selekovany

adenovirovy mutant v  pritomnosti fosforednanu

purifikaci na plaku. Po izolaci rekombinantni adenovirus byl
amplifikovdn v buné&né 1linii 293 to vedlo ke kultivalnimu
ktery nepurifikovany rekombinantni

supernatantu, obsahuje

adenovirus, ktery m& okolo 10™ pfu/ml.

odstfedovanim v
zndmych technik
(1973) 456).
virové DNA digesci pomoci restrikénich enzym@ EcoRI ukazuje
byt

Virové &astice se potom purifikujil

gradientu chloridu cesnatého podle (viz

zejména Graham et al., Virology 52 Analyza

na pritomnost inzertu v genomu. Adenoviry mohou

uchovavany pri -80°C v 20% glycerolu.

P¥iklad 4: Funk&ni charakteristika adenovird podle vynalezu
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Tento pfiklad ukazuje, Ze viry podle vynalezu jsou
schopné indukovat expresi genu z&jmu, ktery kdéduje protein,
jeho? degradace vede k expresi antigenniho peptidu na povrchu

cilové buiiky.

Exprese nmninigenu MAGE-1 a pfitomnost peptidu byly
prokdzany na buiikdch infikovanych Ad-Mage (4.1.), urcCenim
specifické lysy (4.2.) a stimulace produkce TNF (4.3.).

4.1. Bunécé¢né linie
Bun&&né linie byly infikovény nésledujicim zplsobem:

-ClR.Al: linie lymfocytl B transformovand EBV (Storkus,
W.J., Howell, D. N., Salter, R. D., Dawson, J. R., Cresswell,
P: NK susceptibility varies inversely with target cell class
I HLA antigen expression. J. Immunol. 138: 1675 - 1659, 1987)
a transfektovadna genem HLA.Al klonovanym v plazmidu pHEBO.

~-Gerl III B EF: Bufitky lidského melanomu HLA.Al
imunoselekované pro ztratu antigenu MAGE-1 (oznaclené Gerlach
E- v Tabulkach 1 a 2).

Tyto dvé linie exprimuji tedy molekulu HLA.Al, ale

neexprimuji antigen MAGE-1.

4.2. Uréeni specifické lyzy

Tento priklad ukazuje existenci specifické 1yzy bunék
specifickym klonem CTL antigenu (Cest uvoliovani
radioaktivniho chromu). Proto buitky zminéné v 4,1. byly
infikovany adenovirem Ad-Mage-1 (pfiklad 2) nebo kontrolnim
adenovirem (Ad-BGal) pfi  né&kolikanasobné  infekci 500
pfu/bunika. Infikované bufiky byly oznaleny chromem 51 potom

inkubovany b&hem 4 hodin, v pomé&ru 1000 bunék/jamka, se

(2] .0
* . e .
L] b e

see o L d

L .

(1) e
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(klon 82:30)
(E/T). Byla
Ziskané vysledky Jjsou uvedeny v Tabulce 1.

u¢inneé
lysy.
Jasné ukazuji,

specifickym CTL v riznych pomérech

buniky/cilové burniky stanovena procenta
zZe
buniky infikované virem podle vynalezu vyjadruji citlivost k
lyze specifickym CTL 3jasné lepSi neZ bunky infikované
kontrolnim adenovirem. Tyto buiiky jasné ukazuji také zvySenou
citlivost vzhledem k bunikdm primo transfektovanymi antigenem

Mage-1, tim ukazuje terapeutickou G¢innost vektord vynalezu.

Tyto vysledky Jjasné ukazuji, Ze viry podle vynalezu
jsou schopné dodat bunikam velkou citlivost k lyze specifickym

CTL.

4.3. Stimulace produkce TNF

V tomto pfikladé byla urlena schopnost bunék Gerl III B
E7F”
builky Gerl adenovirem Ad-Mage-1
(priklad 2) (Ad-BGal)
né&kolikané&sobné infekci 50 aZz 100 pfu/buntka, potom inkubovany
CTL. Po 24 TNFE
pritomné v suupernatantu stanovenim Jejich cytotoxicity na
k TNF (linie WEHI-164-13).
bunék byla mé&fena kolorimetrickym testem (MTT).

stimulovat produkci TNF stejnym klonem CTL.
IIT B EF
nebo  kontrolnim

Proto byly
infikovany
adenovirem pri

s klonem hodinach bylo m&feno mnozZstvi

linii citlivé Zivotaschopnost
Vysledky jsou
(pg/ml) .

protoZze pfirozené

vyjadreny v optické denzité v mnoZstvi TNF Tento
test nebyl provaddén na buikadch CI1lR.Al,
TNF. buiiky Gerlach E'

bufiky melanomu exprimujici Mage-l a HLA-Al.

vylucuji Kontrolni jsou melanomové

Tyto ziskané vysledky Jjsou uvedeny v Tabulce 2. Jasné
Ze bunky infikované virem podle vyndlezu indukuji
TNE CTL, to

terapeutické vlastnosti vird podle vynélezu.

ukazuji,

produkci jasné potvrzuje biologické a

Priklad 5: Aktivita in vivo vird PIA vynalezu
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P¥iklad 4 ukazal, Ze in vitro nebo ex vivo, buiky
infikované adenovirem podle vynalezu jsou dobfe rozpoznadny Vv
testu TNF a lyzovany v testu uvolfiovani radioaktivniho chromu

specifickou CTL.

Tento priklad nyni ukazuje, Ze in vivo, adenoviry podle
vynalezu jsou schopné vytvorit specifickou odpoved CTL. Tento
pfiklad ukazuje, Ze dv& injekce 10° virovych partikuli (pfu)
do my3i DBA/2 v tydennim intervalu vytvareji u Casti z nich

silnou specifickou odpovéd CTL.

Byly provedeny dvé pokusné série. Postup obou sérii je
uveden na Obrazku 4 a 5. V prvni pokusné sérii (viz Obrazek
4) byly virové Castice podavany Jjedné poloviné v peritonedlni
kavité a druhé polovin& byly podavany pod klZi (ve Ctyfech
mistech). V druhé pokusné sérii (viz Obrazek 5) virové
gastice byly podavany podkoZn& injekcemi, intraperitonealnég,
intranasalng a intratracheadln&. Tyto dvé série pokusl byly
provedeny podle ndsledujiciho postupu. My3i byly usmrceny 15
dni po druhé sérii injekci adenovirld. Splenocyty téchto my3i
byly zkontaktovadny s antigenem P815A prostrednictvim bunék
L1210A1 (syngenickd leukémie transfektovana s genem P,A
mastocytomu P815) ozarené v osmidenni periodé. Jako priklad
této kultivace se miZe uvést smés tumor-lymfocyty (MLTC),
lymfocyty rizené proti antigenu P815A, které byly
proliferovany a diferencovany ve vraZednych lymfocytech T.
Tyto jsou uvedeny v kontakt s bulikami znadenymi radioaktivnim
chromem. Jednd se o buifiky P511, varianta azaguaninu, ktery je
rezistentni k my3imu mastocytomu P815, ktery nese antigen A a
PI.204, varianta stejného mastocytomu, ktery ztratil antigen
A. Tento posledni bude pro kontrolu negativni. Aby se
vylou¢ila kazZdad moZnost nespecifické reakce, byly cilové
bufiky oznalené radioaktivnim chromem uvedeny v prfitomnost s
syngenickymi bufikami (L1210), které nesou na svém povrchu
antigen stimulac&ni bunky v MLTC, krom& antigenu A P815.
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Ziskané vysledky v prvni pokusné sérii, vyjadrené v
procentech specifické lyzy, jsou uvedeny v Tabulkéch 3A a 3B.

Ziskané vysledky v druhé pokusné sérii, vyjadrené v
procentech specifické 1yzy, jsou uvedeny v Tabulkach 4A a 4B.

V obou pfipadech uvedené vyslédky ukazuji, my$ od mysi,
Grovné lvzy v pomérnych primérnych hodnoté&ch
vykonnych/cilovych (E/T). CTL byly =ziskany =z jakéhokoliv
mista injektace adenoviru (Tabulka 4A a 4B). Vysledky jasné
ukazuji, Ze adenoviry podle vyndlezu jsou schopné vytvorit in
vivo imunitu proti burikdm, které nesou nadorovy antigen.
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Tabulka 4A:

E/T

.1 490
163
54
18

x

podkoZzné my$3

.2 50
27

x

mnyS3

0,3

intraperi-
tonealné

mys .1 258
85
28

(@4
N

295
88
33
11

my3

myd ¢.3 400
133
44
15

28

P511 P1.204 P511 + st.
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L1210 50><1

O B O W O O O O O o o o

w
~J OO

Y ~1 o =N
O\UJ!\)O\OOHNN@HCO[\)\I

w
o

P511 + st.
L1210
50><1
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o O O 2 O O O O O o O
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intratra-
che&alné

my3

Q¢

X

(@3

E/T

185

57

440

247
49
18

410

137
45
15

344
115
38
13

265
85
28

29

P511 P1.204 P511 + st.

10

10

oW W o 3o
[ e N © S I |

g T N I = T - < SR TSSOy & e NP NEPO N

46
42
33
17

N W ~J ® WO P OO0 O NI-N N WNE® J JO0 J om c\:: ﬁ

O O =N O N

L1210 50><1
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N O N W W W
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D NS

P511 + st.
L1210
50><1

0

O O O O O O
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P511 + st.

E/T P511 P1.204 P511 + st.

L1210
50><1

L1210 50><1

2

5 230

c.

w

my3

77
25

11

13

6 210

~

mys

10

70
23

intrana-

salné

52

1 430 58

c.

-

mys

58

52

160
53

65
52

84

84

18

33

51

20

52

4

2 205

5 C.

mys$

69
83

0,8
3 250

1

v

mys

83
28
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P511 + st.

E/T P511 P1.204 P511 + st.

L1210
50><1

L1210 50><1

2

4 280

~

mys$

87

29

10

240
80

0

my3s

27

0

6 125

~

my3

N
=¥

14
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Tabulka 4B:
E/T P511 P1.204 P511 + st. P1.204 +
L1210 50><1 st. L1210
50><1
podkozZzné my3 ¢.1 300 0 0 0 0
100 0 0 0 0
33 0 0 0 0
11 0 0 0 0
4 0 0 0 1
1 0 0 0 0
my3 ¢.2 230 4 3 0 1
77 1 1 0 0
25 1 4 0 0
8 0 0 0 0
3 0 0 0 0
1 0 0 0 0
itraperi-
tonedlné
nmys ¢.1 220 1 2 1 0
73 0 0 Q 1
24 1 1 1 2
8 0 0 0 0
3 0 0 0 1
1 0 0 0 0
mys ¢.2 410 9 1 0 3
137 1 1 0 2
45 0 0 0 0
15 0 1 Q 0
5 0 1 0 0
2 0 0 0 0
intratra-
chedlne
mys ¢. 1 310 0 0
103 0

34




my3
intrana-
salné

my3

my$S

C.

2

E/T

11

270
90
30
10

400
18

230

77

25

3

1
spont.

max.

spont/
max

33

P511 P1.204 P511 + st. P1.204 +
L1210 50><1 st. L1210
50><1

= O O = N O O ©
O O O O O =2 o O O
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Seznam sekvenci

(l1)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 1:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 126 pard basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocCet vlaken: dvé
(D) konfigurace: lineéarni:
(ii) typ molekuly: cDNA
(ix) popis sekvence SEQ ID NO: 1:
TTGAATTCGC CGCCATGGAG TCCTTGCAGC TGGTCTTTGG CATTGACGTG 50
AAGGAAGCAG ACCCCACCGG CCACTCCTAT GTCCTTGTCA CCTGCCTAGG 100
TCTCTCCTAT GATGGCTAGA ATTCTT 126
(l)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 2:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 44 pard basi
(B) typ: nukleotid
(C) polCet wvldken: dvé
(D) konfigurace: linearni:
(ii) typ molekuly: cDNA
(ix) popis sekvence SEQ ID NO: 2:

AATTCGCCGC CATGGAAGTG GACCCCATCG GCCACTTGTA CTAG 44

(1)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 3:
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{1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 44 pard basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocCet wvlaken: dvé
(D} konfigurace: linedrni:
(ii) typ molekuly: cDNA

(ix) popis sekvence SEQ ID NO: 3:

AATTCGCCGC CATGCTGCCT TATCTAGGGT GGCTGGTCTT CTAG

44
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PATENTOVE NAROKY

1. Defektni rekombinantni adenovirus obsahujici,
zahrnutou ve svém genomu, nukleovou kyselinu kdédujici protein
nebo specificky peptid nadoru, schopny indukovat imunitni

ochranu a destrukci odpovidajicich nédorovych bunék imunitnim

systémem.

2. Defektni rekombinantni adenovirus podle néaroku 1

vy znaceny t im Ze obsahuje nukleovou kyselinu

kédujici protein nebo specificky peptid lidského nadoru.

3. Defektni rekombinantni adenovirus podle naroku 1
nebo 2 vyznac¢eny t im Ze nukleovd kyselina
vloZena do genomu koduje celek nebo Cast specifického

antigenu melanomu.

4. Defektni rekombinantni adenovirus podle naroku 3

vyznaceny tim Ze se jednd o nukleovou kyselinu

kédujici fragment specifického antigenu lidského melanomu,

ktery obsahuje <Cast wvyjadrenou CTL ve spojeni s molekulami
CMJ-I.

5. Defektni rekombinantni adenovirus podle jednoho =z

predchozich nérokd v y z n a ¢ e n v t i1 m, Ze nukleova

kyselina kdéduje protein nebo peptid, z ného odvozeny, vybrany

mezi proteiny Mage-1l, Mage-3, Bage, Rage a Gage.

6. Defektni rekombinantni adenovirus

zahrnutou ve svém genomu,

obsahujici,

nukleovou kyselinu, ktera kéduje
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peptid proteinu Mage-1 nebo Mage-3 obsahujici ¢ast vyjadrfenou
CTL.

7. Defektni rekombinantni adenovirus obsahujici,

vloZenou ve svém genomu, sekvenci SEQ ID n°l.

8. Defektni rekombinantni adenovirus obsahujici,
vloZenou ve svém genomu, sekvenci obsaZenou mezi rezidui 55
aZ 82 sekvence SEQ ID n°l.

9. Defektni rekombinantni adenovirus obsahujici,

vloZenou ve svém genomu, sekvenci SEQ ID n°2.

10. Adenovirus podle jednoho z predchozich naroku
vyznaceny t im Ze je vybran mezi lidskymi serotypy
Ad2 a AdS5.

11. Adenovirus podle jednoho z ndrokd 1 az 9 v y-

znadceny t im Ze je vybran mezi psimi serotypy.

12. Adenovirus podle jednoho z predchozich narokl v y-
znadcenv tim Ze obsahuje deleci v oblasti EL.

13. Adenovirus podle naroku 11 vyznadceny

t i m, Ze obsahuje mimo jiné deleci v oblasti ELl.

14. Adenovirus podle jednoho z predchozich narokd v y-

znadc¢eny t 1 m Ze nukleovd kyselina je vloZena do
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oblasti E1 nebo E3 nebo E4.
15. Farmaceuticka kompozice obsahujici alespon

adenovirus podle jednoho z predchozich néaroku.

16. PouZiti adenoviru podle jednoho 2z predchozich
narok 1 aZ 14 pro produkci in vitro nebo ex vivo

specifickych cytotoxickych lymfocytl lidskych nadori.

17. Kompozice obsahujici bunky infikované defektnim
rekombinantnim adenovirem podle jednoho z predchozich narokl
1 az 14.

18. Kompozice podle naroku 17 vyznadcena
t 1 m, Ze obsahuje bunky nesouci antigen (APC) infikované
defektnim rekombinantnim adenovirem podle jednoho Z
predchozich narokd 1 azZ 14.

19. Postup prfipravy specifickych cytotoxickych buné&k T
nadorového antigenu obsahujici uvedeni do kontaktu prekurzor
bunék CTL s populaci bunék infikovanych virem podle jednoho z

narokt 1 az 14.
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