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Werkwijze voor het wijzigen van het cel-, weefsel- of gastheertropisme
van een microorganisme; aldus verkregen gerecombineerd microorganisme en

toepassing daarvan in de geneeskunde en diergeneeskunde.

De uitvinding heeft betrekking op een werkwijze voor het wijzigen
van het cel-, weefsel- of gastheertropisme van een microorganisme.

Bij vele infecties door microorganismen is de plaats waar het
microorganisme in het organisme binnentreedt niet dezelfde als waar de
pathogene eigenschappen van het microorganisme tot uiting komen. Een
infectie kan dan ook via een verscheidenheid aan weefsels en celtypen
verlopen. Het herpesvirus Pseudorabies (PRV) is een voorbeeld van een
microorganisme dat weinig selectief is ten aanzien van zijn gastheercel-
len. Dit wvirus heeft niet alleen een breed gastheerbereik (species-
specificiteit) maar kan zich ook in vrijwel iedere in vitro aangehouden
cellijn vermenigvuldigen (cel/weefsel-specificiteit).

Het verschaffen van bescherming tegen een dergelijk weinig speci-
fiek microorganisme geeft problemen. Bij vaccinering met een levend
vaccin brengt het virus niet alleen in de beoogde cellen, weefsels of
gastheren een immuunreactie teweeg maar kan het ook tot expressie komen
in andere cellen, weefsels of gastheren waar het microorganisme een
onaanvaardbare schadelijke werking kan hebben. Het is mogelijk dat
vaccinvirussen van hun gastheer door middel van speeksel, faeces, melk
etc. worden overgedragen op andere gastheren, welke andere gastheren,
bijvoorbeeld jonge dieren of dieren van een ander ras, die gevoeliger
zijn voor het vaccinvirus, besmet worden zodat zij ziek worden en/of
sterven.

Het bovengenoemde probleem kan voorkomen worden door in plaats van
levend virus dood virus of delen van een virus als immunologisch be-
standdeel van een vaccin toe te passen. Deze wijze van vaccinatie leidt
echter minder vaak tot bescherming dan vaccinatie met levend virus en is
derhalve niet altijd doelmatig.

Een andere oplossing van het probleem wordt gegeven door bijvoor-
beeld bij het verschaffen van bescherming tegen een virus een verzwakte
of anderszins gemodificeerde stam als vaccinstam te gebruiken. Zo is uit
de Europese octrooiaanvrage EP-A-141.458 een deletiemutant van het
Pseudorabies-virus bekend, die als gevolg van de mutatie verminderd
infectieus is maar wel goede immunologische eigenschappen heeft. Uit de
internationale octrooiaanvrage W0/8704463 (EP-A-256.092) is een recombi-
nant herpesvirus bekend, dat een vreemde DNA-sequentie bevat die tot

expressie wordt gebracht, zodat serologische differentiatie mogelijk
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wordt. Uit EP-A-119.025 is een gemuteerd runder-herpesvirus bekend dat
geen thymidine-kinase produceert en temperatuurbestendig is; vaccinering
met deze mutanten leidt alleen tot een efficiente replicatie in niet-
neurale cellen.

Het is bekend dat virussen niet in alle besmette weefsels altijd
pathologische gevolgen hebben. Bij de volgens deze publikaties gemuteer-
de virussen is echter de specificiteit voor een bepaalde cel, een be-
paald weefsel of een bepaalde gastheer niet of onvoldoende verhoogd,
zodat geen of onvoldoende scheiding kan worden aangebracht in de gewens-
te, bijvoorbeeld immunogene, werking van het virus en de ongewenste,
bijvoorbeeld celdodende, werking van het virus.

Doel van de uitvinding is het verschaffen van een microorganisme
met een gewijzigd cel-, weefsel- of gastheer-tropisme, in het bijzonder
een beperkt tropisme, d.w.z. een verhoogde specificiteit voor één cel,
weefsel of gastheer, zodanig dat de gewenste werking van het microorga-
nisme op specifieke plaatsen kan worden gericht zonder dat ongewenste
werkingen van het microorganisme op andere plaatsen in onaanvaardbare
mate tot uiting komen,

Het doel van de uitvinding wordt bereikt doordat men ten minste één
gen in het microorganisme onder besturing van een voor de beoogde cel,
het beoogde weefsel, dan wel de beoogde gastheer specifieke nucleotide-
sequentie brengt.

Het gen kan een voor het organisme essentieel gen zijn, eventueel
in combinatie met een gen dat codeert voor een werkzame stof om de
beoogde werking van het microorganisme te bereiken. Een dergelijke stof
kan een eiwit zijn waar een tekort aan is of een geneesmiddel. )

De term "een essentieel gen" kan bijvoorbeeld een gen omvatten dat
een belangrijke rol speelt bij de vermeerdering van het microorganisme.
Bij een virus kan het bijvoorbeeld een gen zijn dat codeert voor essen-
tiele membraaneiwitten, het capside eiwit of dat betrokken is bij de
replicatie. Bij een bacterie kan het een gen zijn dat bijvoorbeeld
betrokken is bij de metabolisme van essentiele aminozuren of wvan ad-
hesiefactoren of betrokken is bij de replicatie.

Onder een specifieke nucleotidesequentie wordt verstaan een nucleo-
tidesequentie (DNA of RNA) die slechts in één of meer bepaalde celtypen,
weefsels of gastheren een regelende werking heeft. Er worden hieronder
een aantal literatuurreferenties vermeld, waarin voorbeelden van speci-
fieke regelende sequenties beschreven zijn :

Greaves, D., Wilson, F., Lang, G., Kioussis, D.,beschrijven in Cell
56, 979-986 (1989), dat CD2 3'-flankerende sequenties van de mens in
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hoge mate, T-cel specifieke gen expressie in transgene muizen veroor-
zaken, die onafhankelijk is van de plaats. Wirth, T., Staudt, L. en
Baltimore, D. beschrijven in Nature 329, 174-178, (1987) dat een oc-
tameer oligonucleotide, die upstream van een TATA sequentie gelegen is,
voldoende is voor promotorwerking die specifiek is voor lymfen. Verder
vermelden Okamoto, K., et al. in Cell 60, 461-472, (1990) dat een nieuwe
octameer bindende transcriptiefactor differentieel tot expressie wordt
gebracht in embryogene muizen. Daarnaast wordt in Cell 56, 969-977,
(1989) door Blom, G., van Assendelft et al bericht dat het beta-globu-
line dominante regelende gebied homologe en heterologe promotoren op
weefselspecifieke wijze activeert. De weefselspecificiteit van de ex-
pressie van levergenen wordt door Kugler, W., Wagner, U. en Rijffel, G.
beschreven in NAR 16, nr.8, (1988). Rijffel, G.et al. beschrijven daar-
naast in NAR 17, nr.3 (1989) dat de promotor elementen HP1 en de TATA
sequentie vereist zijn en voldoende zijn om een lever specifieke promo-
tor te geven. Er zijn talloze andere voorbeelden van dergelijke nucleo-
tidesequenties te vinden die eventueel voor het doel van de onderhavige
uitvinding kunnen worden toegepast.

Aldus verschaft de uitvinding een microorganisme dat een bepaalde
gewenste functie, zoals het op gang brengen van een afweermechanisme of
het toedienen van een geneesmiddel of een andere werkzame stof, slechts
in een bepaalde omgeving kan uitoefenen.

Het microorganisme waarvan het tropisme aldus kan zijn gewijzigd
kan een virus, maar ook een bacterie, een schimmel of een parasiet zijn.
Ook kan het tropisme van een microorganisme zijn gewijzigd bijvoorbeeld
doordat een gen onder de besturing van een induceerbare regelende nucle-
otidesequentie is geplaatst. Een dergelijke induceerbare regelende
nucleotidesequentie is bijvoorbeeld een regelende nucleotidesequentie
die slechts in werking treedt onder invloed van bepaalde fysische of
chemische stimulatie zoals bijvoorbeeld hormonen, farmaca, metaalionen
etc. Dergelijke induceerbare stoffen kunnen specifiek zijn voor een cel,
een weefsel of gastheer, waardoor het tot expressie komen van het gen
alsmede de beoogde werking van het microorganisme eveneens specifiek
zijn voor een cel, weefsel of gastheer.(In Cell 56, 335-344, feb.10,
(1989) beschrijft Beato, M. bijvoorbeeld de gen regulatie door steroide
hormonen en wordt in Science 236, 1237-1245, (1987) door Maniatis, T.,
Goodbourn, S. en Fischer, J. de regulatie van induceerbare en weefsel~
specifieke gen expressie vermeld.) Voornoemde toepassingen zijn in het
bijzonder geschikt voor bacterien.

De specifieke nucleotidesequentie is met wvoordeel een specifieke
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promotor/enhancer. De promotor/enhancer van ten minste een gen is daar-
bij vervangen door een promotor/enhancer die specifiek is voor de geko-
zen cel, het weefsel of de gastheer. Bij voorkeur zal het gen een essen-
tieel gen zijn, zodat het organisme alleen kan repliceren in cel, weef-
sel of gastheer, waarin de specifieke promotor functioneert. Naast het
essentiele gen kan ook een ander gen onder regulatie van een promotor of
enhancer staan die specifiek is voor de gekozen cel, het weefsel of de
gastheer.

Bij het microorganisme volgens de uitvinding komt aldus de speci-
fieke regelende nucleotidesequentie functioneel in de plaats van een
niet-specifieke sequentie, Daarbij is de niet-specifieke regelende
sequentie bij voorkeur geheel of gedeeltelijk verwijderd.

Een voorbeeld van een essentieel gen waarvan de promotor in vrijwel
iedere cel, in diverse gastheren, kan worden geinduceerd is een
Immediate-Early-gen van een virus. De start van de virusinfectie is
afhankelijk van de expressie van een dergelijk Immediate-Early-gen. Door
vervanging van de promotor/enhancer van dit gen door een promotor/enhan-
cer die specifiek is voor een bepaalde cel, bepaald weefsel of een
bepaalde gastheer wordt de gewenste specificiteit bereikt.

De promotor/enhancer die in het microorganisme is ingebouwd ter
beperking van het tropisme is gekozen afhankelijk van de gewenste en
ongewenste werkingen van het microorganisme. Een voorbeeld van een
promotor die slechts in een bepaalde omgeving in werking kan treden is
een cytokeratine-promotor, zoals runder-cytokeratine IV of VIb, die
analoog zijn met respectievelijk menselijke cytokeratinen 6 en 10 en de
vimentinepromotor. Een voorbeeld van een induceerbare promotor is de
HSP-70 (Heat shock promotor).

Het humane cytokeratine 6 komt tot expressie in meerlagig epitheel,
zoals aanwezig in de slijmvliezen van de tong, in de slokdarm en in de
zweetklieren van de huid. Het humane cytokeratine 10 komt specifiek tot
expressie in keratinocyten van de suprabasale lagen van de opperhuid. De
promotor/enhancer van rundercytokeratine-gen IV is actief in epitheel-
cellen van rundermelkklieren die zijn gegroeid in aanwezigheid van
hormonen, maar bijvoorbeeld niet in cellen van de rundernier; deze
promotor/enhancer is actief in muize-keratinocyten, maar niet in muize-
fibroblasten.

Vimentine wordt tot expressie gebracht in cellen van mesenchymale
oorsprong en in de meeste cellen die in weefselkweek worden aangehouden.
Vimentine komt niet tot expressie in bepaalde menselijke carcinomacel-

lijnen.
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De specifieke nucleotidesequentie die het gen van het gewijzigde
microorganisme bestuurt kan induceerbaar zijn. Bij toepassing van het
gewijzigde microorganisme voor het teweegbrengen van immuniteit kan de
promotor aldus in de doelomgeving worden geinduceerd tot het gewenste
effect is verkregen.

In een bijzondere uitvoeringsvorm van het microorganisme volgens de
uitvinding is de specifieke nucleotidesequentie een gemanipuleerde
promotor/enhancer-sequentie. Hierdoor kan de activiteit van het gewij-
zigde microorganisme verder worden geregeld.

De uitvinding heeft eveneens betrekking op een recombinant virus
waarvan een weinig specifieke promotor/enhancer van een essentieel gen
is vervangen door een doelspecifieke promotor/enhancer.

De uitvinding heeft eveneens betrekking op het gebruik van een
recombinant microorganisme zoals hierboven bedoeld voor uiteenlopende
toepassingen waarbij een cel-, weefsel- of gastheer-specifieke reactie
gewenst is.

Het recombinante microorganisme volgens de uitvinding kan aller-
eerst worden gebruikt voor het verschaffen van bescherming tegen het
overeenkomstige natuurlijke microorganisme. Dit geschiedt in het bijzon-
der in de vorm van een vaccin. Een dergelijk specifiek levend wvaccin
heeft belangrijke voordelen, omdat het microorganisme, zoals een virus
waarvan een natuurlijke stam ziekteverwekkend is, slechts in een daartoe
gekozen weefsel, cel of gastheer kan repliceren en aldus in het doelor-
ganisme een immuunrespons kan opwekken. De cel, het weefsel en/of de
gastheer worden zodanig gekozen dat de schadelijke eigenschappen van het
microorganisme, bijvoorbeeld de ziekteverwekkende eigenschappen niet of
slechts in aanvaardbare mate tot uiting komen, terwijl de immunogene
werking niet wordt gehinderd. Een voorbeeld hiervan zou het gebruik van
een weefselspecifiieke promotor zijn ter verhindering van het tot expres-
sie komen van een bepaald microorganisme in zenuwweefsel, waarin het
juist zijn pathologische werking vertoont. Een voordeel van vaccinatie
met een microorganisme volgens de uitvinding is, dat het microorganis-
me, wanneer het onder de voor dat microorganisme specifieke omstandighe-
den repliceert, niet verschilt van het wild-type organisme en derhalve
alle aangrijpingspunten voor een immuunreactie kan aanbieden. Een verder
voordeel ontstaat bij gebruik van een promotor\enhancer die alleen in
bepaalde species of groepen van species tot expressie komt. In dat geval
zal immers besmetting vanuit het gevaccineerde organisme naar organismen
van andere species, die voor het wildtype gevoelig zijn, kunnen worden

voorkomen. Evenzo kan door de keuze van een (weefsel- of cel-) specifi-
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eke promotor, die alleen tijdens een bepaalde ontwikkelingsfase van het
organisme tot expressie komt, een microorganisme worden ontwikkeld dat
alleen in die bepaalde levensfase van het gevaccineerde organisme als
vaccin bruikbaar is (bijvoorbeeld in jonge of juist in volwassen dier-
en).

Het recombinante microorganisme volgens de uitvinding kan ook met
voordeel worden gebruikt voor het bestrijden van bepaalde cellen. Dit
kan bijvoorbeeld geschieden met een cytopathogeen virus. Een dergelijk
virus waarvan volgens de uitvinding het celtropisme is gewijzigd laat
het organisme waarin het gewijzigde virus is binnengetreden ongeschon-
den, met uitzondering van de cellen waarvoor het specifiek is gemaakt.
In dergelijke cellen kan het zijn cytopathogene werking uitoefenen. In
het bijzonder is een dergelijk gebruik van belang voor het bestrijden
van cellen met een gewijzigd expressiepatroon.

Een bijzondere uitvoeringsvorm is het gebruik van een recombinant
microorganisme volgens de uitvinding voor de bestrijding van tumoren. In
bepaalde tumoren komen combinaties van bepaalde eiwitten wvoor, =zoals
bijvoorbeeld cytokeratinen, welke combinaties niet aanwezig zijn in
gezond weefsel . Het recombinante microorganisme volgens de uitvinding
bevat promotoren die bij deze eiwitten behoren. Indien dergelijke promo-
toren essentiele genen regelen zal het mnicroorganisme alleen in de
tumorcel repliceren en een immuunrespons opwekken tegen virale- en
tumor-antigenen, waardoor de tumorcel wordt aangevallen.

Het recombinante microorganisme volgens de uitvinding kan verder
worden gebruikt voor het tot expressie brengen van een heteroloog gen in
een gewenste doelomgeving. Een dergelijk heteroloog gen kan bijvoorbeeld
coderen voor een geneesmiddel of voor een produkt waaraan in de doel-
omgeving een tekort bestaat. Ook hierbij kan het recombinante microorga-
nisme tevens een doelspecifieke promotor voor een replicatie-gen bevat-
ten, zodat een dubbele specificiteit optreedt.

De uitvinding heeft tevens betrekking op een vaccin dat een recom-
binant microorganisme zoals hierboven omschreven bevat. Verder heeft de
uitvinding betrekking op geneesmiddelen en diergeneesmiddelen die een
dergelijk recombinant microorganisme bevatten.

Voorbeeld

In dit voorbeeld wordt de vervanging van de promotor van het Im-
mediate-Early-gen van het Pseudorabies-virus (PRV) door een heterologe
weefselspecifieke promotor beschreven. Voor een schematische weergave
van de werkwijze wordt verwezen naar de figuur.

Materialen en methoden:

9001828
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De PRV-stam NIA-3 (Baskerville, Vet. Bull. 43 ; L465-480 (1973))
wordt vermeerderd op VN2-cellen, een secundaire varkensniercel. SK6-
cellen, balb/c 3T3~cellen en MDBK-cellen werden betrokken van ATCC.
BMGE+H-cellen werden verkregen van Prof. W. Franke, Institut fiir Zell-
und Tumorbiologie Heidelberg. De VN2-cellen werden gekweekt in EMEM,
aangevuld met 10% foetaal kalfsserum. SK6-cellen, balb/c 3T3-cellen en
BMGE+H-cellen werden gekweekt in DMEM, aangevuld met 5% foetaal kalfs-
serum. Aan het medium van de BMGE-cellen werd 1 pg/ml insuline, hydro-
cortison en prolactine toegevoegd. De MBDK-cellen werden gekweekt in
Eagles Basal, aangevuld met 5% foetaal kalfsserum. SK6-cellen die
Immediate~-Early eiwit produceren werden gekweekt in DMEM, 5% foetaal
kalfsserum en 2,5 mM histidinol.

Alle DNA-recombinatie-handelingen werden uitgevoerd volgens stan-
daardtechnieken (Maniatis T. et al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor N.Y. (1982)).
De overlap-recombinatie is beschreven door Van Zyl et al., J. Virology
62, 2191-2195 (1988).

Uit het subvirale fragment C-443 van PRV werd de oorspronkelijke
IE-promotor verwijderd door behandeling wvan het cosmide C-d43 met
HindIII. Vervolgens werd het geknipte DNA behandeld met Exonuclease I en
vervolgens met Mung Bean nuclease waardoor aan beide uiteinden circa 600
baseparen werden verwijderd.

Een Xhol fragment van 3 kb met daarin de IE-promotor werd geclo-
neerd in de BamHI-plaats van de pAT-153 vector. De oorspronkelijke
HindIII-plaats Binnen de pAT-vector werd verwijderd. Het verkregen con-
struct werd aangeduid als pHTXhoIE. In dit plasmide werd vervolgens na
digestie met BamHI en HindIII de oorspronkelijke IE-promotor vervangen
door die van respectievelijk het rundercytokeratine IV en VIb (Blessing,
M., Zentgraf, H., Jorcano, J., Differentially expressed bovine cytokera-
tin genes, EMBO 7, wvol.6, nr.3, 567-575 (1987)) en de HSP70-promotor
(respectievelijk 600, 4100 en 450 bp). De verkregen plasmiden werden
aangeduid als pATXhoCklV, pATXhoCkVIb en pATXhoHSP. Voor het tot expres-
sie brengen van het Immediate-Early eiwit werd het BamHI-8-fragment van
PRV dat de volledige code van het IE bevat gekloneerd in de BamHI-plaats
van vector pEV.Hisil.

Recombinant virus werd verkregen na overlaprecombinatie met de
virale subgenoom-fragmenten C-179, C-27, HindIIIB, het zoals hierboven
beschreven behandelde fragment C-443 en één van de Xho-fragmenten met de
vervangende promotor. Tevens werd plasmide pEV-IE aan het transfectie-

mengsel toegevoegd. De verkregen plaques werden onderzocht door middel
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van restrictieanalyse en hybridisatie.

Aldus werden PRV-recombinanten verkregen die IE tot expressie
brengen onder invloed van respectievelijk het rundercytokeratine IV,
rundercytokeratine VIb en de HSP-promotor. De rundercytokeratine-IV-
promotor komt tot expressie in runder-melkklier-epitheelcellen die
worden gekweekt in aanwezigheid van hormonen, maar bijvoorbeeld niet in
MDBK, SK6 of 3T3-cellen. Experimenten uitgevoerd op cellen in weefsel-
kweek bevestigen dat het met BckIV-PRV gemuteerde virus celspecificiteit
vertoont. De virustiters van BckIV-NIA3-mutant-virus zijn op BMGE-cellen
150 maal hoger dan op de andere cellen. Virustiters van NIA3 zijn in
alle celtypen van dezelfde grootteorde. Titratie wvan HSP-NIA3 virus
geeft bij een temperatuurcyclus van 8 uur 41,5°C, 16 uur 37°C eveneens
een 150 x hogere titer dan bij titratie op 37°C.

Deze experimenten illustreren dat het mogelijk is microorganismen,
in het bijzonder virussen, wat betreft cel- en weefsel-tropisme gericht
te wijzigen door insertie van specifieke, al dan niet induceerbare

promotor/enhancer-sequenties voor ten minste &én essentieel gen.
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CONCLUSIES

1. Microorganisme met een gewijzigd cel-, weefsel- of gastheer-
tropisme, met het kenmerk dat ten minste een gen van het microorganisme
onder de besturing van een voor de cel, het weefsel dan wel de gastheer
specifieke nucleotidesequentie is gebracht.

2. Microorganisme volgens conclusie 1, waarbij ten minste een
essentieel gen van het microorganisme onder de besturing van een voor
de cel, het weefsel dan wel de gastheer specifieke nucleotidesequentie
is gebracht.

3. Microorganisme volgens conclusie 1 of 2, waarbij het micro-
organisme een virus is.

4, Microorganisme volgens conclusie 3, waarbij het virus een
herpesvirus is.

5. Microorganisme volgens conclusie U, waarbij het virus pseudo-
rabies is.

6. Microorganisme volgens een der conclusies 1-5, waarbij de
specifieke nucleotidesequentie een promotor- en/of enhancer-sequentie
is.

7. Microorganisme volgens conclusie 6, waarbij de promotor een
promotor van een cytokeratine of vimentine is.

8. Microorganisme volgens een der conclusies 1-7, waarbij de
specifieke nucleotidesequentie induceerbaar is.

9. Microorganisme volgens een der conclusies 1-8, waarbij de speci-
fieke nucleotidesequentie een gemuteerde sequentie is.

10. Microorganisme volgens een der conclusies 1-9, waarbij het gen
een Immediate Early gen is.

11. Gebruik van een recombinant microorganisme volgens een der
conclusies 1~10 voor het verschaffen van bescherming tegen het overeen-
komstige natuurlijke microorganisme.

12. Gebruik van een recombinant microorganisme volgens een der
conclusies 1-10 voor het opwekken van een immuunreactie tegen een speci-
fieke celpopulatie.

13. Gebruik van een recombinant microorganisme volgens een der
conclusies 1-10 voor het bestrijden van cellen met een gewijzigd expres-
siepatroon.

14, Gebruik van een recombinant microorganisme volgens een der
conclusies 1-10 voor het bestrijden van tumoren.

15. Gebruik van een recombinant microorganisme volgens een der

conclusies 1-10 voor het tot expressie brengen van een heteroloog gen.
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16. Vaccin dat een recombinant microorganisme volgens een der

conclusies 1-10 bevat.
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CONSTRUCTIE VAN WEEFSEL SPECIFIEK VIRUS
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