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Specifické vektory pro zavedeni-genu cilovych bhhék, fléciva

obsahujici takové vektory a jejich pouziti

Oblast techniky

Vyndlez se tykd specifickych vektori pro zavedeni gend do
cilovych bun&k, které jsou velmi vyhodné pro genovou terapii.
Genovou terapii vloZeny cizi gen md nahradit nebo vyfadit z
&inosti defektni gen v cilovych buiikdch, nebo p¥inutit cilové
butiky k produkci proteinu, ktery md& profylaktické nebo

terapeutické G&inky.

Dosavadni stav_techniky

Ze stavu techniky jsou dob¥e zndmy vektory pro pouZiti v
eukaryotickych organismech, které byly zkonstruovadny na
virovém zdkladé. Viry se specificky vaZi na povrchové proteiny
cilovych bun&k, poté jsou pohlceny endozdédmem. Po proniknuti
- membranou endozdédmu vstupuji do cilové butiky. Diky tomu lze
pouzit wvird jakoZto nosi&l k pfeneseni cizi genetické
informace do buiky. Tyto zpisoby a jejich variace, jakoz i v
nich pou?ité viry jsou ji% znamy, viz Hodgson, Bio/Technology
3, strana 222, (1995); Jolly, Cancer Gene Therapy 1, strana
51, (199%4).

Podstatou této technologie je nahrazeni <&&asti virového
genomu poZadovanymi cizimi geny za vzniku virového vektoru.
Takovéto virové vektory zpravidla nejsou schopny normdlniho
rozmnozovadni. K rozmnoZovadni té&chto virovych vektord jsou
zapot¥ebi v3echny geny kdédujici proteiny virového obalu a geny

regulujici expresi virového genomu.

Pouziti virovych vektord, zvla3t& pak u clovéka, miZe
p¥inést nékteré problémy. Existuje nap¥iklad nebezpeli
rekombinace s divokymi viry stejného druhu za vzniku
pathogennich vird. Dale mohou proteiny virového obalu vyvolat

v hostiteli imunitni reakci. V p¥ipad&, Ze se v bulice virové



vektory integruji stejnym zpusobem jako odpovidajici viry

divokého typu, vznikad nebezpeli mutaci gend na hostitelském
chromozédmu (aktivace neexprimovanych genl, poskozeni aktivnich

genul) .

Dal3i nevyhodou virovych vektord je Jjejich omezena
p¥enosovd kapacita, kterd ja dand malymi rozméry samotného

viru.

S ohledem na tato omezeni a nebezpedi spojend s poZitim
virovych vektorl byly jiZ d¥ive zkoumidny zpusoby pro zavedeni
genetické informace do bun&k bez pouziti vird. Podstatou
t&chto zplsobl je, Ze se negativné nabity gen rozpusti v
negativn& nabité buné&lné membrané tak, aby byl gen pohlcen
buttkou a mohl poté proniknout endozomalni respektive
lysozomdlni membrdnou. Toto rozpu$téni genu v buné&lné membriné
je vedle fyzikdlnich (uzav¥eni genovych partikuli, osmoticka,
tepelnd nebo elektrickd modifikace buné&éné membrany) nebo
chemickych (organicka rozpoustédla, detergenty, enzymy)
zpisobl modifikace bunéfné membrany umoZnéno vyvinutim
vhodnych nosi&lt této genetické informace. Takovymi vhodnymi
nosiéi jsou nap¥iklad lipozdmy, kationtové polypeptidy,
dendrimerni polymery nabo kationtové amfifilni 1latky (viz
Behr, Bioconjugate Chem. 5, strana 382 (1994), Afione a dalsi,
Clin. Pharmakokinet. 28, strana 181 (1995) a Felgner, Adv.

Drug Delivery Rev. 5, strana 163 (1930)).

Velky vyznam pro p¥enos gend maji zejména syntetické
amfifilni kationty jako nap¥iklad dioleoyloxypropyltri-methyl
ammoniumbromid (DOTMA) ve smési s dioleoylfosfatitdylethenol
aminem (DOPE) nebo lipopolyaminem (viz viz Behr, Bioconjugate

Chem. 5, strana 382 (1994)).

P¥ebytek kladného ndboje zpusobeny témito amfifilnimi
latkami respektive sm&smi umoZni wvznik komplexu jinak

negativn& nabité DNA s negativné nabitym buné&énym povrchem.



Amfifilni charakter tohoto noside pak vede k fdzi s buné&lnou

membréanou.

Nicménd& cilend transfekce pomoci t&chto &inidel je méné
4¢innd ne%¥ p¥i pouZiti virovych vektord. Navic, jsou-li
komplexy DNA a nevirového nosife s pFebytkem kladného naboje
po aplikaci in vivo neutralizovdny pfirozenymi latkami se
zdpornym ndbojem (proteiny, heparin atd.) dojde k oslabeni

vazby té&chto komplexid na povrch burky.

Podstata vynalezu

Vyndlez je zaloZen na skutednosti, Ze butky mohou
p¥ijimat genetickou informaci endocytdézou. Po endocytdze
zpravidla dochdzi k enzymatickému odbourdni cizich genld v
endozdmech respektive v lysozdmech. Translalné€ exprimovat se
mohou pouze tv geny, kterd se vyhnou tomuto enzymatickému
rozkladu a pocda¥i se jim proniknout endozomdlni respektive
lysozomdlni membrdnou do cytoplazmy a/nebo do bun&cného jadra.
P¥i pou%iti specifickych vektord podle vynalezu dojde k
lokdlnimu zvySeni koncentrace té&chto vektord u cilové buiky,
Ye se nékterym vektorum se specifickymi ligandy podari

proniknout dovnit¥ cytoplazmy

P¥edm&tem vyndlezu jsou specifické vektory pro zavedeni
alespoii jednoho genu do cilovych bunék né&kterého organismu,

které sestdvaji z nadsledujicich komponent:
a) nevirovy nosié p¥endsSeného genu

b) ligand, ktery je schopen specifické vazby na poZadované

cilové burtky

c) protein umoZfujici fdzi wvektoru s bun&fnou membranou a

slouZici k proniknuti vektoru do cytoplazmy cilové buriky

d) pfendseny gen




Ve vektorech podle vynidlezu jsou jednotlivé komponenty

specifického vektoru udrZovany pohromadé kovalentni vazbou

nebo ptsobenim slabych vazebnych interakci (adsorbci).

Nevirové noside gent (a) pouZité ve vektoru podle
vyndlezu jsou vyhodn& proteiny, polypeptidy, polysacharidy,
fosfolipidy, kationické 1lipidy, glykoproteiny, lipoproteiny
nebo lipopolyaminy, které se mohou diky svym pozitivné€ nabitym
skupindm stdt kationty. Vazby mezi nevirovym nosilem a
pozitivné& nabitymi postrannimi ¥etézci Jje dosaZeno pomoci
kovalentni vazby nebo adsorbci. Diky dodatedné adsorbcni nebo
kovalentni vazb& lipofilnich postrannich skupin miZe nosic

ziskat dalsi amfifilni vlastnosti.

Ve velmi vyhodném provedeni vyndlezu je jako nevirového

noside (a) pouZito albuminu nebo xylanu.

Ligandy (b) podle vyndlezu se mohou specificky vazat na

membrdny zvifecich nebo lidskych bunék.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu se miZe ligand (b)
specificky vazat na butiky endothelu a je vybradn ze skupiny
tvorené monoklonalnimi protilatckami se specifitou k
endothelidlnim butikdm, nebo jejich fragmenty, glykoproteiny,
glykolipidy nebo polysacharidy obsahujicimi sacharidové
¥Yet&zce zakoncené mandzou, cytokiny, rustovymi  faktory,
adhezivnimi molekulami a ve velmi vyhodném provedeni vyndlezu
obalovymi glykoproteiny virtd, které maji afinitu k

endothelidlnim burlkam.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se miZe ligand (b)
specificky vadzat na buiiky hladkého svalstva a je vybran ze
skupiny tvoYené monoklondlnimi protilatkami se specifitou k
aktinu nebo bun&nym wmemrdnovym receptorum, nebo jejich
fragmenty, rustovymi faktory nebo ve velmi vyhodném provedeni
vyndlezu obalovymi glykoproteiny vird, které maji afinitu k

hladkym svalovym bunkam.



V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se miZe ligand (b)
specificky véazat na makrofdgy a/nebo na lymfocyty a je vybréan
ze skupiny tvorené monoklondlnimi protildtkami se specifitou k
membridnovym antigenim na povrch makrofdgd a/nebo lymfocytd,
intaktnimi imunoglobuliny nebo Fc fragmenty polyklondlnich
nebo monoklondlnich protilatek specifickych k membranovym
antigenim makrofdgl a/nebo lymfocytld, cytokiny, ristovymi
faktory, peptidy, proteiny, lipidy nebo polysacharidy
obsahujicimi sacharidové fYfetézce zakoncené mandzou a nebo ve
velmi vvhodném provedeni vyndlezu obalovymi glykoproteiny
virtd. 2Zv1asté vyhodny je pak protein HEF 2z influenza-C viru
(ch¥ipkovy virus typu C) mutovany na nukleotidové pozici 872
nebo Stépny produkt proteinu HEF influenza-C viru, ktery
obsahuje katalytickou triddu serin-71, histidin-368 nebo 369 a

kyselinu asparagovou 261.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se mizZe ligand (b)
specificky vazat ke gliovym butikdm a je vybran ze skupiny
tvorené protildtkami se specifitou k membranovym strukturam
gliovych bund&k nebo jejich fragmenty. Do této skupiny dale
pat¥i adhezivni molekuly, peptidy, proteiny, lipidy nebo
polysacharidy obsahujici sacharidové Yet&zce zakondené
mandzou, rustové faktory a ve zvlasté vyhodném provedeni
vyndlezu obalové glykoproteiny wvird s afinitou ke gliovym

burikam.

V dalSim vyhodném provedeni vyndlezu se mizZe ligand (b)
specificky vazat na krvetvorné bunky a je vybran ze skupiny
tvo¥ené protildtkami se specifitou k nékterému receptoru pro
faktor kmenovych bunék, k receptoru pro IL-1 (zvlasté pak k
receptoru typu I nebo II), k receptoru pro IL-3 (zvlasté pak k
receptoru typu & nebo PB), k receptoru pro IL-6 nebo GM-CSF. Do
této skupiny dale patri intaktni imunoglobuliny nebo Fc
fragmenty protilatek s vySe uvedenou specifitou a dale pak
ristové faktory jako SCF, IL-1, IL-3, IL-6 nebo GM-SCF, jakoZ

i jejich fragmenty schopné vazby na prislusSné receptory.




V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se miZe ligand (b)

specificky vazat na leukemické buriky a je vybrdn ze skupiny
tvotené protildtkami, fragmenty protildtek, imunoglobuliny
nebo Fc-fragmenty, které wvykazuji specifickou vazbu k
membranovym strukturdm na povrchu leukemickych bunék jako jsou
nap¥iklad CD13, CD14, CDl15, CD33, CAMAL, Sialosyl-Le, CDS5,
CDle, CD23, M38, IL-2 receptory, T-bunélné receptory, CALLA
nebo CD19, jakoZ 1 rusotvé faktory ¢&i jejich fragmenty nebo

retiniody.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu se miZe ligand (b)
specificky vézat na bultky infikované virem a je vybran ze
skupiny tvo¥ené protilidtkami, fragmenty protilatek, intaktnimi
imunoglobuliny nebo Fc-fragmenty, které vykazuji specifickou
vazbu k virovym antigenum, které se po infekci timto virem

exprimuji na povrchu infikované builky.

Kone&n&, specifickym ligandem (b) podle vyndlezu miZe byt
takovy ligand, ktery se specificky véZe na buiiky bronchidlniho
epitelu, jaterni sinusoiddlni butiky, Jjaterni burikky. Tento
ligand je vyhodn& vybradn ze skupiny tvorené transferinem,
asialoglykoproteiny jako asialoorosomukoidem,
neoglykoproteinem, galaktdzou, inzulinem, nebo peptidy,
proteiny, lipidy nebo polysacharidy nesoucimi mandzové zbytky,
didle pak intaktnimi imunoglobuliny nebo Fc-fragmenty, které se
specificky vdZou na cilové Dbuttky a ve zvlasté vyhodném
provedeni vyndlezu obalovymi glykoproteiny vird s afinitou k
cilovym burikém.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je protein umoZiujici fdzi
vektoru s bunélnou membridnou (c) vybridn ze skupiny tvorené
hemaglutininem influenza-A nebo B viru, komponentou HA2
hemaglutininu influenza-A nebo B virda jakoz 1 jejich
peptidovymi analogy, M2 proteinem influenza-A viru, proteinem
HEF influenza-C viru, transmembrdnovymi proteiny filovird jako
jsou virus Marburg nebo Ebola, transmembranovymi glykoproteiny

viru vztekliny, vesikuldrni stomatitidy, Semliki Forest viru,



viru kliStové encefalitidy, penetradnim proteinem viru HIV,
viru Sendai (zv1lasSté pak jeho F1 komponentou) nebo viru
respiraédni syncytialidy (zvlasté pak jeho komponentou gp37),
jakoz i fragmenty téchto virovych proteinl nebo
transmembranovych glykoproteind, které obsahuji odpovidajici

fdzogenni peptidy.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je pr¥endseny gen (d) ve

formé& plazmidu.

Vektory podle vynédlezu mohou byt pouzity jako léZiva nebo
jako souddsti 1léciv, pticemZz ve vyhodném provedeni vyndlezu
jsou tyto vektory pouZity k p¥ipravé léliva pro interavendzni,
intraarteridlni, intraportdlni, intrakranialni,
intrapleurilni, intraperitonedlni nebo lokalni zavedeni

pozadovaného genu do urlité cilové buriky.

Parenteralnim, vyhodné pak intravendznim nebo
intraarterilnim podanim vektord podle vyndlezu Jje dosaZeno
zvySeni koncentrace té&chto vektord na povrchu cilové buiiky,
¢imz se mlZe zvySit 1 transfekéni rychlost této budky. Této
vyhody podle vyndlezu Jje dosaZeno synergickym puasobenim
jednotlivych, navzdjem spojenych komponent vektoru podle

vynalezu.

Specifické ligandy podle vyndlezu vykazuji vysokou
specifitu pro zvolené cilové builky. Ve vyhodném provedeni
vyndlezu se jednd o obalové proteiny viru, ktery je specificky
pro tento druh bunék. Konkrétni obalovy virovy protein se
vybira podle poZadované cilové Dbunky. Tim, Ze se tyto
specifické 1ligandy, 2zv1ad3té& pak virové obalové proteiny,
navdzZou na nosil pozadovaného genu, je dosaZeno toho, Ze se
pozZadovany gen pomoci téchto specifickych nosidlt navdZe na
povrch cilové buriky a je na této bunce p¥itomen ve vysoké

koncentraci.

Nevirové nosie genetické informace jsou ve vyhodném

provedeni vynalezu takové sloudeniny, o kterych je znamo, Ze




maji v krevnim ob&hu dlouhy polofas rozpadu. Diky této dlouhé

pericdég, se zvysSuje expozice cilovych bunék vysoce
koncentrovanym vektorem podle vyndlezu, <imZz Jje dosaZeno
maximdlni moZné vazby vektoru na povrch cilovych bunék pomoci
specifickych ligandu. Ve 2zvlasté€ vyhodném provedeni vynalezu
nesou tyto nevirové noside kladny naboj, takZe miZe dojit k

tvorbé komplexl se zdporné nabitou DNA.

Dile obsahuji vektory podle vyndlezu proteiny (fGzogenni)
umozfiujici penetraci endozomdlni nebo lysozomalni membrany a
prinik vektoru do cytoplazmy hostitelské buiky. Flzogenni
proteiny podle vyndlezu jsou takové proteiny, které umoZni
vstup vektoru do cytoplazmy cilové buriky. Takové fidzogenni

proteiny jsou zndmy predevSim u vird.

P¥end3eny gen miZe byt ve formé nukleové kyseliny
kédujici poZadovany gen, ktery Jje doplnén odpovidajicimi
¥idicimi oblastmi jako Jjsou promotory a tak podobné. Ve
vyhodném provedeni vyndlezu Jje prendSeny gen ve formé

plazmidu.

Nevirové noside vhodné pro pouZiti podle vyndlezu jsou
samy o sob& jiZ zndmy. Nevirové nosie jsou pfehledné popsany,
viz Cotten a dalsi, Curr. Biol. 4, strana 705 (1993); Behr,
Acc. Chem. Res. 26, strana 274 (1993); Felgner, Adv. Deliv.
Rev. 5, strana 163 (1990); Behr, Bioconjugate Chem. 5, strana
382 (1994); Ledley, Hum. Gene Ther. 6, strana 1129 (1995). Ve
vyhodném provedeni vyndlezu jsou pouZity lipozdmy, kationtové
lipozémy. Tyto lipozdmy lze ptipravit ze smési kationtovych
lipidd jako jsou stearylaminy a neutrdlnich fosfolipidd, nebo
ze smési dioktadecyldimethyl- amonium  bromidu (DDA) a
neutralnich fosfolipidd. D&le Jje ve vyhodném provedeni
vynalezu mozZno pouzit N{1(2,3,-dioleyloxy) -
propyl] -N,N,N-trimethylamonium bromid (DOTMA) , 3R[N-(N',N'-
-dimethylamino-ethan) -carbamoyl] cholesterol (DC-Chol),
1,2, -Dimyristyloxy-propyl-3-dimethyl-hydroxyethyl-



amoniumbromid (DMRIE), dimethyldioktadecyl- amoniumbromid

(DDAB), 1,2,-Dioleoyloxy-3-(trimethylamonio)- propan (DOTAP).

Jako nevirové nosi&e mohou byt rovn&Z pouZity kationtové
polypeptidy a proteiny nap¥iklad polylysin, protaminsulfat,
histony, polyornithin, polyarginin nebo kationtové amfifilni
lipopolyaminy jako nap¥iklad dioctadecylamidoglycylspermin
(DOGS), dipalmitoylfosfati- dylethanolamidospermin (DPPES),
N-t-Butyl-N'- tetradecyl- 3-tretradecyl- aminopropionamid
(diCl4-amidin), DoTB, ChoTB, DoSC, ChoSC, LPLL, DEBDA, DTAB,
TTAB, CTAB nebo TMAG nebo samli kationtové polysaccharidy Jjako
napriklad diethylaminoethyldextran jakoz i kationtové

organické polymery jako je nap¥iklad polybren.

V dalS$im vyhodném provedeni vyndlezu mohou byt pro
zvySeni G&inosti transfekce kationtové lipidy a lipopolyaminy
(v komplexu s DNA) doplnény p¥im&si neutrdlnich fosfolipidd

jako je dioleoylfosfatidylathanolamin (DOPE) .

Ve 2zvla3t& vyhodném provedeni vyndlezu Jsou nevirové
noside sloudeniny, jejichZ zdkladnimi stavebnimi sloZkami jsou
kationtové, nebo kationty tvo¥ici, polypeptidy, proteiny,
glykoproteiny, Llipoproteiny, nebo polysacharidy rozpustné ve
vod&, které =zavedenim doplfikové lipofilni skupiny ziskaji
amfifilni charakter. Takovymi vhodnymi zadkladnimi stavebnimi
sloZkami jsou np¥edevS8im ve vod& rozustné nosice jako Jsou
proteiny, glykoproteiny, lipoproteiny nebo polysacharidy. V
obzvla3t& vyhodném provedeni vyndlezu Jje takovym nosicem

albumin nebo xylan.

Kationtové skupiny jsou takové strukturni jednotky s
kladnym ndbojem, které se mohou vazat na zdkladni slouceninu.
Vyhodn& se jednd o skupiny, které maji za fyziologickych
podminek kladny ndboj jako t¥eba amino-, guanidino-, nebo
imidazolylové skupiny. Takovéto kationtové skupiny lze na
zakladni slouCeninu navazat znamymi zpusoby . Napfiklad

aminioskupinu lze navédzat pomoci diamind jako je napfijklad




ethylen diamin nebo hexamethylendiamin. Volné aminoskupiny

mohou byt také methylovdny pomoci methyloididu, nebo mohou
podstoupit reakci s jednostrann& chrdnénym glutaraldehydem
(chrdnéno Girardovym T <&inidlem, Roser, Dizertalni prace,

Bazilej, 1990).

VloZeni  guanidinové nebo imidazolové skupiny 1lze
dosédhnout reakci odpovidajici bazické aminokyseliny
nasledujicim zplUsobem. Vyhodné je navazovani na albumin pomoci

glutaraldehydu (viz Roser, Dizertadni préce, Bazilej, 1990).

MnozZstvi ptriddvanych kationtovych skupin zavisi na
velikosti zdporného ndboje v daném genu, respektive v sekvenci
nukleotidd, s nimiZ ma& tento nosié¢ vytvorit Kkomplex. Ve
vyhodném provedeni vyndlezu je celkovy ndboj noside neutridlni

nebo kladny.

Za lipofilni skupiny lze povazZovat libovolné funkéni
skupiny, které vedou ke zvySeni rozpustnosti v organickych

rozpoustédlech, jako je naptriklad oktanol.

Lipofilni skupiny jsou vhodné nap¥iklad nenasycené mastné
kyseliny jako je kyselina olejova, kterd je pouZitelnd ve

form& esterd, chloridu kyseliny olejové a anhydridu.

Zavddé&ni lipofilnich skupin se provadi znamymi zpldsoby
konjugace, jako napf¥iklad acylaci, (tzn. substituci chloridd,
anhydridd a esterl kyselin primdrnimi a sekundarnimi aminy,
viz Seebach, Agnew. Chemie 81, strana 690, (1969) a Satchell,
Quart. Rev. 19, strana 160 (1963)).

MnozZstvi zavedenych lipofilnch skupin zavisi na

lipofilnim charakteru zdkladni sloucdeniny.

Jako ligandl se specifickou vazbou k poZadovanym cilovym
burikam lze pouzit velké mnoZstvi chemickych struktur. Vybér
konkrétniho ligandu se ftidi poZadovanou cilovou bunkou, pro
kterou mad byt specificky pfipravovany vektor. Zpravidla se

jednd o proteiny, polypeptidy nebo glykoproteiny, které maji
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vysokou specifickou afinitu k souddstem membrdn na vybrané
cilové bufice. Podle vyndlezu mohou byt, v zavislosti na cilové

butice, pouZity ndsledujici ligandy:
1) Ligandy pro endothelialni burnky
a) nevirové ligandy

Jako ligandy slouZi latky, které se p¥ednostné véaZou na
vné&j$i povrch endothelidlnich bunék, ve vyhodném provedeni
vyndlezu pak proliferujicich endothelidlnich buné&k. Takové
litky mohou byt monoklondlnim protildtky se specifitou k k
membridnovym strukturdm endothelidlnich buné&, nebo jejich
fragmenty, viz nap¥iklad Burrows a dal$i (Farmac. Ther. 64,
strana 155 (1$94)); Hughes a dals$i (Cancer Res. 49, strana
6214 (1989)) a Maruyama a dalsi, (PNAS-USA 87, strana 5744
(1990). Do této skupiny pat¥i zv1asté pak protildtky proti

receptorum VEGF.

Je vyhodné pouZit my$8i monoklondlni protilatky v jejich
humanizované podob&. Humanizaci protildtek je moZné uskutecnit
podle praci Winter a dal$i (Nature 349, strana 293 (1991)) a
Hoogenbooms a dal$i (Rev. Tr. Transfus. Hemobiol. 36, 19
(1993). Fragmenty protildtek se pt¥ipravi zplisobem zndmym ze

stavu techniky, viz nap¥iklad Winter a dalsi, Nature 349,

strana 293 (1991); Hoggenbooms a dals$i, Rev. Tr. Transfus.
Hemobiol. 36, strana 19 (1993); Girol, Mol. Immunol. 28,
strana 1379 (1991 ) nebo Huston a dalsi, Intern. Rev.

Immunol.10, strana 195 (1993).

Mezi ligandy podle vyndlezu pat?¥i dale vS8echny ucinné
latky, které se mohou vdzat na membrdnové struktury nebo
membranové receptory endothelidlnich bun&k. Do této skupiny
latek pat¥i nap¥iklad kinin a jeho analogy nebo homology,
které jsou schopny vazby na kininové receptory, dale latky,
které obsahuji mandzu na konci sacharidového Yetézce, dale pak
ristové faktory nebo jejich fragmenty respektive &asti jejich

sekvenci, které se exprimuji na receptorech a jsou vazany
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endothelidlnimi bufikami. Takovymi sloudeninami jsou napfiklad
PDGF, bFGF, VEGF, TGFBP (Pusztain a dalsi, J. Pathol. 169,
strana 191, (1993)). Dale je do této skupiny mozno p¥ifadit
adhezivni molekuly, které se vaZou na aktivované a/nebo
proliferujici endothelidlni buiiky. Takovéto adhezivni molekuly
jako naptriklad SLex, LFA-1, MAC-1, LECAM-1 nebo VLA-4 jsou jiZ
zndmy ze stavu techniky (viz Augistin-Voss a dalsi, J. Cell.
Biol. 119, strana 483 (1992); Pauli a dals$i, Cancer Metast.
Rev. 9, strana 175 (1990); Honn a dalsi, Cancer Metast.

Rev.1l1l, strana 353 (1992)).
b) Ligandy virového pivedu

- Ligandy virového puvodu podle vyndlezu Jjsou pFredevsSim
obalové glykoproteiny virtd s afinitou k endothelidlnim

buikdm. K takovym virim ndleZi nap¥iklad:

- Filoviry, nap¥iklad

virus Marburg: jeho obalovy glykoprotein GP
(GlycoProtein) a druhy glykoprotein sGP (second
GlycoProtein) jsou popsény, viz Kiley a dal3i, J. General
Virology 69, strana 1957 (1988); Will a dalsi, J. Virol.
67, strana 1203 (1993); Schnittler a dal3$i, J. Clin.
Invest. 91, strana 1301 (1993); Feldmann a dal3i, Virus
Res. 24,1 (1992)

virus Ebola: rovndZ jeho obalové proteiny GP a sGP Jsou
posdny, viz Schnittler a dal$i, J. Clin. Invest. 91,
strana 1301 (1993); Volchov a dalsi, Virol. 214, strana
421 (1995); Jahrling a dalsi, Lancet 335, strana 502
(1990), Feldmann a dalsi, Arch. Virol. 7, strana 81
(1993); Geisbert a dalsi, J. Comp. Path.106, strana 137
(1992)

- cytomegalovirus: zv1a3%t& jeho gB-protein (Waldman a dalsi,
Transplant. Proc. 27, strana 1269 (1995); Sedmak a dalsi,
Transplant. 58,1379 (1994); Sedmak a dalsi, Archives
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Virol.140, strana 111 (1995); Koskines, Transplant. 56,
strana 1103 (1993); Scholz a dal3i, Hum. Immunol. 35,
strana 230 (1992), Alcami a dal3i, J. Gen. Virol. 72,
strana 2765 (1991 ); Poland a dald3i, J. Infect. Dis.l62,
strana 1252 (1990); Ho a dal3i, J. Infect. Dis.150,
strana 956 (1984); Spaete a dalsi, J. Virol. 64, 2922
(1990)

herpes simplex-virus typu I: viz Etingin a dalsi, PNAS 90,
strana 5153 (1993); Key a dalsi, Lab. Invest. 68, strana
645 (1993); Kubota a dalsi, J. Immunol.l138, strana 1137
(1987)

virus HIV-1: viz Scheylovitova a dal$i, Arch. Virol.140,
strana 951 (1995); Lafon a dalsi, AIDS 8, strana 747
(1994) ; Re a dal3i, Microbiologica 14, strana 149 (1991)

virus spalnidek: viz Mazure a dalsi, J. Gen. Virol. 75,
strana 2863 (1994)

virus Hantaan: viz Pensiero a dal3i, J. Virol. 66, strana

5929 (1992); Zhu, Chinese Med. J. 68, strana 524 (1988)

Alfaviry, jako je Semliki Forest-Virus: viz Jakob, J. Med.

Microbiol. 39, strana 26 (1993)

virus epidemické haemorrhagické horecky: viz Yi, Chinese
J. Pathol. 21, strana 177 (1992)

Poliovirus: wviz Condere a dalsi, Virol.174, strana 95

(1990))

Enteroviry: jako nap¥iklad Echo 9, Echo 12, Cochsackie B3
viz Kirkpatrick a dalsi, Am. J. Pathol.118, strana 15
(1985) .




2) Ligandy vhodné pro hladké svalové bunky

a) Nevirové ligandy

Jako ligandi® podle vyndlezu miZe byt pouZito nap¥iklad
protilitek p¥ipravenych proti membranovym strukturdm hladkych

svalovych bundk, nebo jejich fragmentu. Do této skupiny patfi:

- protildtka 10F3(Printseva a dalsi, Exp. Cell Res.169,
strana 85(1987); American J. Path.134, strana 305(1989)

- protildtky proti aktinu
- protilitky proti angiotensinovym receptorum typull

- protildtky proti receptorum pro ristové faktory nebo
protildtky namifené nap¥iklad proti
proti receptorum pro EGF

proti receptordm pro PDGF

proti receptorum pro FGF

- proti receptorum pro endothelin A

Didle mezi tyto ligandy podle vyndlezu pat¥i vSechny d&inné
latky, které se mohou vazat na membrdnové struktury nebo
membrianovéd receptory mna povrchu hladkych svalovych bunék
(p¥ehled takovych latek viz Pusztai a dal8i, J. Pathol.169,
strana 191 (1993), Harris, Current Opin. Biotechnol. 2, strana
260 (1991). Pat¥i sem nap¥iklad rustové faktory nebo jejich
fragmenty respektive jejich &aste&né sekvence, které se vazZou
na receptory exprimované hladkymi svalovymi burikami jako jsou

naptriklad tyto faktory:
- PDGF
- EGF
- TGFR

- TGFa
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- FGF

- Endothelin A
b) Ligandy virového puvodu

Mezi ligandy virového pivodu podle vyndlezu pat¥i predev3im
obalové glykoproteiny vird s afinitou k hladkym svalovym
bufikdm. K takovym virum patf¥i napt¥iklad Cytomegalovirus (viz

Speir a dal$i, Science 265, strana 391 (1994).

3) Vybér ligandd pro makrofagy a lymfocyty

a) Nevirové ligandy

Mezi ligandy podle vyndlezu, které se specificky vaZou na
povrch makrofdgd a lymfocytld pat¥i protilatky, nebo jejich
fragmenty, p¥ipravené proti membranovym strukturdm imunitnich
bun&k, viz naptriklad Powelson a dalsi, Biotech. Adv.1ll, strana

725 (1993).

Didle mezi takové 1ligandy pat¥i monoklondlni nebo
polyklonialni protildtky nebo protildtkové fragmenty, které se
svymi konstantnimi doménami va&Zou na Fc-g nebo Fc-e receptory
imunitnich bun&k, wviz Rojanasakul a dalS8i, Farm. Res.1ll,
strana 1731 (1994). Ve vyhodném provedeni vyndlezu lze pouZit
Fc-fragment lidskych polyklondlnich imunoglobulintd. Takové
Fc-fragmenty 1lze pt¥ipravit nap¥iklad =zpusobem podle pracl
Haupt a dalsi, Klin. Wschr. 47, strana 270 (1969); Kranz a
dalgi, Dev. Biol. Standard 44, strana 19 (1979); Fehr a dalsi,
Adv. Clin. Farmac. 6, strana 64 (1974); Menninger a dalsi,

Immunochem.13, strana 633 (1976).

Dile mezi tyto ligandy pat¥i vSechny 1latky, které se
vaZou na membrdnové struktury nebo membrdnové receptory na
vné&j&im povrchu imunitnich buné&k. Mezi takové 1latky patfi
napriklad cytokiny IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-G, IL-10, TNFa,
GM-CSF, M-CSF d&ale rustové faktory jako EGF, TGF, FGF, IGF

nebo PDGF, nebo jejich fragmenty respektive <&astelné sekvence,
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které jsou schopny vazby na receptory exprimované na povrchu

téchto bunék.

Mezi ligandy pro pouZiti podle vyndlezu pat¥i napfiklad
takové, které se vaZou na receptor pro mandza 6-fosfdt na
povrchu makrofdgd ve slezin&, Jjatrech, plicich a Jjinych
tkdnich. Tyto membrdnové struktury a ligandy jsou p¥ehledné
popsdny v praci Perales a dal$i, Eur. J. Biochem. 226, strana
255 (1994).

b) Ligandy virového puvodu

Mezi ligandy virového puvodu podle vyndlezu pat¥i pfedevsSim
obalové glykoproteiny vird s afinitou k lymfocytim a/nebo
makrofdgim. K takovym virim infikujicim makrofdgy pat¥i

napriklad:

HIV-1, zvla3té pak kmeny s mutacemi ve V3-regionu proteinu

gpl20, coZ vede ke zvySené afinité& k makrofigim, viz
napriklad Kim a dalsi, J. Virol. 69, strana 1755 (1993);
Valentin a dal8i, J. Virol. 68, strana 6684 (1994);
Collin a dal8i, J. Gen. Virol. 75, strana 1597 (1994);
Shoida a dalsi, PNAS 89, strana 9434 (1992); Chesebro a
daldi, J. Virol. 66, strana 6547, (1992), Shaw a dalsi,
J. Virol. 66, strana 2577 (1992); Liu a dal3i, J. Virol.
64, strana 6148 (1990); Broder a dals$i, PNAS 92, strana
9004 (1995); Cangue a dalsi, Virol. 208, strana 779
(1995)

- HIV-2 viz nap¥iklad: Valentin a dalsi, J. Virol. 68,
strana 6684 (1994)

- Hantaviry, nap¥iklad Punmalavirus, viz Temony a dal3i,

Virol. 206, strana 8 (1995)

Cytomegalovirus viz napfiklad: Fajac a dalsi, Am. J. Resp.
Crit. Care Med.l149, strana 495(1994); Kondo a dalsi, PNAS
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91, strana 11879 (1994) ; Ibanez a dalsi, J.
Virol.65,6581(1991)

- Virus vrespiradni syncytialidy, viz napfiklad Becker a
dals%i, Am. J. Resp. Cell Mol. Biol.6, strana 369 (1992) ;
Roberts, Infect. Immun.35, strana 1142(1982)

- Herpes simplex-Virus, wviz nap¥iklad Plaeger-Marshall a

dalgi, Pediatric Res.26, strana 135(1989)

- Filoviry, viz napf¥iklad Schnittler a dal8i, J. Clin.
Invest.91, strana 1301(1993); Zaki, Eur. Conf. Tropical
Med. p2 (A22), Hamburg, Germany (1995).

Mezi viry infikujici lymfocyty pat¥i napfiklad:
Varicella-Zoster-Virus (VZV), ktery infikuje p¥edevSim

T-buiiky, viz nap¥iklad Moffat a dalsi, J. Virol. 69,
strana 5236 (1999%5)

- Herpeticky virus 6 (HHV-6), ktery infikuje p¥edevsim
T-buiiky, viz nap¥iklad Takahashi a dal$i, J. Virol. 63,
strana 3161 (1989); Lusso a dal3i, J. Exp. Med.181,
strana 1303 (1995); Frenkel a dal3i, Adv. Exp. Med. Biol.
278, strana 1 (1990)

- Virus vztekliny, obalovy glykoprotein tohoto viru se vaze
predeviim na buiky TH2, viz nap¥iklad Martinez-Arends a

dalgi, Clin. Immunol. Immunopath. 77, strana 177 (1995)

- HIV-1, glykoprotein gpl20 viru HIV-1 se vaZe pfredev3im na
molekuly CD4 na T-buidkdch, viz nap¥iklad Heinkelein a

dalsi, J. Virol. 69, strana 6925 (1995)

- HTLV-II, ktery infikuje ptedev3im B-buiiky, viz napfiklad
Casoli a daldi, Vvirol. 206, strana 1126 (1995)

- HTLV-I, ktery infikuje predevdim T-buiiky, viz napfiklad
Persaud a dal3i, J. Virol. 69, strana 6297 (1995); Boyer
a dalsi, Cell Immunol.129, strana 341 (1990)




Chtipokvé viry typu C, které se vazou pomoci

hemaglutinin-esterdzy-fizogenniho proteinu (HEF protein)
na N-acetyl-9-8-acetylneuraminovou kyselinu (Neu 5,9 Ac),
kterd se vyskytuje p¥ednostn& na B-lymfocytech, méné& nebo
vibec ne na T-lymfocytech, viz nap¥iklad Herrler a dalsi,
EMBO-J. 4, strana 1503 (1985); Kamerling a dalsi, BBA
714, strana 351 (1982); Rogers a dalsi, J. Biol. Chem.
261, strana 5947 (1986)

Ch¥ipokvé viry typu C, které maji mutaci na nukleotidové

pozici 872 (ta kd&duje 284 aminokyselinu v sekvenci
proteinu HEF) nap¥iklad zadménu threoninu za isoleucin.
Povrchovy protein s touto mutaci md vyrazné vy$3i afinitu
k receptorum pro N-acetyl-9-f-acetyl-neuraminovou
kyselinu, viz nap¥iklad Szepanski a dalsi, Virol.18s,
strana 85 (1992)

Stdoné produkty proteinu HEF ch¥ipkového viru C, které

obsahuji strukturu schopnou vazby na receptor pro
N-acetyl-9-R8-acetylneuraminovou kyselinu. Takové
struktury jsou definovdny katalytickou triddou serin-71,
histidin 368 nebo 369 a a kyselina asparagova 261, viz
Pleschka a dal8i, J. Gen. Virol. 76, strana 2529 (1995)

Virus Epstein-Barrové (EBV), ktery infikuje pFfedevsim

B-buiitky viz Miller-Yale, J. Biol. Med. 55, strana 305
(1982); Garzelli a dalsi, Immuncl. Lett. 39, strana 277
(1994); Counter a dal8i, J. Virol. 68, strana 3410
(1994) ; Wang a dal3i, J. Virol. 62, strana 4173 (1988)

Herpes simplex virus typu 2 (HSV-2), ktery infikuje

pfedev3im T-builky viz Kucera a dal$i, Viral Immun. 2,

strana 11 (1989)

Virus spalniek, viz Jacobson a dalsi, J. Gen. Virol. 63,

strana 351 (1982)
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4) Vyb&r ligandd podle vyndlezu pro gliové buiky

a) Nevirové ligandy

Mezi vhodné ligandy podle vyndlezu pat¥i takové latky, které
se vazZou na vné&jSi povrch gliovych bun&k. Jsou to nap¥iklad
protilatky nebo protildtkové fragmenty pfipravené proti
membranovym strukturdm gliovych bun&k, viz Mirsky a dal3i,
Cell and Tissue Res. 240, strana 723 (1985); von Coakham a
dalsi, Prog. Exp. Tumor Res. 29, strana 57 (1985) a McKeever a
dalsi, Neurobiol. 6, strana 119 (1991). Dile k takovym l&tkam
pat¥i nervové adhezivni molekuly jako nap¥iklad N-CAM, zv1&3t&
pak jeho polypeptidovy ¥et&zec C, viz Nybroe a dalsi, J. Cell
Biol.101, strana 2310 (1985).

Dadle mezi tyto latky pat¥i vSechny G&inné latky, které se
vdZzou na membrdnové struktury nebo membrinové receptory
gliovych bunék. Takovymi jsou nap¥iklad latky, které nesou na
konci molekuly mandzu a vadZou se na receptor pro mandza-
6-fosfat, viz Perales a dals$i, Eur. J. Biochem. 226, strana
225 (1994), inzulin a inzulinu podobny rlstovy faktor, viz
Merrill a dalsi, J. Clin. Endocrin. Metab. 71, strana 199
(1990)), PDGF (Ek a dal&i, Nature 295, 419 (1982), a p¥isluZné
fragmenty té&chto rustovych faktord, které jsou schopny vazby

na své receptory.

b) Ligandy podle vyndlezu virového plvodu
Mezi ligandy podle vyndlezu virového plvodu pat¥i pFredevdim
obalové glykoproteiny vird s afinitou ke gliovym butikdm. K

takovym virum infikujicim gliové buflky pat¥i nap¥iklad:

- Virus HIV-1 subtyp JRF1l, viz Sharpless a dalsi, J. Virol.
66, strana 2588 (1992)

- Herpes simplex-virus typu I, viz Xie a dal3i, Eye Sciénce
(Yen Ko Hsueh Pao) 10, strana 67 (1994); Genis a dalsi,
J. Exp. Med.176, strana 1703 (1992)




5) Vyb&r ligandd podle vyndlezu pro krvetorné buriky

a) Nevirové ligandy

Mezi vhodné ligandy podle vyndlezu pat¥i nap¥iklad protilatky
nebo protildtkové fragmenty p¥ipravené proti membranovym
receptorim exprimovanym pfedevSim na mdlo diferencovanych

krevnich burilkéach.

Popsdny jsou nap¥iklad protildtky proti nésledujicim

receptorum:

receptor pro faktor kmenovych bunék
- receptor pro IL-1, typu I

- receptor pro IL-1, typu II

- receptor prc IL-3, typu a

- receptor pro IL-3, typu b

- receptor pro IL-6

- receptor pro GM-CSF

Didle mezi tyto ligandy pat¥i monoklondlni nebo polyklondlni
protilatky, kterid se svoji konstantni oblasti védZou na Fc-g
receptory na vpovrchu imunitnich buné&k, viz Rojanasakul a

dal3i, Pharm. Res. 11, strana 1731, (1994).

Ddle mezi tyto ligandy pat¥i 1latky, které se vidZou na
membrinové struktury nebo membranové receptory mna vnéjsSim
povrchu nediferencovanych krevnich bunék nebo buné&k v
podateénich stddiich diferenciace. Mezi takové 1latky patfi
napf¥iklad rustové faktory jako je SCF, IL-1, IL-3, IL-6,
GM-CSF, nebo ijejich fragmenty respektive jejich <castelné
sekvence, které jsou schopny vazby na receptory exprimované

krvetvornymi burixami.
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6) Nevirové 1ligandy pro pouziti v leukemickych builkdch a

v burikdch tumort

Mezi vhodné ligandy podle vynalezu, které se vaZou na vnéjsi
povrch leukemickych bunék pat¥i protilatky nebo fragmenty
protilatek pripravené proti membranovym strukturam
leukemickych bunék. Takovych protiladtek Jje 3jiZ pt¥ipraveno
velké mnoZstvi pro diagnostické a terapeutické ulely, prehledy
viz Kristensen, Danish Medical Bulletin 41, strana 52 (1994);
Schranz, Therapia Hungarica 38, strana 3 (1990); Drexler a
dalsi, Leuk. Rex.10, strana 279 (1986); Naeim, Dis. Markers 7,
strana 1 (1989); Stickney a dalsi, Current Op. Oncol. 4,
strana 847 (1992); Drexler a dalsi, Blut 57, strana 327
(1988); Freedment a dal8i, Cancer Invest. 9, strana 69 (1991).
Jako ligandy pro jednotlivé typy leukémie jsou vhodné

nadsledujici protilatky nebo jejich fragmenty schopné vazat

antigen:
Buriky Membranovy antigen Monoklondlni protildtka popsand
AML CD13 Kaneko a dalsi, Leuk. Lymf.14,

strana 219 (1994)

- Muroi a dald3i, Blood 79, strana
713(1992)

CDh14 Ball, Bone Marrow Transplnt.3,
strana 387 (1988)

CD15 Guyotat a dalsi, Bone Marrow
Transplant.6, strana 385(1990)

CD33 Jurcic a dalsi, Leukemia 9, strana
244 (1995) Caron a dalsi, Cancer 73,
strana 1049 (1994)

CAMAL Shellard a dalsi, Exp. Hematol. 19,
strana 136 (1992)




Buriky Membranovy antigen Monoklondlni protildtka popsand

Sialosyl-Le Muroi a dal3i, Blood 79, strana
713(1992)
B-CLL CD5 Kaminski a dal3i, Cancer Treat.

Res. 38, strana 253(1988)
Tassone a dalsi, Immunology
Lett .39, strana 137 (1994)

CDlc Orazi a dals3i, Eur. J. Haematol.

CD23 47, strana 28, (1991)

Idiotypy a izotypy membranovych
imunoglobulind, Schroeder a dalsi,
Immunol. Today 15, strana 289
(1994)

T-CLL CD33 Imali a daldi, J. Immunol.151,
strana 6470 (1993)

receptory IL-Z Waldmann a dalSi, Blood 82, strana
receptory T-bunék 1701, (1993)

ALL CALLA Morishima a dalsi, Bone Marrow
Transplant.ll, strana 255(1993)

CD19 Anderson a dalsi, Blood 80, strana
Non-Hodgkin 84 (1993
Lymfomy Lymfoma Okazaki a dal$i, Blocd 81,

strana 84 (1993)

Mezi nevirové ligandy pro tumorové buriky pat¥i protilatky a
jejich fragmenty pF¥ipravené proti membrdnovym strukturam
tumorovych bunék, viz pfehled Sedlacek a dalsi, Contrib. to
Oncol. 32, Karger Verlag, Minchen (1988) a Contrib. to Oncol.
43, Karger Verlag, Minchen (1992)

Dalsi p¥iklady pf¥edstavuji protilatky proti:
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- antigenu Sialyl Lewis, viz Ohta a dal3$i, Immunol. Lett.

44, strana 35 (1995)

- peptidim, které se vyskytuji na povrchu tumord, a které
jsou rozezndvany T-burikami, viz Maeurer a dal3i, Melanoma
Res. 6, strana 11 (1996); Coulie, Stem Cells 13, strana
393 (19935); Stoh a dals$i, J. Biochem, 119, strana 385
(199¢), Slingluff a dalsi, Curr. Opin. Imunocl. 6, strana

733 (1994)

- proteinim exprimovanym onkogeny, viz Cheever a dalSi,

Immunol. Rev.14S, strana 33 (1995); Talarico a dalsi,

PNAS 87, strana 4222 (1990)

- gangliosiddm jako jsou GD3, GD2, GM2, 9-0-acetyl GD3,
fukosyl GM1, viz Helling a dal$i, Cancer Res. 55, strana
2783 (1995); Linvingston a dalsi, Vaccin 11, strana 1199
(1993); Vaccin 12, strana 1275 (1994); Livingston a

dal3i, Cancer Immunol. Immunother. 29, strana 179 (1989

7

)

Gnewuch a dal3i, Int. J. Cancer 8, strana 125 (1994);

Jennemann a dalsi, J. Biochem.11l5, strana 1047 (1994);
)

Ravindranath a dal3i, Cancer Res. 49, strana 3891 (1989

- antigentm krevnich skupin, viz Springer a dal$i, Cancer
37, strana 169 (1976); Carbohydrate Res.l1l79, strana 271
(1988); Molec. Immunol. 26, strana 1 (1989); Fung a
dalgi, Cancer Res. 50, strana 4308 (1990)

- antigenim polymorfniho epitelového wmucinu, viz  PEM;

Burchell a dalsi, Cancer Surreys 18, strana 135 (1993)

- antigenum Heat-Shock proteind, viz Blackere a dalsi, J.
Immunother.14, 352 (1993).

MyS$i monoklondlni protilatky jsou vyhodné pouZity v

humanizované podobé. Zplisoby humanizace protilatek, jakoZz 1

priprava fragmentl protildtek jsou znadmy ze stavu techniky.




Mezi vhodné ligandy podle vyndlezu dale pat¥i vSechny

U¢inné 1latky, které se vadZou na membridnové struktury nebo
membranové receptory na leukemickych nebo tumorovych burikdch.
Takovymi léatkami jsou nap¥iklad steroidni hormony nebo
peptidové hormony, dale rustové faktory nebo jejich fragmenty
respektive dastelné sekvence, které jsou schopny vazby na
receptory exprimované na leukemickych nebo tumorovych burikdch.
Tyto rustové faktory jsou prehledné popsdny v Cross a dalsi,
Cell 64, strana 271, (1991); Aulitzky a dalsi, Drugs 48,
strana 667, (1994); Moore, C(Clin. Cancer Res. 1, strana 3,
(1995); wvan Kooten a dalsi, Leuk. Lymph. 12, strana 27,

(1993) . pP¥iklady vhodnych ristovych faktort:

- 1IFNa pro Non-Hodgkinovy lymfomy
- IL-2 zvlasté pro leukemie T-bunék

- FGF monocytdrni, myeloidni, erythroidni a

megakaryoblastické leukémie T-buné&k

- TGFP pro leukémie

- Retinoidy, napt¥iklad kyselina retinova pro akutni

promyelocytdrni leukemie.

7) Nevirové ligandy pro infikované butiky

Pro terapii infek&nich onemocné&ni jsou vhodné jako ligandy
protildtky nebo jejich fragmenty, p¥ipravené proti puvodcim
této infekce. U virovych infekci jsou to nap¥iklad protilatky
proti virovym antigenim exprimovanym na povrchu membran

infikovanych bunék.

Jsou zndmy protildtky proti antigenim exprimovanym v bullkdch

infikovanych ndsledujicimi viry:
- HBV

- HCV
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- HSV
- HPV
- HIV
- EBV

- HTLV

Dale mezi vhodné ligandy podle vyndlezu pat¥i monoklondlni
protilatky nebo polyklondlni protildtky nebo jejich fragmenty,
které se svymi konstantimi oblastmi mchou vazat na Fc-g nebo

FC-e receptory na povrchu bunék imunitniho systému.

My8i monoklondlni protildtky jsou vyhodné pouzZity v
humanizované formé&€. Zpldsob humanizace protildtek je zndm ze

stavu techniky.

Didle mezi vhodné 1ligandy podle vyndlezu patfi v3echny
latky, které se vdZou na membrdnové struktury nebo receptory
na povrchu virem infikovanych bunék. Takovymi latkami jsou
nap¥iklad ristové faktory jako jsou cytokiny, EGF, TGF, FGF,
nebo PGDF, nebo jejich fragmenty respektive Castelné sekvence,
které jsou schopny vazby na receptory exprimované na povrchu

infikovanych bungk.

8) Ligandy podle vyndlezu pro dalSi parenchymatické buriky
a) Nevirové ligandy
Mezi vhodné 1ligandy podle vyndlezu pat¥i takové latky, které

se specificky vaZou na struktury buné&lnych membridn urlitych

tkdni. Takovymi latkami jsou nap¥iklad:




Membranova struktura Ligandy Tkarn

receptor pro asialoorosomukoid jaterni burky
asialoglykoprotein neoglykoprotein

galaktdza
receptor pro transferin jatra nebo jiné tkané
transferin
receptor pro insulin  insulin makrofdgy ve slezing,

jatrech, plicich a
jinych tkénich

Fc-yreceptory imunoglobulin G retikuloendothelidlni
systém, jiné tkané

Tyto ligandy a membrdnové struktury jsou p¥ehledné popsany v
publikaci Perales a dal$i, Eur. J. Biochem. 226, strana 255,

(1994) .

b) Ligandy virového puvodu
Mezi ligandy virového puvodu podle vyndlezu pat¥i pfredevSim
obalové glykoproteiny vird s afinitou k vybranym bufikdm, jako

napfiklad k:

buiikdm bronchdlniho epitelu

- RSV (respiratory syncytial virus), viz Becker a dalsi, Am.
J. Resp. Cell Mol. Biol. 6, strana 369 (1992)

jaternim burikam

- virus hepatitidy C, viz Uchida a dalsi, Pathol. Internat.
44, strana 832 (1994); Carloni a dals$i, Arch. Virol. 8,
strana 31 (1993); Prince a dalsi, Curr. Stud. Hemat.

Blood Trans. 61,strana 195 (1994)
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- filoviry, Jjaterni  Dbuiikky se v&Zou nap¥iklad na virus
Marburg pomoci receptoru pro asialoglykoprotein, viz
Becker a dalsi, J. Gen. Virol. 76, strana 393 (1995)

- virus hepatitidy B jaterni builky se vdZou pomoci receptoru
pro asialoglykoprotein na preS2 a preSl doméné viru HBV,
viz Shimizu a dalsi, J. Med. Virol. 20, strana 313
(1986); Treichel a dalsi, J. Gen. Virol. 75, strana 3021
(1994) ; Gerlich a dal$i, J. Hepat.17/3, strana 10 (1993);
Gripon a dal$i, Virol.192, strana 534 (1993); Pontisso a
dalsi, Hepatol.l14, strana 405 (1991); Ochiya a dalSi,
PNAS 86, strana 1875 (1989)

- virus hepatitidy D, viz Colombo a dal3i, J. Hepatol.12,
strana 64 (1991)

jaternim sinusoiddlnim burikam

- virus hepatitidy B, HBV se vdZe pomoci receptoru pro
fibronektin, viz Budhowska a dal$i, J. Virol. 69, strana

840 (1995)

9) Ligandy pouZitelné k prevenci infek&nich onemocné&ni

K prevenci infek&nich onemocnéni lze jako ligandd pouZit v3ech
latek, které se viZou na struktury bun&énych membrin makrofdgl
a/nebo lymfocytd. Takové ligandy jsou 3Ji%¥ zndmy ze stavu

techniky.

Priprava ligandd virového pluvodu

Ligandy virového pavodu podle vyndlezu 1lze p¥ipravit bud
rozpusSténim virovych obalovych proteinl z virového purifikidtu
pomoci nékterého detergentu (naptiklad pomoci
B-D-oktylglukopyranosidu) a jejich néaslednym centrifugad&nim
oddélenim, viz Mannino a dalZi, Bio-Techniques 6, strana 682
(1988), nebo pomoci molekuldrné biologickych zpisobli. Tyto

zpusoby jsou odbornikim dob¥e zndmy, viz naptriklad p¥iprava




glykoproteinu viru HEF popisovand v publikaci Pleschka a
dalsi, (J. Gen. Virol. 76, strana 2529 (1995) a Szepanski a
dalsi, Virology 188, strana 85 (1992).

Fizogenni proteiny (c¢) podle vyndlezu

Vynélez pouZivad proteiny, které maji fdzogenni G&inky, t.j.
jsou umoZnuji prinik buné&lnou membrinou. Proteiny podle
vyndlezu mohou flzovat p¥imo s bun&dnymi membridnami. Takové
fdzogenni proteiny obsahuje celd fada virg, naptriklad
paramyxoviry, retroviry a herpesviry, viz Gaudin a dalsi, J.

Gen. Virol. 76, strana 1541 (1995).

K fdzogennim proteindm podle vyndlezu pat¥i dadle takové
glykoproteiny, které umoZfiuji fidzi s bun&fnou membrinou nebo
endozdmem teprve po svém pohlceni do endozdmu a po okyseleni

prost¥edi v endozdmu.

Takové proteiny, zodpovédné za zachyceni viru na povrchu
buniky, JjakoZz 1 za néslednou £dzi s bun&fnou membrinou,
obsahuje celd ¥ada vird, viz Gaudin a daldi, J. Gen. Virol.
76, strana 1541 (1995). Tyto proteiny tvo¥i nap¥iklad

alfaviry, rhabdoviry a orthomyxoviry.

Virové fuzogenni proteiny

Virové fldzogenni proteiny podle vyndlezu Jjsou p¥ehledné
popsany v publikacich Hughson, Current Biol. 5, strana 265
(1995); Hoekstra, J. Bioenergetics Biomembranes 22, strana 675
(1990); White, Ann. Rev. Fysiol. 52, strana 675 (1990)

Flizogennimi proteiny podle vyndlezu jsou nap¥iklad:

- hemagglutinin influenza A nebo B wviru, zv1lasté pak jeho
komponenta HA2, viz Stegmann a dalsi, J. Biol. Chem. 266,
strana 18404 (1991); Klenk a dalsi, Virol. 68, strana 426
(1975) ; Lazarowitz a dal3i, Virol. 68, strana 440 (1975);
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Skehel a dals$i, PNAS 79, strana 968 (1982); Bosch a
dalsi, Virol. 113, strana 725 (1981)

- protein-M2 viru ch¥ipkového viru A, viz Sugrue a dalsi,
Virol.180, strana 617 (1991 ); Lamb a dal%i, Cell 4o,
strana 627 (1985); Pinto a dal8i, Cell 69, strana 517
(1992) ; Zebedee a dalsi, J. Virol. 56, strana 502 (1985);
Black a dalSi, J. Gen. Virol. 74, strana 1673 (1993);
Wharton a dal3i, J. Gen. Virol. 75, strana 945 (1994),
tento procein miZe byt pouZit samostatnd nebo vkombinaci
s hemagglutininem ch¥ipkového viru viz Ohuchi a dalsi, J.
Virol. €8, strana 920 (194), nebo S mutovanou
neuramidazou ch¥ipkového viru A. Této zmutované
neuramidaze chybi enzymatickd aktivita, kterd je pot¥eba
k hemaglutinaci, viz Hausmann a dalZi, J. Gen. Virol. 7s,

strana 1719 (1995)

- peptidova analoga hemaglutininu viru ch¥ipky, viz Wharton
a dalsi, J. Gen. Virol. 69, strana 1847 (1988)

- protein  HEF ch¥ipkového viru-C, fdzogenni aktivita
proteinu HEF se aktivuje rozSté&penim HEF, na podjednotky
HEF, a HE
strana 839 (1988); Kitan a dalsi, Arch. Virol. 73, strana

2+ viz Herrler a daldi, J. Gen. Virol. 69,

%]

357 (1982); Ohuchi a dalsi, J. Virol. 42, strana 1076
(1982)

- transmembranovy glykoprotein filovirl jako je nap¥iklad
virus Marburg, viz Feldmann a dal$i, Virol. 182, strana
353 (1991 ); Will a dalsi, J. Virol. 67, strana 1203
(1993); Kiley a dal3i, J. Gen. Virol. 69, strana 1957
(1988) ; Geyer a dalsi, Glycobiol. 2, strana 299 (1992).
DalSim filovirem je virus Ebola, viz Elliott a dals3i,
Virol.147, strana 169 (1985); Cox a daldi, J. Infect.
Dis.147, strana 272 (1983); (Kiley a daldi, J. Gen.
Virol. 69, strana 1957 (1988); Feldmann a dal8i, Arch.




Virol. 7, strana 81 (1993); Volchkov a dalsi, Virol. 214,

strana 421 (1995)

transmembrdnovy glykoprotein viru vztekliny, viz Whitt a
dalZi, Virol. 185, strana 681 (1991); Gaudin a dalsi, J.
Virol. 65, strana 4853 (1991); 67, strana 1365 (1993);
Virology 187, strana 627 (1992)

transmembranovy glykoprotein (G) viru vesikuldrni
stomatitidy, wviz Balch a dal$i, J. Biol. Chem. 261,
strana 14681 (1986); Kreis a dals$i, Cell 46, strana 929
(1986); Doms a daldi, J. Cell Biol. 105, strana 1957
(1987); Zzhang a dal8i, J. Virol. 68, strana 2186 (1994);
Ohnishi, Curr. Topics Membr. Transp. 32, strana 257
(1988); Li a dalsi, J. Virol. 67, strana 4070 (1993);
Zagouras a dal3i, J. Virol. 65, strana 1976 (1991 );

Herrmann a dal&i, Biochem. 29, strana 4054 (1990)

fizogenni protein viru HIV, zvla3t& pak jeho komponenta
gp4l, viz Stareich a dal$i, Cell 45, strana 637 (1986);
Kowalski a daldi, Science 237, strana 1351 (1987);
Gallaker a daldi, Cell 50, strana 327 (1987)

fdzogenni protein viru Sendai, 2zv1d3té pak jeho komponenta
F1, viz Blumberg a dal3i, J. Gen Virol. 66, strana 317
(1985); Sechoy a dalsi, J. Biol. Chem. 262, strana 11519
(1987); Homma a Ohuchi, J. Virol.12, strana 1457 (1973);
Scheid a Choppin, Virol. 57, strana 470 (1974)

transmembranovy glykoprotein Semliki-Forest viru, =zvlasté

pak jeho komponenta E1, viz Omar a daldi, Virol. 166,
strana 17 (1988); Nieva a dalsi, EMBO-J. 13, strana 2707
(1994); Falen a daldi, J. Cell biol. 112, strana 615
(1991 ); Lobigs a daldi, J. Virol. 64, strana 1233 a
strana 5214 (1990); Kenney a dalsi, Structure 2,strana

823 (1994); Garoff a dal8i, Nature 288, strana 236
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(1980); Levy-Mintz a dal3i, J. Virol. 65, strana 4292
(1991)

- transmembrdnovy glykoprotein viru klistové encefalitidy,
viz Guirakhoo a daldi, Virol. 169, strana 90 (1989); J.
Gen. Virol. 72, strana 1323 (1991); Heinz a daldi, Virol.
198, strana 109 (1994)

- fdzogenni protein viru lidské respiraini syncytialitidy,
(RSV) zv1dSté pak jeho komponenta gp37, viz Collins a
dalsSi, PNAS 81, strana 7683 (1984); Elango a dal3i, Nucl.
Acids Res. 13, strana 1559 (1985)

P¥iprava virovych fdzogennich proteint

Virové flzogenni proteiny podle vyndlezu lze p¥ipravit bud
rozpuSténim virovych obalovych proteinl z virového purifikitu
pomoci nékzerého detergentu | (naptiklad pomoci
3-D-oktylglukopyranosidu) a jejich naslednym centrifugadnim
oddélenim, viz Mannino a dalsi, Bio-Techniques 6, strana 682
(1988), nebo pomoci molekuldrn& biologickych zplisobd. Priklady
pfipravy takovychto flzogennich proteind jsou popsany v

nasledujicich publikacich:

- hemaglutinin influenza wviru (ch¥ipky), viz Bullough a
dalsi, J. Mol. Biol. 236, strana 1262 (1994); Nature 371,
strana 37 (1994); Daniels a dal3i, Cell 40, strana 431
(1985) ; Godley a dal3i, Cell 68, strana 635 (1992); White
a dalsi, Nature 300, strana 658 (1982); Wiley a dals3i,
Ann. Rev. Biochem. 56, strana 365 (1987); Kawaoka a
dalsi, PNAS 85, strana 321 (1988); Kuroda a dalsi, J.
Virol. 63, strana 1677 (1989), EMBO-J. 5, strana 1359
(1986); Nasve a dal3i, Virol.129, strana 298 (1983) ;
Porter a dalsi, Nature 282, strana 471 (1972); Hughson,
Curr. Biol. 5, strana 265 (1995)

- protein M2 influenza viru C, viz Black a dal%i, J. Gen.
Virol.74, strana 1673 (1993); Pinto a dalsi, cCell 69,




strana 517 (1992); Zebedee a dal8i, J. Virol.56, strana
502 (1985)

- protein HEF viru ch¥ipky C, viz Pfeifer a dal8i, Virus.
Res.l, 281 (1984); Herrler a dalsi, Virol. 113, strana
439(1981)

- transmembrinové glykoproteiny filovirl, nap¥iklad viru
Marburg, viz Will a dalsi, J. Virol. 67, strana 1203
(1993); Feldmann a dal3i, Virus Res. 24, strana 1 (1992).
Dal&im filovirem je virus Ebola, viz Volchkow a dalsi,
FEBS Lett. 305, strana 181 (1992); Virol. 214, strana
421(1995); Sanchez a dalsi, Virus Res. 29, strana
215(1993); Virol. 157, strana 414(1987); Eliott a dalSi,
Virol. 163, strana 169 (1985)

- transmembrdnovy glykoprotein viru vztekliny, viz Gaudin a
dalgi, J. Virol. 65, strana 4853(1991); Virol. 187,
strana 627 (1992); Rose a dalsi, J. Virol. 43, strana 361
(1982); Witte a dalsi, Vvirol. 185, strana 681 (1991)

- transmembrinovy glykoprotein viru vesikuldrni stomatitidy,
viz Li a dals8i, J. Virol. 67, strana 4070 (1993); Riedel
a dal8i, EMBO-J. 3, strana 1477 (1984); Lyles a dalsi,
Biochem. 29, strana 2442 (1990); Metsikko a dalsi,
EMBO-J. 5, strana 3429 (1986)

- transmembrdnovy glykoprotein Semliki Forest wviru, viz
Garoff a daldi, Nature 288, strana 236(1980); Kielian a
dals$i, J. Virol. 64, strana 4614(1990); Kondor-Koch, J.
Cell Biol. 97, strana 644 (1983)

- transmembrinovy glykoprotein viru kliStové encefalitidy,
viz Guirakkoo a dal3i, J. Gen. Virol. 72, strana 1323
(1991); Heinz a dal3i, Virol. 198, strana 109 (1994)
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DalSimi molekulami s fdzogennimi vlastnostmi jsou nap¥iklad

- peptidy obsahujici translokadni  doménu (doménu  II)
exotoxinu A bakterii Pseodomonas, viz Weis a dal3i,
Cancer Res. 52, strana 6310 (1992); Fominaga a dal$i, J.
Biol. Chem. 271, strana 10560 (1996)

- peptidy obsahujici peptid s aminokyselinovou sekvenci

GLFEALLELLESLWELLLEA .
Gottschalk a dals$i, Gen Ther. 3, strana 448 (1996)

- peptidy obsahujici peptid s aminokyselinovou sekvenci -

AALAEA (LAEA],LAAAAGC (Acm)
Wang a dalSi, Technol. Advances in Vector Syst. For Gen

Ther., May 6-7, 1996, Coronado, Konference IRC)

- peptidy obsahujici peptid s aminokyselinovou sekvenci

FAGV~-VLAGAALGVAAAAQI
- fazogenni protein viru spalniek, viz Yeagle a dal3i,

Biochem. Biofys. Acta 1065, strana 49 (1991)
- peptidy obsahujici peptid s aminokyselinovou sekvenci
GLFGAIAGFIEGGWWGMIDG

- proteiny HA2 viru ch¥ipky typu A, viz Lineburg a dal3i, J.
Biol. Chem. 270, strana 27606 (1995)

- peptidy obsahujici peptid s aminokyselinovou sekvenci

GLFGAIAGFIENGWEGMIDGGLFGAIAGFIENGWEGMIDG

Burger a dals$i, Biochem 30, strana 11173 (1991) nebo peptid -
GLFGAIAGFIE;

ALFGAIAGFIE;

LFLGAIAGFIE;

LLLGAIAGFIE;

LILGAIAGFIE;

GIFGAIAGFIE;

GLLGAIAGFIE;

GLFAAIAGFIE;




GLFEAIAGFIE;
GLFGAMAGFIE;

GLFGAIAGLIE nebo peptid
GLFGAIAGFIV

viz Steinhauer a dalsi,
nebo peptid
GLFEAIAEFIEGGWEGLIEG
nebo peptid
GLLEALAELLEGGWEGLLEG

viz Ishiguro a dalSi,

Konjugace ligandu
Konjugace ligandd

zpUusoby, které jsou odbornikim

Priklady nekovalentni vazby na

nosi&-biotin ~ avidin-S-S-ligand

nosi¢ ~ bispecifickd protilatka ~

ligand

J. Virol 69,

Biochem.

strana 6643 (1995)

32, 9792 (1993).

a fizogennich proteind s nosilem

a fldzogennich proteind s nosilem se provadi

dob¥e znamy.

nosi¢ jsou nasledujici:
Hashimoto a dalsi,

strana 129(1984)

Immunol.132,

Raso a dal3i, Immuncl. Rev.62,

strana 93 (1982)

P¥iklady kovalentni vazby na nosicd

vazba na volné aminoskupiny

proteinu

potfebné regencie:
N-succinimidyl-3- (2-pyrdylthio) -
propionat (SPDP)

SDDP-dithiothreitol

2-iminothiolan

Carlson a dalsi, Biochem. J. 173,

strana 723 (1978)

Carlson a dalsi, Biochem. J. 173,

strana 723 (1978)

King a dalsi, Biochem. 17, strana
1499 (1978)



2,2-iminothiolan +

4,4-dithiopyridin

3-methyl-3(4-dithiopyridyl) -

merkapto-propionimidat

N-acetylhomocystein thiolakton

anhydrid acetylmercaptosuccinové
kyseliny + NH,OH

m-maleimido-benzoyl-N-hydroxy

succinimid ester

succinimidyl-4- (N-maleimido-

methylcyklohexan) -1-karboxylat

N-succinimidyliodoacetat

4 -hydroxy, 3-nitromethylbenzimidat

+ acetimidat + Na,S,0,

4 -hydroxy, 3-nitromethylbenzimidat
+ acetimidat + NaNO,

oxidovany Dextran + borohydrid

vazba na volné hydroxylové

skupiny proteinu

pot¥ebné reagencie:

cystamin + karbodimid

~-35-

King a dalsi, Biochem.17, strana
1499(1978)

Reiner a dals3i, J. Mol. Catal. 2,

strana 335 (1977)

Klotz and Heineg, Arch. Biochem.
Biofys. 96, 690 (1979)

Liu a dalsi, Biochem. 18, strana

690 (1979)

Yoshitake a dalsi, Eur. J.

Biochem. 101, strana 395 (1979)

Rector a dalsi, J. Immun. Meth.

24, strana 321 (1978)

Miller and Pfleiderexr, J. Appl.

Biochem. 1, strana 301 (1979)

Miller and Pfleiderer, J. Appl.

Biochem. 1, strana 301 (1979)

Hurwith a dalsgi, Eur. J. Cancer

14, strana 1213 (1978)

Erlanger a dal$i, Meth.
Imm. Immunochem.l, strana 144
(1967)

Gilliland, Cancer Res. 40, strana

3564 (1980)




vazba na volné SH-skupiny

proteinu

pot¥ebné reagencie:

protein-SH

protein-SH + Na,S,0,

Ellmanovo &inidlo

vazba na volné karbonylové

skupiny proteinu

potiebné reagencie:

periodat

vazba na volné karboxylové

skupiny proteinu

potfebné reagencie:

Ghose and Blair, CRC Crit. Rev.
Ther. Drug Carrier Syst. 3, strana
263 (1987)

Masuko a dal3i, BBRC 90, strana
320 (1979)

Raso and Griffin, J. Immunol.l25,
strana 2610 (1980)

Hurwitz a dalsi, Cancer Res. 35
strana 1175 (1875)

Gilliland, Cancer Res. 40, strana

cystamin + carbodiimid 3564 (1980)

Vybér nukleotidové sekvence vkladaného genu podle vyndlezu

Nukleotidové sekvence podle vyndlezu ur&ené k tvorbé komblexu
s nosiem mohou byt jak ve formé& DNA tak 1 RNA.
V nejjednodudsim pripadé jde o volnd nukleotidova vladkna,
kterd obsahuji gen kdédujici poZadovany protein. Tento gen miZe
byt doplné&n o promotorové sekvence nebo moduly specifické pro

konkrétni bunku nebo virus.

Dale mohou byt k tomuto genu p¥idany dals$i virové promotorové
sekvnece a/nebo enhancery, které slouZi k zesileni a/nebo
prodlouZeni exprese tohoto genu. takové promotory a/nebo

enhancery jsou pf¥ehledné popsany nap¥iklad Dillonem, TiBTech
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11, strana 167, (1993). Ptriklady vhodnych promotord a/nebo

enhancerd jsou ndsledujici:

- LTR-sekvence viru Rousova sarkomu

- LTR-sekvence retrovird

- promotorova a enhancerovd oblast viru CMV

- LTR-sekvence a/nebo promotorové sekvence pS5, pl9, p40 AAV
vird

- LTR-sekvence a/nebo promotorové sekvence adenoviru

- LTR-sekvence a/nebo promotorové sekvence vakcinia viru

- LTR-sekvence a/nebo promotorové sekvence herpesvirt

- promotorové sekvence parvovird

- promotorové sekvence (reguladni oblast proti sméru

transkripce) papillomavird

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je nukleotidovd sekvence

vloZena do plazmidu.

Vznik komplexu konjugovaného noside a genu

Konjugovany nosié¢ davd po smiSeni s genem, respektive s
nukleotidovou sekvenci podle vyndlezu vzniknout komplexu. Ve
vyhodném provedeni vyndlezuje vybran takovy vzdjemny bomér
jednotlivych slozZek, ktery vede ke vzniku komplexd s
neutrdlnim nebo kladnym ndbojem. Vyhodnymi pom&ry vychozich

slozek jsou nap¥iklad:

- 1 pmol lipidu/ 20ug plazmidu

- 1 az 5 mg lipidu/ 10 aZ 20upug DNA/RNA

6,2 mg lipidu/ 1,55 aZ 3,1 ug DNA

lipid/DNA-petid (5:1)




Celkového ndboje je dosa%eno inkubaci pozitivn& nabitého

nosife s geny ve vhodném pom&ru. Tento pom&r lze stanovit
zm&¥enim zeta-potencidlu, viz Dittgen a dalsi, Farmazie 42,

strana 541 (1987).

P¥iklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1: PZiprava uc¢inné latky pro transfekci
endothelidlnich bunék

a) P¥iprava obalového glykoproteinu filovird jakoZto
ligandu

w

Obalovy glykoprotein filovird m& vy83i afinitu k Dbuikim
endothelu. P¥iprava tohoto glykoproteinu probihd zpldsobem
popsanym v publikacich Will a dalsi, J. Virol. 67, strana 1203

(1993); Feldmann a daldi, Virus Res. 24, strana 1 (1992) a
Volchkow a dalsi, FEBS Lett. 305, strana 181 (1992).

P¥iprava glykoproteinu z viru Ebola

Virus Ebola kmene "Zaire" (EBO, Virologicky Institut, Sergiev
Posad, Rusko) byl pasdZovdn v opicich makak rhesus. Z téchto
opic byl pFreveden bun&fné kultury (Vero-buiiky) a poté byl
izolovdn 2z kultivadniho média, viz Volchkow a dal3i, FEBS

Lett. 305, strana 181 (1992).

Klonovadni a sekvenovani virové DNA

Genomovd RNA se izoluje z virového purifikdtu centrigfugaci v
cesiumchloridovém gradientu, viz Volchkow a dalsi, (1992) .
Tato RNA byla pouZita pro p¥ipravu cDNA knihovny pomoci
nidhodnych primerG a reverzni transkriptdzy viru kufeci
myeloblastézy. RNA-cDNA hybridy byly vzaty jako zédklad pro
amplifikaci genl pro glykoprotein pomoci PCR a ndsledujicich

syntetickych primerta:
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- primer N1

5 ' -GAAGGATCCTGTGGGGCAACAACACAATG (Sekvence Id. &.1), je
komplementdrni s nukleotidy 114 a% 142 mRNA po sméru
transkripce a je doplnEnd o S5'-termindlni BamHl

restrikéni misto

-~ primer N2

5'-AAAAAGCTTCTTTCCCTTGTCACTAAA (Sekvence Id. &. 2), je
komplementdrni s nukleotidy 2492 a% 2466 na mRNA po sméru
transkripce a Jje doplné&nd o 5'-termindlni restrik&ni

misto enzymu HindIII.

Sekvenovdni nukleotidové sekvence DNA genu GP bylo provedeno
na obou vldknech zplisobem podle Maxama a Gilberta (Methods in
Enzymology 65, strana 499 (1980). Sekvence genu GP viru Ebola
kmene "Zaire" byla uloZena v Genové bance pod &islem U31033,

viz Volchkow a dalsi (1992).

Sekvence genu GP viru Ebola kmene "Zaire" (EBO) byla do
velké miry identickd s dosud publikovanou sekvenci, viz
Sanchez a dal$i, Virus Res. 29, strana 215 (1993). Pouze v
pozici 1019 aZ 1025 bylo nalezeno pouze sedm misto osmi jole)

sob&€ jdoucich adenind (v mRNA po sm&ru transkripce).

Izolace, klonovdni a sekvenovadni mRNA pro EBO-GP

mRNA pro EBO-GP byla izolovdna z pt¥ibliZn& 7x10” bundk
infikovanych EBO virem (1 a% 10 PFU na jednu buiiku, 1 den po
infekci) pomoci kitu RNeasy firmy Qiagen. Pro syntézu cDNA
bylo pouZito 10 upl roztoku mRNA (co? odpovidalo p¥ibliZné&
1,4x10° infikovanych buné&k). Toto mnoZstvi mRNA bylo inkubovéano
s reverzni transkriptdzou viru ptadi myeloblastdzy v

pritomnosti primeru:

- N3




oligo-d(T) 21 s vloZenym restrik&nim mistem pro HindIII

na 5° konci

Po reverzni transkripci byla RNA odstran&na inkubaci smési v 1

ug/pl RNA-&zy (37°C, 30 minut).

K amplifikaci nukleotidové sekvence kd&dujici GP bylo

pouZito primerd N1 a N3.

PCR byla provedena p¥i celkovém objemu reakéni smési
100 ul. SloZeni reak&ni sm&si bylo nésledujici: 1 aZ 5 pg cDNA
v 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 2 mM MgCl, s pfidavkem
0,2 mM ka?dého deoxynukleotidu a 0,3 pM kaZdého z primeri.

Raek&ni sm&s byla nejprve zah¥ata na 10 minut na teplotu
95°C a byla p¥iddna Taq polymerdza (2,5 U/100 ul). Bylo
provedeno celkem 35 amplifikadnich cykld, pfricemZ jeden cyklus
sestaval z 1 minutové inkubace p¥i 94°C, 1 minuty p¥i 70°C a 1
minuty p¥i 72°C. Po 35 cyklech byly ke smési pridany sondy na
10 minut p¥i teplot& 72°C. VSechny komponenty pro PCR byly
doddny firmou Perkin-Elmer Cetus. Produkty PCR byly pfrelistény
pomoci soupravy "QIA quick Spin" pro purifikaci produkrd PCR,
Qiagen. P¥eCisténa DNA byla neprodlené pouzita pro
sekvenovdni, pro opakovanou PCR, a nebo pro klonovani do
plazmidovych vektorl. Nukleotidovd sekvence v oblasti proteinu
GP, kde se p¥rekryvaji <&teci ramce ORF I a ORF II, byla
stanovena pomoci Sangerova zpusobu (Sanger a dalsi, PNAS 74,

strana 5463, (1977), pfidemZ byl pouZit nasledujici primery

- primer N4

5°-CGGACTCTGACCACTGAT (Sekvence Id. &.3)

je komplementdrni k nukleotiddm 1108 aZ 1091
- primer N5

5~ -TCGTGGCAGAGGGAGTGT (Sekvence Id. ¢.4)

je komplementdrni k nukleotiddm 1412 aZ 1395
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PCR-fragmenty byly klonovadny do vektoru pGEM2Zf(+) a tyto
rekombinantni plazmidy byly enzymaticky sekvenoviany, viz
(Sanger a dalsi, PNAS 74, strana 5463, (1977).

vVétSina klond vykazovala (podobn& jako VvRNA) 7 po sobé
jdoucich adenosini mezi pozicemi 1018 a% 1026 (mRNA ve sméru
transkripce), =zatimco p¥ibliZn&€ 20 % mRNA pro GP protein z

bunék méla v této pozici 8 adenosint.

mRNA s osmi adenosiny kéduje kompletni protein GP o délce
676 aminokyselin. Osmy adenosin tedy umoZiiuje posun dJdteciho

réamce od ORF I k ORF II.

mRNA se pouhymi sedmi adenosiny k&duje naproti tomu

nestrukturalni druhy glykoprotein (sGP - second Glycoprotein).
Diky tomu je sGP identicky s N-koncovou &asti (274
aminokyselin) proteinu  GP a je doplnén dalsSimi 70

aminokyselinami, které kdéduje konec &teciho rdmce ORF I.

Tento konec neni v GP obsaZen, diky tomu, Ze osmy
adenosin umozZni p¥ejit z ORF I k ORF II a ORF I tudiZ neni

dodten do konce.

Konstrukce rekombinantnich plazmidud

PCR produkty, které obsahuji kompletni ORF genu pro
protein GP viru EBO, se inkubuji s restrikdnimi enzymy BamHI a
Hind III. Restrikdéni Stép se pak liguje do plamidu pGEM3ZE (+),
ktery byl predtim nasStépen stejnymi enzymy. Plazmid obsahuje
promotor RNA polymerdazy fadga T7, které je vyuZit p¥i syntéze
EBO-GP RNA 2za vyuziti expresivniho systému vakciniaviru/T7

polymerazy.

Plazmidy, které obsahovaly nukleotidovou sekvenci EBO
VRNA kédujici protein GP o plné délce (sedm po sobé jdoucich
adenosinu) byly oznaleny PGEM-mGP7, zatimco plazmidy

obsahujici osm adenosind byly pojmenovany pGEM-mGPS8.




Nukleotidové sekvence kdédujici protein GP byly vystiiZeny

restrik&nimi enzymy BamHI a HindIIIz plazmidd pGEM-mGP7 a

pGEM-mGP8, vzniklé konce byly doplnény pusobenim Klenowova
fragmentu DNA polymerdzy I a vloZeny do vektoru pScll
(Promega, Madison, WI) na3t&peného restrik&nim enzymem Smal.
Vzniklé rekombinantni plazmidy (pSC mGP7 a pSC-mGP8) byly

pouzity k p¥ipravé@ rekombinantnich vakcinia viru.

Konstrukce rekombinantnich vaccinia vird

Rekombinantni vaccinia viry byly p¥ipraveny homologni
rekombinaci mezi tK oblastmi rekombinantniho plazmidu
pSc-mGP7 nebo pSc-mGP8 a genomické DNA vakcinia viru
kmene WR, viz Chakrabarti a dals$i, Mol. Cell. Biol. 5,
strana 3403 (1985) a pomoci lipofekdni transfekce, viz
Felgner a dal$i, PNAS 84, strana 7413 (1987).

Rekombinantni viry byly prelistény jednoduchym
pasidfovanim v bufikdch TK-143 a c&ty¥ndsobnym pasazovanim v
butikdch CV-1. Pro selekci byly vyuzZity plaky pozitivni na
B-galaktosidazu.

Rekombinantni wvakcinia viry, vzniknuv3i z plazmidu
pSc-mGP7, byly oznaleny vSc-mGP7, =zatimco viry z plazmidu

pSc-mGP8 byly oznadeny vSc-mGP8.

Exprese GP bylo dosaZeno infekci 1x10° bun&k Hela nebo
stejného mnoZstvi bunék RK-13 10 PFU vSc-mGP7 nebo vSc-mGP8 na

buriku.

Exprese genového produktu byla stanovena imunoblotingem.
Nejprve bylo pomoci 10% SDS-PAGE (denaturacni elektroforéza v
dodecylsulfitu sodném na akrylamidovém gelu) rozdéleny lyzaty
z 1x10° infikovanych Hela buné&k nebo bun&k RK-13, viz Laemmli,
Nture 227, strana 680, (1970). Rozdélené proteiny byly pomoci
polosuchého blotovdni p¥eneseny na PVDF membrdnu (Millipore).

Sekretovany sGP byl analyzovdn na gelu ze vzorku 20 pl
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infikovanych bun&k z prebytku inkuba&niho média (2 ml, 1x10°
bunék) . Imunoanalyza byla provedena pomoci mySiho-anti-EBO,
koniského-anti-EBO a krali&iho-anti-EBO séra, ptricemZz jako
sekunddrni protilatky bylo pouZito kralic¢i-anti-my3i,
respektive anti-kofiské protilatky, konjugované s k¥enovou
peroxidazou. Sekundarni protilatka byla detekovina

ECL-technikou (Amersham) .

V buné&&nych lyzdtech infikovanych bun&k Hela, jakoz i v
lyzatech infikovanych RK-13 bun&k, bylo moZno dokizat produkci
GP, jakoZ i sGP, ptrifemZ po specifické infekci vSC-GP7 vyrazné

vzrostl podil sGP a po infekci vSC-GP8 podil GP.

Poté byly bun&&né lyzdty inkuboviny s endoklykosiddzou H
a podrobeny analyze na SDS-PAGE, kterd prokidzala, Z%e dUplny GP
m& molekulovou hmotnost 125 a%¥ 140 kDa, a na rozdil od
netiplného GP je rezistentni proti 3St&peni endoklykosiddzou H

diky komplexné N-glykosidicky vidzanym oligosacharidim.

Butiky RK-13 exprimuji dplny GP s molekulovou hmotnosti
140 kDa, zatimco Hela bufiky GP o hmotnosti 125 kDa. Rozdil v
hmotnosti jednotlivych glykoproteind je dan bunédcné
specifickou rozdilnou N-glykosylaci. 140 kDa GP produkovany
burikami RK-13 jevil stejnou elektroforetickou pohyblivost jako

GP ebolavird (SDS-PAGE).

Burlky  infikované vSC-GP7 vykazovaly ©pouze nepatrna
mnoZzstvi sGP v bun&&ném lyzadtu. Tento sGP m&l jednotnou
hmotnost 50 kDa. PrevaZujici podil sGP byl nalezen v
kultivanim médiu (pom&r mezi sekretovanym a intraceluldrnim
SGP Cinil 25:1). Sekretovany sGP md molekulovou hmotnost 50 a¥

55 kDa a je rezistentni k d&inkdm endoglukosiddzy H.




Vyb&r GP a jeho prelisténi

Pro pripravu nevirového vektrou podle vyndlezu byl jako ligand
vybridn glykoprotein EBO-GP o molekulové hmotnosti 140 kDa
produkovany butikami RK-13.

Buitky RK-13 byly infikovany vSC-GP8 o koncentraci 10 PFU
na jednu bufiku. Proteiny v bunélném lyzdtu byly rozdéleny
pomoci preparativni 8% SDS-PAGE a poté byly obarveny v
Coomassie brilliant blue (CBB). Cast gelu obsahujici GP byla
vy¥iznuta a umistdna do za¥izeni BioTrap (firma Schleicher a
Schuall) a pouZita jako vzorek do dalSi horizontdlni
elektroforézy. Elektroeluce probihala v pufru obsahujicim
100 mM glycin, 20 mM Tris a 0,01 % SDS po dobu 16 aZ 20 hodin
p¥i teplot& 4°C a konstantnim napé&ti 200 V. Eludt byl zachycen
a zakoncentrovadn pomoci mikrokoncentraéni cely Centricon-100

firmy Amicon.

Vzorek  koncentrovaného eluatu byl elektroforeticky
rozd&len na 10% SDS-PAGE, obarven pomoci Coomassie brilliant

blue a poté byla stanovena jeho Cistota pomoci imunoblotu.

Poté byl GP protein jesté& chromatograficky p¥fecistén
pomoci HPLC na reverzni fazi, pricemZz byla pouzita kolona
Shandon WP300 (0,46x25 cm), C 4,5 um. Chromatografie probihala
v acetonitrilovém gradientu (0% aZ 100% sloZky B béhem 40

minut, sloZka A: 0,1% TFA (kyselina trifluorococtova), 10%

\'

acetonitril, sloZka B: 0,1 % TFA, 90% acetonitril). Béhem
chromatografického déleni Dbyla udrZovana teplota 60°C a

pritokovd rycglost eludniho &inidla 1 ml/min.

P¥iklad 2: P¥iprava fizniho proteinu M2 influenza A viru

P¥iprava flzniho proteinu M2 influenza A viru probihala
zpusobem podrobn& popsanym v publikacich Zebedee a dalsi, J.
Virol. 56, strana 502, (1985); Pinto a dalsi, Cell 69, strana
517 {(1992) a Black a dalsi, J. Gen. Virol. 74, strana 1673,
(1993) .
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Pfiklad 3: PpPf¥iprava kationtového proteinového nosi&e podle

vyndlezu

Pfiprava a charakterizace nosného systému byla popsadna Vv

dizertadni prdci Muller, Bazilej (1994). Castice byly
charakterizovdny podle své velikosti (stanoveno fotonovou
korelalni spektroskopii), podle svého povrchového naboje

(stanoveno méfenim zetapotencidlu) a své morfologie (stanovena
rastrovaci elektronovou mikroskopii). Jednotliva stanoveni
byla provddéna dob¥e zpusoby znamymi zplsoby, viz dizerta&ni
prace Muller, Bazilej (1994) a Junginger a dal$i, Farm. 2Ztg.
25, strana 9 (1991).

Kationizace albuminu probihala zpusobem podrobn& popsanym
v publikacich Bergmann a dal$i, Clin. Sci. 67, strana 35,
(1984) a Kumagal a daldi, J. Biol. Chem. 262, strana 15214
(1987) . Karboxylové skupiny lidského serového albuminu byly

nejprve aktivovany N-ethyl-N'-3- (dimethylaminopropyl) -
karbodiimid-hydrochloridem a pak byl cely protein kationizovan
navazanim hexamethylendiaminu. Oddéleni prebytecného

nezreagovaného <¢inidla bylo povaddéno dialyzou a pomoci
sloupcové chromatografie. Mira kationizace byla urena mé&¥enim

zetapotencidlu a elektroforeticky.

Pfiprava kationizovaného lidského sérového albuminu (cHSA)

K 67 ml 2M roztoku hexamethylendiamunu bylo p¥iddno 5 ml
20% roztoku sérového albuminu a hodnota pH byla upravena na
7,8. Smeé€s byla michdna 30 minut p¥i pokojové teplot& a 100
otackach zaminutu a poté byl pY¥idan 1 g N-ethyl-
N'-3-(dimethyl-aminopropyl) -karbodiimidhydrochloridu. Poté
byla opét prekontrolovdna hodnota pH a sm& byla 4 h
inkubovdna za pokojové teploty. Preh¥ivani smési bylo
zabranéno prileZitostnou inkubaci v ledové 1l&zni. Kone&ny
produkt byl zakoncentrovdn a odd&len od nizkomolekuldrnich
sloZek pomoci koncentrdtoru Amicon (s mezi propustnosti 30

kDa) v péti centrifugaénich krocich. Stav purifikace byl




monitorovdn fotometricky (p¥i vlonové délce 280 nm) a

osmometricky. Prelidté&ny derivat byl lyofilizovan a uskladnén

pri 4°C.

Charakterizace cHSA

Charakterizace kationizovaného <cHSA byla provddéna znamymi
elektroforetickymi zplUsoby. Izolektrickd fokusace v homogennim
polyakrylamidovém gelu (5% T, 3% C) a s amfolyty Pharmalyte’
Carrier v rozsahu pI 3 aZ 9 (Phast Gel IEF 3 az 9) ukizala
posun izoelektrického bodu od pI 4 k pI 7 aZ 9. SDS-PAGE na
gradientu Phast Gel 10 az 15 % (Phast Gel buffer strips,
neredukujici prostfedi) prokazala, zemolekulovad  hmotnost
67 kDa nebyla kationizaci pozménena. Agragaty o vySSi

molekulové hmotnosti nebyly touto technikou dokazany.

Kationizovany albumin md absorbdni maximum v UV oblasti
pfi vlnové délce 276 aZz 278 nm. Mira kationizace byla
stanovena flourometricky po substituci volnych primdrnich
aminoskupin fluoresceinaminem. Excitadni vlnovd délka byla 390
nm a emisni 475 nm, stanovovani probihalo pfi pH 7.

P¥epolitadvaci faktor 2,0 azZ 3,0 dokazoval Uplnou substituci.

Kationizovany albumin lze bez problémi fotometricky
stanovit nap¥iklad ve smési s plazmidy pomoci zndmého
BCA-testu na proteiny p¥i koncentracich 5 aZ 10 pg/ml.

Fotometrické stanovovani se provadi p¥i vlnové délce 562 nm.

Stanoveni funkcnosti cHSA

a) Pr¥iprava makromolekuldrniho komplexu cHSA/plazmid

22,95 pg plazmidu CMV-lacZ bylo inkubovdno 10 minut v 1,4 ml
0,9% sterilniho roztoku chloridu sodného. Roztok byl michéan
pfi 100 otéackéch za minutu pfi pokojové teploté. Pak byl kt
omuto roztoku po kapkdch (jedna kapka za sekundu) pridavan
1 ml sterilné filtrovaného roztoku kationizovaného lidského

sérového albuminu v 0,9 % chloridu sodném. Smés byla :za
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stdlého michdni ponechdna 5 minut za pokojové teploty tak, aby

se vytvoril poZadovany komplex.
b) Charakterizace vzniklého komplexu

Koncentrace cHSA nutni pro neutralizaci a kationizaci plazmidu
byla stanovena pomoci elektroforézy na agardzovém gelu (1%
agardézovy gel, TAE pufr, pH7,4, 90 V, 3h). Nenavizané p¥ebytky
plazmidu plazmid byly detekovdny p¥idavkem ethidiumbromidu,
podil proteinové sloZky pomoci ndsledného barveni Coomassie
modfi. Komplexy plazmid-protein s celkovym kladnym nédbojem
putovaly za uvedenych podminek z¥eteln& ke kathod&. Komplexy
pfipravené z 0,3 ml roztoku obsahujiciho 8,3 mg/ml cHSA
vykazovaly negativni celkovy naboj, zatimco komplexy
pfipravené z 0,6 ml; 1 ml; 1,5 ml a ze 2 ml vykazovaly celkovy
pozitivni né&boj. Za 2zaddné =z vybranych koncentraci nebyly

pozorovany volné plazmidy.

Desetiminutovd inkubace ve fyziologickém roztoku plazmidu

nijak viditelné& neu3kodila.

Velikost komplexl vhodnd pro transfekci byla stanovena
pomoci fotonové korelad&ni spektroskopie (Zetasizer 1, AZ 110,
90°, vlnova délka 633 nm). Velikost komplexd byla nastavena na

310 az 360 nm pomoci zmé&n v

v objemech jednotlivych reak&nich sloZek
- sloZeni a iontové sile inkuba&niho média
- koncentraci cHSA

- dobé inkubace cHSA

- rychlosti p¥idavani roztoku cHSA

- hodnoté& pH inkubadniho média.

Popsanym zplsobem se ziskd opaleskujici roztok komplexu

plazmidu podle vynalezu.




c) Transfekce bunék pomoci komplexl cHSA/CMV-lacZ

Q,

Burnikky 3T3 byly kultivovdny v médiu DMEM s p¥ridavkem 10 %
fetdlniho teleciho séra (FCS, fetal calf serum), pHE 7,1.
Kultivadni médium neobsahovalo 2ZAdnd antibiotika. Kultivace

probihal p¥i 37°C v atmosfé¥e 5% CO, a 89% vlhkosti.
d) Prenos genu

200.000 bunék 3T3 bylo vyseto na Petriho misky s Zelatinou
(primér misek 3 cm) a byly kultivovdny 24 h do dosaZeni
p¥ibliZné 50% konfluence. Poté bylo médium odstranéno, buiky
promyty PBS bez véapniku a ho¥&iku, pH 7,4. Poté byly butky
pfevedeny do 2 ml média DMEM bez fetdlniho séra nebo do 1 ml
150mM NaCl/10mM HEPES, pH 7,4. Poté bylo p¥iddno 0,84 ml vy3e
popsaného komplexu plazmidu/cHSA (to odpovidd p¥ibliZné 8 pug
DNA) a inkubovdno 1 h (NaCl/HEPES) p¥i teploté 37°C,
respektive 2 h (DMEM) p¥i stejné teploté.

Doplitkové byly k transfekdni smési pfidavany rdzna
¢inidla kvili modifikaci  fdzogennich a lysozdmotropnich
vlastnosti. Takovym d&inidlem byl nap¥iklad 85% sterilizovany
glycerol (200 pl; 1,84 ml). Po inkubaci bylo transfekéni médium
odsdto a na 48 h nahraZeno médiem DMEM s fetdlnim telecim
sérem. Pro simulaci lysozdédmotropnho efektu byla  &&st
transfekéni smé€si odebrdna po 1 hodinové, respektive 2
hodinové transfekéni inkubaci, a poté byla dal8i 3 hodiny
inkubovdna v médiu DMEM s obsahem chlorochinu (DMEM,
2,5 % FCS, 0,1 mM chlorochin. Poté byl roztok chlorochinu
nehraZen DMEM s 10 % FCS.

Jako kontrola transfekénich podminek byla provedena
transfekce bunék 3T3 1lipofektaminem zplsobem popsanym Vv

literatu¥e (10 pl &inidla, 2 pug DNA).

Po 48 hodindch bylo médium odstranéno, buiky jednou
promyty PBS bez vapniku a ho¥diku a 10 minut fixovadny v 0,1%

glutaraldehydu v PBS. Prebytelny glutaraldehyd byl odstranén
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dvojndsobnym promytim v PBS. Transfikované buritky byly obarveny
inkubaci v 0,003M roztoku ferrikyanidu draselného, 0,003M
ferrokyanidu draselném a 0,08% X-Gal (zdsobni roztok v 2% DMF)
v PBS. Barveni bylo provddéno pfesnoc p¥i pokojové teplotd.

Vyhodnoceni vysledkd bylo provadé&no mikroskopicky.

Cisty komplex plazmid/cHSA nevedl v %&dném p¥ipadé ke
transfekci. P¥idavek 85% glycerolu ke kultivadnimu médiu
zpusobil jiZ po 1 h odumfeni bund&. V médiu pufrovaném
NaCl/HEPES byly po chlorochinovém Soku pozorovany transfek&ni
rychlosti odpovidajici hodnotdm uvaddé&nym v litaratu¥e pro

DAE-dextran. V médiu DMEM byl p¥enos genl podstatnd slabsi.

Tabulka 1: Pfrehled =zpusobl charakterizace lidského sérového
albuminu
Zpusob Vysledek
Rozpustnost dobra ve vodé a
fyziolegickych mediich
pl izoelektrickd fokusace |pI 7 az 9
Molekulova hmotnost SDS-PAGE 67.000
Vysokomolekuldrni SDS-PAGE zadné
agregaty
Absorpéni maximum UV-spektroskopie 276 aZz 278 nm
Mira kationizace Fluorimetrie teoreticky: 2,18
(Eluorescenamin) prakticky:2,0 az 3,0
Stanoveni celkového elektroforéza na pozitivni naboj
naboje agarovém gelu
Stanoveni mnoZstvi BCA- test na proteiny |-




Tabulka 2: Vyhodnoceni podminek pro vznik komplexu

Objemy reakdni smési pro inkubaci

- 110 pl
- 1,4 ml

SloZeni a iontovad sila inkubadniho média

redestilovana voda

- PBS bez vdpniku a ho¥é&iku, pH 7,4
- fyziologicky roztok (NaCl)

- 150mM NaCl, 10mM HEPES, pH7,4

- DMEM bez séra

Koncentrace cHSA

- Testované koncentrace:

0,1 pg, 1 png, 10 pg, 100 g, 0,5 mg, 1 mg, 1,5 mg, 2
mg, 2,5 mg, 3 mg, S mg, 10 mg vZdy na 1 ml roztoku

- Vybrané koncentrace:

2,49 mg, 5,16 mg, 8,3 mg, 12,45 mg, 16,6 mg vzdy na 1

ml roztoku

Doba inkubace

- 5, 30, 60, 120 a 180 minut
Hodnota pH v inkubacénim médiu

- pH 4,0

- pH 7,4

- pH 9
Rychlost p¥idavani cHSA

- 1 kapka za sekundu
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- okamzité p¥ida&ni cHSA
Priklad 4: P¥iprava plazmidu
Lidsky promotor endothelinu-1 (v pozici -170 a% -10), viz

Wilson a dalS$i, Mol. Cell Biol. strana 4654, (1990)) nebo jeho
varianta zkrdcend o TATA box (pozice -170 aZ -40) byl navazin
na svém 3° konci na 5° konec modulu CDE-CHR-Inr (pozice -20 aZ
+121) 1lidského genu cdc25C (UK 950.6466.3). K navazadni byly
pouzity bézZné dostupné enzymy a zpuscby odbornikim dob¥e
zZnamé.

Takto sestavend chiméra obsahujici promotorovy modul
endothelinu-1/transkripéni jednotku byla ddle svym 3 koncem
navazana na 5 konec DNA, kterd obsahovala kompletni kdédujici
oblast lidské B-glukoroniddzy (pozice 27 aZ 1982, viz Oshima a
dalsi, PNAS USA 84, strana 685 (1987)). Tato DNA obsahovala
rovnéZz signdlni sekvenci dudleZitou pro sekreci (22 N-koncovych
aminokyselin). Pro usnadnéni této buné&né sekrece byla tato
signdlni sekvence nahraZena signdlni sekvenci imunoglobulind
(pozice 63 aZ 107, viz Reichmann a dal3i, Nature 332, strana
323, (1988)). Sekvence pro kontrolu transkripce a DNA pro
B-glukoronidazu byly vloZeny do plazmidovych vektort odvozenych
od pUC18/19 nebo Bluescript. K tomuto vloZeni byly pouZity

b&Zné& dostupné enzymy a zpusoby odbornikim dobfe znimé.

Priklad 5: Tvorba komplexu kationizovaného nosie s plazmidem
Tvorba komplexu nosie s plazmidem probihala béhem inkubace
obou komponent ve vhodném vzajemném poméru. Mira asociace byla

ovliviiovana zménou zetapotencidlu.

6,5 ml 20% roztoku kationizovaného HSA (p¥iprava vyse
popsdna, vybradn HSA z rozmezi 5 aZ 35 %) bylo pfiddno k
roztoku plazmidu (vybrdn z rozmezi 1:1 aZ 1:10) v poméru 1:2.
93,5 ml organické faze sestavajici z dichlormethanu s

mthanolem v poméru 1:1 s 0,5% pfridavkem Klucelu GF bylo 30




minut temperovdno na 20°C a poté byla pfi pritokové rychlosti

500 ml/min smichdna s roztokem albuminu . Do emulse byly 15

minut poust&ny pulzy o velikosti 65 Wattl. Poté bylo ke smési
p¥iddno 6,6 mwmol glutaraldehydu v methylenchloridu pro
szesitovani. B&hem zesitovani byla sm&s promichdvédna p¥i 2200

otd&kich/min po dobu 80 aZ 100 minut.

P¥iklad 6: Zavedeni lipofilnich skupin

Zavedeni lipofilnich skupin bylo provadéno acylaci za
podminek, které jsou odbornikim dobfe znamy. P¥i tomto postupu
reaguje derivac karboxylové kyseliny S primdrnimi
aminoskupinami albuminu zndmym adiéné&-eliminanim mechanismem

acylace za vzniku amidu karboxylové kyseliny.

0,1 g chloridu kyseliny olejové bylo smiSeno s 5 az 10 ml
bezvodého dioxanu a po kapkdch p¥iddno k suspenzi <&astic
(pEipraveny tak, jak bylo popsdno ¢asti c)) v dioxanu Vv poméru
1:4 (vybrdno z rozmezi 1:1 aZ 1:10). Smé&s byla intenzivné
prot¥epavdna. Po p¥idani nadbytku vodného roztoku amoniaku
byla sm&s 10 minut michdna a lehce okyselena z¥edénou
kyselinou chlorovodikovou. Castice byly odd&leny centrifugaci

a zneutralizoviny promytim vodou.

p¥iklad 7: Konjugace ligandd a fdzogennich proteind na nosici
Spojeni ligandi a flzogennich proteind s nosnym systémem bylo
provadéno kovalentni konjugaci podle metody SPDP, viz Khawli a
dalsi, Int. J. Rad. Appl. Instrum. B 19, strana 289, (1992) a
candiani a dal3i, Cancer Res. 62, strana 623, (1992). Primdrni
aminoskupiny lysinovych zbytkd albuminu p¥i tomto postupu
reaguji se SPDP za vzniku derivata obsahujicich disulfidovou
skupinu. Ty lze odbornikim zndmym zplsobem kovalentné navazat
na sulfhydrylové skupiny ligandu a fdzogenniho proteinu za

zndmych podminek.
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200 nmol ¢&inidla SPDP v 99,5% ethanolu bylo po dobu 30
minut p¥i pokojové teploté inkubovdno spolu se 74 nmol
kationizovanych a 1lipofilizovanych HSA ¢&&stic (p¥ipraveny
podle odstavce c) v PBS. Ke konjugacni smési byl p¥idan roztok
glykoproteinu GP Ebolaviru (p¥ipraven podle odstavce a) a
fGzogenniho proteinu M2 ch¥ipkového viru (pfipraven podle
odstavce b) v poméru 1:1 (vybrano 2z rozmezi 1:1 aZ 1:10).
Konjugaéni smés byla za stdlého michani inkubovana p¥es noc
p¥i pokojové teploté. Nenavazané slozky byly oddéleny

centrifugaci.

Priklad 8: VyuZitelnost specifickych vektord pro =zavedeni

genu do cilovych bunék podle vynalezu

Specifické vektory pro zavedeni geni do cilovych bunék
pripravené podle popsanych p¥ikladl se po systémovém podani,
vyhodné po intravendznim nebo intraarteridlnim podani, tkarové
specificky vazou diky svym ligandum prednostné na
endothelidlni Dbunky. Po p¥ijmuti té&chto vaktoru endozdmy
dochdzi k jejich proniknuti do cytoplazmy. Toto proniknuti je
umoznéno  flzogennim  proteinem. Diky  tkéarové  specifické
promotorové sekvenci a promotorovému modulu urdenému k
regulaci buné&ného cyklu dochdzi k prevainé expresy vlozZeného
geu v proliferujicich endothelidlnich burikdch. Diky vloZenému
genu se z proliferujicich bun&k uvolnuje P-glukuronidiza, ktera
St&pi farmakologicky inaktivni B-glukuronidy (promotor 1léciva)
na aktivni sloZky. Témito aktivnimi sloZkami mohou byt latky,
které pusobi nap¥iklad jako antiproliferativa nebo
cytostatika. Tim dojde k inhibici rdstu proliferujicich
endothelidlnich bunék a k inhibici okolnich tumord nebo
zdnétl. Znamend to, Ze G¢innd latka podle vyndlezu omezi vznik
antiproliferativni nebo cytostatické substance na misto
tomorové nebo zanétlivé angiogenze, a diky tomu Jje 1

snesitelnost takové 1lé&by dobra.




Volbou (nevirovych) nosi&l pro vybrany gen nejsou

zplisobena 2¥4dnd rizika mutace pacientovych genu, ke kterym by
mohlo dojit po aktivaci klidovych  genomickych vird nebo po

rekombinaci s divokymi viry.
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INFORMACE O SEKVENCI ID. . 1:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA:29 paru basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JIMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENI:1 a? 29

(x1) POPIS SEKVENCE ID.C. 1:

GAAGG ATCCT GTGGG GCAAC AACAC AATG

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 paru basi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JIMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENI:1 aZ 2

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 2:

AAAAA GCTTC TTTCC CTTGT CACTA AA




INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 3:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 18 pdru basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
v (D) TOPOLOGIE: linedrni

. (ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLI&: exon
(B) UMISTENI:1 a% 18

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 3:

CGGAC TCTGA CCACT GAT

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 18 pdru basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLIC: exon
(B) UMISTENI:1 aZ 18
(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 3:

TCGTG GCAGA GGGAG TGT
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PATENTOVE NAROKY

1. Specifické wvektory pro zavedeni alesponl jednoho genu do

cilovych bunék nékterého organismu vy znadcuijilici

s e tim, Ze obsahuji nadsledujici komponenty:
a) nevirovy nosié prenaseného genu
b) ligand, ktery je schopen specifické wvazby na

pozZadované cilové bunky

c) protein nebo fizogenni peptid umoZriujici proniknuti

vektoru do cytoplazmy cilové bunky

d) prendsSeny gen
2. Vektor podle naroku 1 vyznacuijici s e
tim, Ze jednotlivé komponenty tohoto specifického

vektoru jsou nawvzdjem vazdny kovalentni a/nebo adsorbdini

vazbou.
3. Vektor podle libovolného z naroki 1 nebo 2
vyznadcdujici se tim, zZe nevirovy nosic

(a) je vybradn ze skupiny tvo¥ené proteiny, polypeptidy,
polysacharidy, fosfolipidy, kationickymi lipidy,
glykoproteiny, lipoproteiny nebo lipopolyaminy.

4. Vektor podle néroku 3 vyznadcuijici s e
t im, Ze nevirovy nosi (a) je kationizovan pozitivné
nabitymi postrannimi skupinamm a vazba mezi nevirovym
nosifem a pozitivné& nabitymi postrannimi skupinami je

kovalentni nebo adsorbdni.

5. Vektor podle libovolného z ndrokd 1 aZ 4
vyznadcujici se t im, Ze nevirovy nosic
(a) m& kovalenté nebo adsorblné navazané lipofilni

postranni skupiny, &imZz ziskd amfifilni vlastnosti.




10.

Vektor podle libovolného z naroku 1 az 5

vyznadcujici s e tim, ?e nevirovy nosic

(a) je albumin nebo xylan.

Vektor podle libovolného z ndrokd 1 az 5

v

vyznacuijici s e t im, e se ligand (b)
miZe specificky vézat na vn&j8i buné&fnou membranu zvifeci

rebo lidské buiiky.

4
]

Vektor podle naroku 7 vyznacuijicli s e

tim, ze se ligand (b) miZe specificky vazat na
endothelidlni buikky a Jje vybran ze skupiny tvoEfené
monoklonalnimi protilatkami se specifitou k
endothelidlnim buflkdm, nebo jejich fragmenty, kininem
nebo jeho analogy ci homology, glykoproteiny,
glykolipidy nebo polysacharidy obsahujicimi sacharidové
Yet&zce =zakondené mandzou, cytokiny, rustovymi faktory,
adhezivnimi molekulami nebo obalovymi glykoproteiny wviry,

které maji afinitu k endothelidlnim burikém.

Vektor podle naroku 7 vyznadcuijici s e

t im, %Ze se ligand (b) miZe specificky vdzat na buiky
hladkého svalstva a Jje vybrdn =ze skupiny tvoZené
monoklondlnimi protildtkami se specifitou k aktinu nebo
bun&&nym memrdnovym receptorim, rustovymi faktory nebo
obalovymi glykoproteiny virl, které maji afinitu k

hladkym svalovym buiikam.

Vektor podle ndaroku 7 vyznadcduijici s e

tim, zZe se ligand (b) muZe specificky vazat na
makrofdgy a/nebo na lymfocyty a je vybrdn ze skupiny
tvo¥ené monoklondlnimi protilatkami se specifitou k
membridnovym antigendim na povrchu makrofdgd a/nebo
lymfocytd, intaktnimi imunoglobuliny nebo Fc fragmenty
polyklondlnich nebo monoklondlnich protilatek

specifickych k membrdnovym antigenim makrofdgld a/nebo



11.

12.

13.
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lymfocytl, cytokiny, rustovymi faktory ddle pak peptidy,
proteiny, lipidy nebo polysacharidy obsahujicimi
sacharidové Ffeté&zce =zakonlené mandzou a nebo obalovymi
glykoproteiny vird, proteinem HEF z influenza-C viru

mutovanym na nukleotidové pozici 872 nebo St&pnym
produktem proteinu HEF influenza-C viru, ktery obsahuje
katalytickou triddu serin-71, histidin-368 nebo 369 a

kyselinu asparagovou 261.

Vektor podle ndroku 7 vyznacuijici s e

tIm, Ze se ligand (b) miZe specificky vézat na
gliové burky a je vybradn ze skupiny tvofené protilatkami
se specifitou k membrdnovym strukturdm gliovych bundk
nebo jejich fragmenty, adhezivnimi molekulami a dale pak
peptidy, proteiny, lipidy nebo polysacharidy obsahujicimi
sacharidové ZFeté&zce zakonené mandzou, rustovymi faktory

a obalovymi glykoproteiny vird s afinitou ke gliovym

bunikam.
Vektor podle néroku 7 vyznacuijici 3 e
t im, ze se ligand (b) wmlZe specificky vazat na

krvetvorné buitltky a je vybrdn ze skupiny tvofené
protildtkami nebo Jjejich fragmenty se specifitou k
nékterému receptoru pro faktor kmenovych bun&k, k
receptoru pro IL-1 (k receptoru typu I nebo II), k
receptoru pro IL-3 (k receptoru typu -a nebo B), k
receptoru pro IL-6 nebo GM-CSF, jakoZz 1 intaktnimi
imunoglobuliny nebo Fc fragmenty protilatek s vyde
uvedenou specifitou a dale pak rustovymi faktory jakoZ i

jejich fragmenty schopnymi vazby na p¥islu3né receptory.

Vektor podle néroku 7 vyznacuijici s e

tim, ze se ligand (b) miZe specificky véazat na
leukemické butiky nebo builky tumoru a je vybrén ze skupiny
tvorené steroidnimi hormony, peptidovymi hormony,

protilatkami, fragmenty protildtek, imunoglobuliny nebo




14.

15.

16.

Fc-fragmenty, které vykazuji specifickou vazbu k

membranovym strukturdm na povrchu leukemickych bunék jako
jsou napriklad CD13, CD14, CD15, CD33, CAMAL,
Sialosyl-Le, CD5, CDle, (CD23, M38, IL-2 receptory,
T-bun&&né receptory, CALLA nebo CD19, jakoZ 1 risotvé

faktory &i jejich fragmenty nebo retiniody.

Vektor podle néaroku 7 vyznadujici s e

t im, Z%e se ligand (b) mi%e specificky vadzat na burky
infikované virem a Jje vybrdn =ze skupiny tvofené
protilatkami, fragmenty protilatek, intaktnimi
imunoglobuliny nebo Fc-fragmenty, které vykazuiji
specifickou vazbu k virovym antigenim, které se po

infekci timto virem exprimuji na povrchu infikované

buriky.

Vektor podle naroku 7 vyznadcujici s e

t im, Ze se ligand (b) miZe specificky vazat na builky
bronchidlniho epitelu, jaterni sinusoidalni buriky,

jaterni buriky a je vybréan ze skupiny tvorené

transferinem, asialoglykoproteiny jako
asialoorosomukoidem, neoglykoproteinem, galaktdézou,
inzulinem, nebo peptidy, proteiny, lipidy nebo

polysacharidy =zakondenymi mandzovymi zbytky, dale pak
intaktnimi imunoglobuliny nebo Fc-fragmenty, které se
specificky vaZou na tyto cilové butky a obalovymi

glykoproteiny vird s afinitou k cilovym buiikam.

Vektor podle 1libovolného z ndrokd 1 aZ 15

vyznadujici s e tim, Ze fizogenni
protein (c) je vybrdn ze skupiny tvofené hemaglutininem
influenza-A nebo B viru, komponentou HA2 hemaglutininu
influenza-A nebo B viru, jakoZ 1 jejich peptidovymi
analogy, M2 proteinem influenza-A viru, proteinem HEF
influenza-C viru, transmembrdnovymi proteiny filoviry,

transmembranovymi glykoproteiny viru vztekliny, viru



17.

18.

19.

R
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vesikuldrni stomatitidy, Semliki Forest viru, viru
klistové encefalitidy, flzogennim proteinem viru HIV,
viru Sendai nebo viru respiradni syncytialidy, jakoZ i
fragmenty téchto virovych proteind nebo transmembranovych
glykoproteind u nichz byla odstranéna jejich

transmembrianova Cast.

Vektor podle 1libovolného z mnaroka 1 az 16
vyznadcuijici s e t Im, Ze pfenédsSeny gen

(d) je ve formé& plazmidu.

Lé¢ivo vy znadujici se tim, 2Ze obsahuje

vektor podle libovolného z ndrokd 1 az 17.

PouZiti vektoru podle 1libovolného z ndrokd 1 az 7 k
vyrobé léciva pro intravendzni, intraarteridlni,
intraportalni, intrakranialni, intrapleuralni,
intraperitonedlni nebo lokdlni zavedeni poZadovaného genu

do urdité cilové burky.
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