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Vynalez se tyka oblasti~genové terapig a_zeiména . po-

uziti adenovirl pro expresi zainteresovaného terapeutického
genu. Vyndlez se zejména tykd nového zpisobu 1é&eni patologic-
kych stavd genetického plvodu zaloZeného na kombinovaném po-

uziti dvou typd terapeutickych &inidel.

Dosavadnl stav techniky

Genova terapie spolivd v korekci nedostatednosti nebo
anomdlie (mutace, aberantni exprese, atd.) zavedenim genetic-
ké informace do buiky nebo orgdnu vykazujicich uvedenou ne-—
dostatecnost nebo anomdlii. Tato genetickd informace mije
byt zavedena bud in vitro nebo ex vive do bufiky extrahovand
2z orgdnu, pricCemi modifikovand bufka je potom znovu zavedena
do organismu, anebo primo in vivo do prislu3né tkdné. V tomto
druhém pfipadé® existuji rlzné fyzikdlni transfekdni techniky,
mezi které patfi také pouZiti viru ve funkci vektoru. V tomto
ohledu byly testovdny rizné viry za tGdelem stanovenf jejich
schopnosti infikovat nékteré bun&éné populace. Jednd se zejmé-
na o retroviry (RSV, HMS, MMS, atd.), vir HSV, adeno-pfidru-

zené viry a adenoviry.

Z téchto vird zejména adenoviry maji nékteré zajimavé
vlastnosti pro pouiitf v genové terapii. Maji dosti Siroké
hostitelské spektrum, jsou schopné infikovat kviescentni buf-
ky a neintegruji se do genomu infikované buﬁky. Adenoviry jsou
viry s linedrni dvoufetézcovou DNA velikosti asi 36 kb. Jejich
genom obsahuje zejména obrdcenou repeti¢ni sekvenci (ITR) na
jejich konci, enkapsidaéni sekvenci, rané geny a pozdni geny
(viz obr.1). Hlavni rané geny jsou geny E! (Ela a Elb), E2,

E3 a E4. Hlavnimi pozdnimi geny jsou geny LI a? LS.




Vzhledem k vyse uvedenym vlastnostem adenovird, byly
tyto viry jiZ pouzity pro pfenos geni. Za timto Gcelem byly
pfipraveny rizné vektory odvozené od adenovirl zahrnujici
ruzné geny (beta-gal, OTC, alfa-1AT, cytokiny, atd.)}. V kazdé
z téchto konstrukci byl adenovir modifikovdn takovym zplsobem,
aby byl neschopny replikace v infikované bunge. Takto jsou
konstrukcemi popsanymi v ramci dosavadniho stavu techniky
adenoviry s delecemi oblasti E1 (Ela nebo/a Elb) a pripadne
oblasti E3, pricemZ v udrovni téchto deleci je vloena sekven-
ce heterologni DNA (Levrero a kol., Gene 101 (1991) 195; Gosh-
Choudhury a kol., Gene 50 (1986)161).

Nicméné jak je tomu u vsSech zndmych virQ, indukuje po-
déni ‘divokého adenoviru (Poutes a kol., J.Virol.65 (1991)1450)
nebo defektniho rekombinantniho viru neschopného replikace

(Yang a kol.,PNAS(1984)4407) vyraznou imunitni odezvu.

Hlavni zdsadou imunitniho systému je integrita indivi-
dua neboli vliastni integrita. Podle této zdsady imunitniho
systému dochdzi k eliminaci infekénich ¢inidel a k odmitdni
implantovanych roubl a ndaderl, anii by se pri tom tyto mocné
obranné mechanismy organismu obrdtili proti vlastnimu organis-
mu a indukovaly v ném autoimunitni nemoci. Tento stav neodez-
vy na vlastni antigeny, v rdmci které jsou eliminovdny pouze
cizi antigeny,; Jje definovan jako stav fyziologické tolerance.
Za uCelem eliminace cizich Cinidel rozviji imunitni systém
dva typy mechanisml. V rdmci prvniho z té&chto mechanismd pro-
dukuije pomoci lymfocytld B specifické protilatky, pricemz se v
tomto pfipadé hovofi o humordlni imunit&. Tyto protildtky vé-
zi antigen a bud ho inaktivuiji nebo ho vyloudi z organismu.
Druhy obranny mechanismus se tykd bunécné imunity a vyuziva
lymfocity T a z téchto cytotoxické lymfocyty nesouci specific-
ky receptor uvazovaného antigenu. Rozpozndni antigenu recep-

torem T vyiaduje,‘aby tento byl exprimovan v kombinaci s pro-

- teiny kodovanymi geny hlavniho histokompatibilitniho komple-

xu {CMH) tfidy I a tridy II.

V disledku toho tato imunitni odezva rozvinutd proti




ke

infikovanym bunikdm pfedstavuje hlavni pfekdZku pfi pouZiti
virdlnich vektorl v genové terapii, ponévadi 1) indukujice
destrukci infikovanych bunék omezuje dobu exprese terapeutic-
kého genu a tudiZ i terapeuticky dlinek, 2) indukuije paralel-
né vyraznou zanétovou odezvu a 3) zplsobuje rychlou elimina-
ci infikovanych bunék po opakovanych injekcich. Je samozfej—‘
me, Ze rozsah této imunitni odezvy vi&i infikovanym bufikdm

se méni podle charakteru organu podstoupivsiho injekci a v zi-
vislosti na pouzitém zpysobu poddni. Takto je exprese beta-
galaktoziddzy kodovand rekombinantnim adenovirem dodanym do
svalu imunokompetentnich mySi sniZena na minimdlni droveAn 40
dni po injekci (Kass.Eisler a kol., PNAS 90 (1993)11498).
Stejné tak je exprese genl transfekovanych adenovirem do jdtra
vyznamné sniZena v pribéhu 10 dnd ndsledujicich po injekei
(Yang a kol. 1994, Immunity 1 433-442) a exprese faktoru IX
preneseného adenovirem do hepatocytl hemofilnich psd vymizi
100 dnd po injekci (Kay a kol.,PNAS91(1994)2353).

V ramci perspektivniho vyuZiti vektorl odvozenych od
adenovirld v genovém inZenyrstvi se jevi jako nezbytné regulo-
vat imunitni odezvu rozvinutou proti bufikdm infikovanym uve-

denymi adenoviry.

Z vySe uvedeného vyplyvd, Ze uvedeni v Cinnost imunit-
niho systému vyZaduje pfedev$im rozpozndni timto imunitnim
systémem prvki, které jsou organismu cizi (nevlastni nebo
vliastni avsak modifikované), jakymi jsou vektory odvozené od
adenovird, které musi byt v normdlnim Case znileny. V pribé-
hu poslednich let byly vyvinuty imunointervendni strategie,
jejichz cilem bylo vytvorit "permisivni" imunitni prostfedi,
tj. indukovat stav tolerance vici pfedem definovanym cizim

antigenim.
A presné v této urovni pdsobi vyndlez. Vyndlez smé&fuje
k zdbrédnéni rychlé eliminaci adenovirl z infikovanych bun&k

a tedy k prodlouzeni exprese in vivo terapeutického genu, kte-

'r‘é"tyt'o bu‘ﬁky nesou. -




V neddvné dobé prihlasovatel prokazal, Ze ko-exprese
nékterych gend do infikovanych bunék je schopnd indukovat
imunoprotekéni Uéinek a zplusobit tak, Ze vektory nebo/a infi-
kované bunky unikaji pisobeni imunitniho systému. Jsou zejmé-
na pouzivany adenoviry, ve kterych je exprese zainteresované-
ho terapeutického genu kopulovana s expresi imunoprotekcaiho

genu {FR n°

9412346). MiZe se zejména jednat o gen, jehoZ pro-
dukt plsobi na ¢innost hlavniho histokompatibilitniho komple-

xu (MHC) nebo na dc¢innost cytokinl a umoZiuje tak vyrazné snizit
nebo dokonce potlacit jakoukoliv imunitni odezvu vaci uvedenému
vektoru nebo vi¢i infikovanym bunkam. Takto dochdzi k alespof
Ccastelné inhibici exprese proteind MHC nebo prezentace antigeni,
coz ma& za ndsledek vyhodu spolivajici ve znalném omezeni imu-
nitni reakce na pritomnost vektoru nebo infikovanych bunék a

tedy v prodlouzeni terapeutického uéinku.

Podstata vyndlezu

P¥ihladovat neodekdvatelné prokdzal, Ze je mozné vyraz-
né prodlouZit terapeuticky udcinek vektoru tim, zZe se k nému
pfidru?{ imunosupresor. PPitom eliminace uvaZovaného vektoru
nebo/a destrukce infikovanych bunék imunitnim systémem je zpoz-
d&na o dobu, kterd je vyrazné del3i neZ doba zpozdéni, kterou
by bylo moiné olekdvat pfi soultu imunoprotekénich ucinkiuve-
deného vektoru a imunosupresoru. Vyhodné iékovd kombinace po-

dle vyndlezu indukuje "pseudo-nelinnost” imunitniho systemu,

' kterd je pfiznivd pro dlouhodobou expresi terapeutického genu.

Ve smyslu tohoto vyndlezu je imunosupresorem kaZda slou-
denina, kterd je schopna inhibovat &dstelné nebo dplné ales-
pon jednu imunitni signalizacni cestu. Obecné se imunosupreso-
ry pouzivaji obvykle pfi transplantacich za uUlelem pfedchdzeni
odmitnuti cizorodych roubu a pri 1lécCeni nékterych autoimunit-
nich chorob. Klasicky pouZivanymi ldtkami jsou bud chemické
irundsuprésory, jakymi jsou kortikosteroidy, azathioprin, cyklo=

sporin, FKS506, nebo biologické imunosupresory, jakymi jsou




polyklondlni nebo monoklondlni protildtky. Prvni kategorie
imunosupresorti a z této zejména cyklosporin a FK506 inhibuji
vyznamnou mérou produkci cytokinl, jako napfiklad produkci
interleukinu 2, které hraji podstatnou ulohu pri diferencia-

ci a proliferaci lymfocytnich buné&k. BohuZel ud€innost tohoto
typu imunosupresoru vyzaduje permanentni poddvadni, které je

pfi pfi vice nebo méné dlouhé dobé aplikace v rozporu s je-
jich toxicitou. Takto je azathiopropin potencidlné myelotoxic-
ky, zatimco cyklosporin_ je nefrotoxicky a miZe kromé toho

zplsobit hypertenzi nebo neurologické poruchy.

Pokud jde o protildtky, jednd se o protildtky fizené
proti lymfoidnim bufikdm imunitniho systému. Prvni protildtkou
poufitou jako imunosupresor byla anti-CD3 fizena proti lymfo-
cytim T Jejim cilem je jeden z polypeptidovych Fetézch mole-
kuly CD3, ktery tvoFi receptor pro antigen bunék T. Z toho vy-
plyvad funkéni inaktivace bundk T CD3+ rozpoznanych protilatkou.
V pripadé problematiky, kterd je zde pfedmétem zadjmu, by poda-
ni imunosupresoru tohoto typu spolené s poddnim rekombinant-
niho adenoviru obsahujiciho terapeuticky gen bylo schopné blo-
kovat imunitni reakci hostitele vaéi virdlnimu vektoru nebo/a
v0&i jeho produktm exprimovanym na povrchu infikovanych bu-
ndk. Na stejném principu lze vyuzit protildtky anti-CD4,
anti-CD2, anti-CD8, anti-CD28, anti-B7, anti-ICAM-1 a anti-
LFA-T. '

Pfihladovatel nyni vyvinul novy zplsob obzvldsté uicCin-
. ného a vyrazného zpoZdé&ni nebo dokonce inhibice reakce imunit-

niho systému, pfi kterém nedochdzi k problémim toxicity.

Presndji definovdno, vyndlez je odvozen od prokdzdni
obzvl1d3té vyrazného synergického u&inku spojeného s kombino-
vanym pouZitim rekombinantniho adenoviru, ve kterém je expre-
se zainteresovaného terapeutického genu kopulovéna s expresi
imunoprotekéniho genu, ktery byl popsdn vySe, a alespon jedno-

ho imunosupresniko ¢inidla.

Prvni pfedmdt vyndlezu se tedy tykd lékové kombinace




alespoii jednoho imunosupresniho ¢inidla a alespon jedncho
rekombinantniho adenoviru, jehoZ genom obsahuje prvni rekom-
binantni DNA obsahujici terapeuticky gen a druhou rekombinant-
ni DNA obsahujici imunoprotek&ni gen, pro ndsledné, pferuSo-
vané nebo/a ¢asové soulasné pouziti vhodné pro exogenovou

transfekci in vivo nebo/a ex-viwvo.

Jak jiZ bylo uvedeno vy3e, spoCiva vyndlez zejmeéna na
prokdzdni synergického dcinku mezi aktivitou imunosupresniho
¢inidla a uddinkem imunoprotek&niho genu exprimouvanédho na expre-

si terapeutického genu.

Toto kombinované pouziti umoZiuje vyrazné prodlouzeny
- terapeuticky d&inek a vyhodn& vyZaduje vyznamné snizené dav-

ky zejména imunosupresniho cinidla.

Jak to bude uvedeno dale, mohou byt obé slozky kombino-
vaného oSetfeni pouZity ndsledné, preruSované nebo/a Casové
soudasné. Vyhodné se imunosupresni ¢inidlo injikuje pfed a po
injekeci adenoviru. Podle této formy provedeni vyndlezu mize
byt podani imunosupresniho ¢inidla provedeno v Casovém odstu-
pu a vyhodné miZe byt pravidelné obnovovdno. V tomto specific-
kém pripadé jsou obé& slozky kondicionovdny oddélené. V pripa- .
dé soufasného poddni mohou byt obé sloiky smiSeny bezprostred-
né pred spolednym poddnim nebo mohou byt naopak poddny soucas-
n& aviak oddélend. Zejména mohou byt zplisoby poddni obou Cini-

-’

del odlisné.

V rdmci vyndlezu lze jako imunosupresni ¢inidlo pouzit
kazdou sloudeninu, kterd jé schopna inhibovat ¢dstecné nebo
ipiné alespon jednu imunitni signalizacni cestu. Toto <inidlo
miZze byt zejména zvoleno z ldtek, jakymi jsou cyklosporin,
FK506, azathioprin, kortikosteroidy a kazda mono- nebo poly-
klondlni protildtka. Jednd se vyhodné o protilatky schopné
inaktivovat imunni molekuly nebo vyvolat destrukci imunnich

-bundk nesouci tyto- molekuly. Jako-protildtku lze zejmeéna. po-=.




uzit protildtky anti-Cb4, anti-CD3, anti-CD2, anti-CD8, anti-
CD28, anti-B7, anti-ICAM-1, anti-LFAA-1. MiZe se rovné: jed-
nat o hybridni molekuly, jakymi jsou CTLA41g, fuzni protein
mezi molekulou CTLA-4 (homolog k CD28) a imunoglobulinem.
Misto G1Fc této molekuly vdzané s molekulou B7 se ukazuje
schopnym inhibovat aktivaci bunék T (D.J. Lenschow, Science,
257, 789, 1992). Je samoziejmé, Ze rozsah vyndlezu neni nikte-
rak omezen na vySe uvedené imunosupresory. Tyto imunosupreso-

ry mohou byt pouity v izolované formé nebo v kombinaci.

Pokud jde o rekombinantni DNA pfitomné v genomu adenovi-
ru pouiitého v rdmci vyndlezu, jednd se o fragmenty DNA obsahu-
jici uvazovany gen (terapeuticky nebo imunoprotekcni) a pri-
padné signdly umoziujici jeho expresi konstruované in vitro
a potom vloZené do genomu adenoviru. Rekombinantnimi DNA po-
ufitymi v rémci vyndlezu mohou byt komplementdarni DNA (DNAc),
genomové DNA (DNAg) nebo hybridni xonstrukce sestivajici napfi-
klad z DNAc, do které by byly vloZeny jeden nebo nékolik intro-
ni, MizZe se rovnez jednat o syntetiéké sekvence nebo semisyn-
tetické sekvence. Tyto DNA mohou byt lidského, zviteciho, rost-
linného, bakteridlniho, virdlniho a jiného plvodu. Vyhodné

se pouzivaji DNAC nebo DNAg.

Jako terapeuticky gen pouZitelny pro konstrukci vekto-
ri podle vyndlezu lze uvest gen kédujici produkt majici tera-
peuticky Géinek. Takto kodovanym produktem miZe byt protein,

peptid, RNA a podobné.

Pokud jde o proteinovy produkt, miZe jit o produkt ho-

mologni vi&i cilové bufice (tj. produkt, ktery je v cilové

bufice normdlné exprimovdn v pfipadd, Ze tato buika nevykazu-

je %*adnou patologii). V tomto pfipadé, umoZnuje exprese pro-

teinu napfiklad 1é&it nedostateénou expresi v bufice nebo expre-

si neaktivniho nebo slabé aktivniho proteinu zpisobenou ne-

jdkou modifikaci, a nebo je3t& nadmérnou expresi uvedeného
.-proteinu. Terapeuticky gen mize takto. kodovat bun&lny protein

majici zvySenou stabilitu, modifikovanou ucinnost a podobné.




Proteinovy produkt miZe byt rovnéi heterologni vuc¢i cilové
bufice. V tomto pripadé miZe exprimovany protein napiiklad
dopliiovat nebo nahrazovat nékterou deficitni aktivitu v bun-
ce, &im? &ini bunku schopnou bojovat proti uvaZované patolo-

gii nebo u ni stimuluje imunitni odezvu,

Jako terapeutické proteinové produkty ve smyslu vyna-
lezu lze uvést zejména enzymy, krevni derivdty, hormony,
interleukiny, interferony, TNF, atd. (FR 9203120), ristové
faktory, neurotransmitory nebo jejich prekurzory nebo syntézni
enzymy, trofické faktory: BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF,
bFGF, NT3, NT5, HARP/pleiotrofin, atd., apoliproteiny: ApoAI,
ApoAIV, ApoE, atd. (FR 93 05125), dystrofin nebo minidystro-
fin (FR 9111947), protein CFTR sdruZeny s mukoviscidosou,
protinddorové supresni geny: p33, Rb, RaplA, DCC, k-rev, atd.
(FR 93 04745), geny kodujici faktory implikované pri koagu-—
laci: faktery VII, VIII, IX, geny zasahujici do reparace
DNA a podobné,

Jak 3i%Z bylo uvedeno vy3e, mlZe byt tefapeutickym ge-
nem rovnéi antimedidtorovy gen nebo antimedidtorovd sekvence,
jejichZexprese v cilové bufice umoZnuje regulovat expresi genu
nebo transkripci bunéénych RNAm. Takové sekvence mohou byt
napfiklad pfepsdny v cilové bufice na RNA komplementdrni k
buné&nym RNAm a blokovat tak jejich translaci na protein
technikou popsanou v patentu EP 140 308. Antimedidtory rov-
nez obsahujl sekvence kodujici ribozomy, které jsou schopné
selektlvne rozkladat cilové RNA (EP 321 201).

Terapeutické geny mohou byt lidského zvireciho, rost-
linného, bakteridlniho, virdlniho a jiného puvodu. Tyto geny
mohou byt ziskdny libovolnou zndmou technikou a zejména vytfi-
dénim bank, chemickou syntézou nebo také smiSenymi metodami
zahrnujicimi chemickou nebo enzymatickou modifikaci sekvenci

ziskanych vytfidénim bank.

Imunosupresni gen pouZity v rémci vyndlezu mliZe byt roz-




liéného typu. Jak jiZ bylo vysvétleno vyse, jednda se o gen,
jehoZ produkt pusobi na aktivitu hlavniho histokompatibilit-
niho komplexu (MHC) nebo na aktivitu cytokind. Vyhodné se

jednd o gen, jehoZ produkt inhibuje alespoii Cdstecné expresi
proteind komplexu MHC nebo antigenovou prezentaci. Jako vyhod-
né pf¥iklady lze uvést nékteré geny obsaZené v oblasti E3 ade-

noviru, gen ICP47 viru herpes nebo gen ULI8 cytomegaloviru.

Oblast E3 genomu adenoviru obsahuje ridzné cteci fdze,
které alternativim svijenim poskytuji rdzné proteiny. Z teéch-
to proteind je protein Gp19k (nebo(E3~19k) transmembrianovyn
glykosylovanym proteinem lokalizovanym v membrdné endoplasmo-
vého retikula (RE). Tento protein obsahuje lumindlni doménu
vdzajici molekuly komplexu MHC-I a C-termindlni cytoplasmovy

konec schopny vdzat mikrotubuly (nebo tubulin), které pisobi

pfi zakotveni proteinu gp!9k v membrané RE. Protein Gpld9k je
takto schopny zabrdnit expresi molekul MHC-I na povrchu bunék
interakeci a sekvestraci v drovni RE. Nicméné v nepritcmnosti
virdlni replikace je protein gp19k slabé exprimovdn adenoviry.
Jinak je exprese gpl9k rovnéZ pFizplisobena k realizaci svije-
ni. zavedeni do vektoru podle vyndlezu rekombinantni DNA obsa-
hujici sekvenci (vyhodnd DNAc) kodujici gp19k umoZiuje regulo-
vat a optimalizovat expresi uvedeného proteinu. Zejména po-
uziti konstitutivnich promotorl a suprese ostatnich ctecich
fdz{ umoZfuje silné zvy$it expresi uvedeného proteinu a vymanit
se ze zdvislosti na virdini replikaci a pfitomnosti indukénich

. prvkd. To umoZfiuje obzvldsté vyhodnym zpisobem znacné snizit

| lyzi za pouZiti . CTL infikovanych bunék a takto zvySit a pro-

| - dlouZzit in vivo produkci terapeutického genu.

Dal3i proteiny kodované oblasti E3 genomu adenoviru,
jakymi jsou proteiny 10,4k a 14,5k, maji nékteré zajimavé
vlastnosti s ohledem na jejich zavedeni do vektord podle vy-

nalezu.

Gen ICP47 viru herpes simplex tvofi dalsSi imunodpro-

tekéni gen, ktery je obzvlddté zajimavy pro pouziti ve smyslu




vyndlezu. Bufiky infikované virem herpes simplex vykazuji
odolnost proti lyzi indukované pomoci CTL. Bylo prokdzéno,
e tato rezistence miZe byt poskytnuta genem ICP47, ktery

je schopen omezit expresi molekul MHC-I na povrchu bunék.
Inkorporace genu ICP47 do rekombinantni DNA podle vyndlezu
umoZiuje rovndi rekombinantnim viruim podle vyndlezu uniknout

imunitnimu systému.

Gen UL18 cytomegaloviru tvofi dalsi vyhodny priklad
imunoprotekcéniho genu pédle vyndalezu. Produkt genu UL18 je
schopny vdazat beta2-mikroglobulin (Browne a kol.,Nature
347(1990) 770). beta2-Mikroglobulin je jednim z fetézcl mo-
lekul MHC-I. Zabudovdni genu UL18 do rekombinantni DNA podle
vyndlezu také umoZiuje sniZit polet funkénich bunék betal2-mi-
kroglobulinu v bunkdch infikovanych viry podle vyndlezu a
tedy sniZit schopnosti téchto bunék produkovat kompletni a
funkéni molekuly MHC-I. Tento typ konstrukce tedy umoinuaje
chrdnit infikované bunky pred lyzi zpisobenou CTL.

Jak jiZ bylo uvedeno vySe, je imunoprotekénim genem
pouzitym v ramci vyndlezu pfi jiném vyhodném zplsobu provede-
ni gen, jehoZ produkt inhibuje aktivitu nebo signalizaéni
cesty cytokind. Cytokiny tvoti skupinu vyludovanych proteind,
které pusobi jako signalizadni molekuly imunitniho systému.
Mohou pFfitahovat imunitni bunky, aktivovat je, indukovat je~
jich proliferaci a dokonce pisobit pfimo na infikované bunky
tak, Ze je zabijeiji.

Jako priklady gend, jejich produkt plsobi na aktivi-
tu nebo signalizalni cesty cytokinld lze uvést geny zasahuji-
ci do syntézy cytokind nebo jejichZ produkt je schopen sek-
vestrovat cytokiny, antagonizovat jejich aktivitu nebo inter-
ferovat s interceluldrnimi signalizacnimi cestami. Jako vyhod-
né priklady takovych genl lze uvést zejména gen BCRFI1 viru
Epsteina a Barrové, geny crmA a CRMB viru cowpox, geny BI15R
.a E18R viru kravskych nestovic, gen US28 cytomegaloviru a ge-
ny E3.14,7, E3-10,4 a E3-14,5 adenoviru.




Gen BI15R viru kravskych nedtovic koduje rozpustny
protein schopny vdzat interleukin-ibeta (sekretovand forma
interleukinu-1) a takto brdnit tomuto cytokinu vazat se na
jeho buné&cné receptory. Interleukin-1 je ve skutelnosti je-
den z prvnich cytokind produkovanych v odezva na antigenovou
agresi a hraje velmi dilezitou dlohu pfi signalizaci imunit-
niho systému na podtku infekce. MoZnost zabudovat gen B15R do
vektoru podle vyndlezu vyhodné umoZiuje redukovat aktivitu IL-
lbeta zejména pri aktivaci imunitnich bundk a tim zplsobem
lokdlné chranit infikovéné buiky virem podle vynialezu proti
vyrazné imunitni odezvé. Rovnéi mohou byt pouzity homologni

geny gena B15R, jakym je napfiklad gen viru cowpox.

Stejnym zpisobem gen B18R viru kravskych nestovic kodu--
je protein homologni s receptorem interleukinu-6. Tento gen
nebo kaidy funk&ni homologni gen je rovnéZ pouZitelny ve
vektorech podle vyndlezu pro inhibici vazby interleukinu-6
na jeho bund&ny receptor a takto pro lokdlni sniZeni imunitni

odezvy.

Steijnym zplsobem miZe byt pouzit i gen crmB virua cow-
pox. Tento gen kdduje ve skutelnosti sekretovany protein
schopny vazat TNF a konkurovat receptorim TNF na povrchu bu-
nék. Tento gen tudiZ umo¥fuje ve virech podle vyndlezu lo-
xidknd snijovat koncentraci aktivniho &inidla TNF schopného
niéit infikované bufiky. Rovnéz mohou byt pouZity i jiné ge-
ny kodujici proteiny schopné vdzat TNF a inhibovat alespon

CédsteCné jeho vazbu na jeho receptory.

Gen crmA viru cowpox koduje protein majici inhibiéni
aktivitu protedz typu serpinu, ktery je schopny inhibovat
syntézu interleukinu-ibeta. Tento gen miZe byt tedy pouzit
pro lokdlni sniZeni koncentrace interleukinu-1 a takto pro

omezeni rozvinuti imunitni a z&nétové odezvy.

Gen BCRF! viru Epsteina a Barrové koduje analog inter-
- leukinu 10.' Produktem tohoto genu je cytokin schopny omezit
imunitni odezvu a zménit jeji specifiénost mechanismem induk-

ce proliferace .lymfocytd B.




Gen US28 cytomegaloviru koduje protein homologni
s receptorem zanétového proteinu makrofagi lalfa (MIP-1-
alfa). Tento protein je tedy schopen pisobit jako konkureé-
ni ¢inidlo receptor® MIP a inhibovat tak lokalné aktivitu

uvedeného zanétového proteinu.

Produkt gen( E3-14,7, E3-10,4 a E3-14,5 adenoviru. Je
schopen blokovat prenos interceluldrniho signdld mediované-
ho né&kterymi cytokiny. KdyZ se cytokiny vdzi na jejich re-
ceptor na povrchu infikované bunky, dojde k pfenosu signdlu
do jadra indukujiciho buné&cnou smrt nebo zastaveni proteino-
vé syntézy. To je zejména pfipad nekrozniho faktoru nddord.
Inkorporace genu E3-14,7, E3-10,4 nebo/a E3-14,5 do rekombi-
nantni DNA podle vyndlezu za Géelem jejich konstituéni nebo
requlované exprese umoziuje blokovaz intraceluldrni signali-
zaci indukovanou faktorem TNF a takto chrdnit bunky infikova-
né rekompinantnimi viry podle vyndlezu pfed toxickymi dcinky

uvedeného cytokinu.

Lokdlni a pfechodnd inhibice miZe byt obzvlasté vyhod-
na. Takové inhibice miZe byt dosazeno zejména volbou specific-
kych expresnich signdld (nap¥iklad cytokin-dependentni promo-

tory), jak to bude popsdno ddle.

Je samozfejmé, Ze mohou byt pouzity i dalsi homologni
geny nebo geny majici obdobné funkéni vlastnosti pro konstruk-
ci vektord podle vyndlezu. Takové rizné geny mohou byt ziska-
ny kazZdou o sobé zndmou technikou a zejména vytiidénim bank,
chemickou syntézou nebo také smiSenymi metodami zahrnujicimi
chemickou nebo enzymatickou modifikaci sekvenci ziskanych vy-
tridénim bank. Krom& tocho mohou byt takové geny pouzity samos-

tatné nebc v kombinaci anebo v kombinacich.

VloZeni uvazovanych gend ve form& rekombinantnich DNA
podle vyndlezu nabizi vét3{ pruZnost pri konstrukci adenoviru

a umozfiuje lepSi requlaci uvedenych expresnich geni.

Takto mohou byt rekombinantni DNA (a tedy oba zainte=-
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resované geny) zabudované do adenovirdlnich vektoru podle

vyndlezu sestaveny a uspofdddny riznymi zplsoby.

Mohou byt nejdfive vloZeny do stejného mista genomu
adenoviru nebo do rlznych zvolenych mist tohoto genomu. Rekom-
binantni DNA mohou byt zejména vloZeny alespoi ¢dstecné v
drovni oblasti E1, E3 nebo/a E4 genomu adenoviru tak, ze na-

hrazujl nebo dopliuji virdlni sekvence.

Vyhodné se rekombinantni DNA vloZi alespon Cdstecné
v Grovni oblasti E1, E3 nebo E4 genomu adenoviru. V pfipadé-
Se se vloii na dvé rdznd mista, potom se upfednostiiuje v ramci
vyndlezu pouZiti oblasti E1 a E3 nebo E1 a E4. Priklady ve
skutednosti ukazuji, Ze tato organizace umoZnuje zvySenou
expresi obou genid, aniZ by pritom dochazelo k interferenci me-
2i témito geny. Vyhodnd se rekombinantni DNA vloZi tak, Ze

nahrazuji viralni sekvence.

Tyto rekompinantni DNA mohou potom kaZdd obsahovat
transkripéni promotor, pfifemz tyto promotory mohou byt stej-
né nebo odliZné. Tato konfigurace umoZfiuje dosdhnou vySSi
expresni hladiny a nabizi lepSi regulaci exprese gent. V tom-
to pripadé mohou byt oba geﬁy vloZeny ve stejné orientaci

nebo v opadnych orientacich.

Rekombinantni DNA mohou rovné&Z tvofit jednotnou trans-
kripéni entitu. V této konfiguraci jsou obé rekombinantni
DNA pfilehlé a uloZené takovym zplsobem, Ze oba geny jsou
pod kontrolou jediného promotoru a poskytuji jedinou premedid-
rorovou RNA. Toto uspordddni je vyhodné ponévadi umoziuje po-

uziti jediného transkripéniho promotoru.

Konedn& pouZiti rekombinantnich DNA podle vyndlezu
umoifiuje poufiti transkrip&nich promotord odlisného charakte-
ru a zejména silnych nebo slabych promotord, regulovanych ne-
bo konstitudnich promotord, tkdfiové specifickych nebo ubikvi-

térnich promotorQ a podobné. . . . . . .

Volba expresnich signdld a respektivni poloha rekombi-
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nantnich DND je obzvl&sté dileZitd pro dosaZeni zvysené
exprese terapeutického genu a vyrazného imunoprotekcniho
i¢inku.

V ramci obzvl1d&té& vyhodného zplscbu provedeni vynalezu
se pouiivd defektni adenovir obsahujici prvni rekombinantni
DNA obsahujici terapeuticky gen a druhou rekombinantni DNA
obsahujici imunoprotekéni gen, pfiCemZz obé& rekombinantni DNA

jsou vloZeny v drovni oblasti ET.

V rdmci jiného obzvlddtd vyhodného zplsobu provedeni
vyndlezu se pouZivd defektni adenovir obsahujici prvni rekom-
binantni DNA obsahujici{ terapeuticky gen vloZeny v urovni
oblasti Et a druhou rekombinantni DNA obsahujici imunoprotekc-

ni gen vlozeny v oblasti E3.

Jak jiZ bylo uvedeno vy$e, jsou adenoviry podle vyna-
lezu defektnimi viry, coZ znamend, Ze jsou neschopné repliko-
vat se autonomnim zplsobem v cilové bufice. Obecné je tedy ge-
nom defektniho adenoviru podle vyndlezu zbaven alespon sek-
venci nezbytnych pro replikaci uvedeného viru v infikované
bufice. Tyto oblasti mohou byt bud odstrandny {zcela nebo Cds-
teénd) nebo mohou byt udinény nefunkénimi anebo mohou byt na-
hrazeny jinymi sekvencemi a zejména terapeutickymi geny. De-
fektni charakter adenovird podle vyndlezu je didleZitym fakto-
rem, pondvadZ zajisftuje nerozSifovdni se vektord podle vyna-

lezu po poddni.

V rdmci vyhodné formy provedeni vyndlezu obsahuji ade-
noviry podle vyndlezu sekvence ITR a sekvenci umoznujici enka-

psidaci a maji deleci celku nebo Cdsti genu ET.

Sekvence obrdcené repetice (ITR) tvofi poCatek repli-
kace adenoviru. Tyto sekvence jsou lokalizované na koncich
3’ a 5' virdlniho genomu (viz obr.1), odkud mohou byt snadna

izolovany klasickymi technikami molekuldrni biclogie, které

jsou pro technika v daném oboru dobfe zndmymi technikami. Nu-

kleotidovd sekvence sekvenci ITR lidskych adenovird {zejména




sérotypi Ad2 a AdS5) je popsdna v literatufe a to stejné jako
psich adenovird (zejména CAV1 a CAV2). Pokud jde napriklad o
adenovir Ad5, odpovidd levé sekvence ITR oblasti obsahujici

nukleotidy 1 az 103 uvedeného genomu.

Enkapsidadni sekvence (také oznalovand jako sekvence
Psi) je nezbytnd pro enkapsidaci virdlni DNA. Tato oblast mu-
si byt pfitomna k tomu, aby umoZnila pfipravu defektnich re-
- kombinantnich adenoviri podle vyndlezu. Enkapsidacni sekvence
je lokalizovdna v genomu adenovirl mezi levou ITR (5") a genem
> El (viz obr.l1). Tato sekvence miZe byt izolovdna nebo uméle
syntetizovdna klasickymi technikami molekuldrni biologie.
Nukleotidovd sekvence enkapsidalni sekvence lidskych adenoviru
(zejména sérotypd Ad2 a Ad5) je popsdna v literatufe, stejné
jako enkapsidaéni sekvence psich adenovird (zejména CAUl a
CAV2). Pokud jde o adenovir Ad3, odpovidd enkapsidaéni sekven-

ce oblasti obsahujici nukleotidy 194 aZ 358 genomu.

Vyhodnéji cobsahuji adenoviry podle vynalezu sekvence

ITR a sekvenci umoziuijici enkapsidaci a maji deleci celku nebo

Casti gend E1 a E4.

V réamci vyhodné formy provedeni vynalezu je genom ade-
novirt podle vyndlezu zbaven delecemi celku nebo Cdsti genl
El, E3 a E4 a vyhodnd také celku nebo ¢dsti genl E1, E3, L5
a E4.

Adenoviry podle vyndlezu mohou byt pripraveny z adeno-
vird rdznych plvodi. Ve skutefnosti existuji rizné typy adeno-

vird, jejichistruktura a vlastnosti se ponékud méni, avSak

kterd maji srovnatelnou genetickou organizaci. Takto mohou byt
instrukce popsané v prihldSce vynalezu odbornikem snadno po-

uZity pro libovolny typ adenovira.

Adenoviry podle vyndlezu mohou byt lidského, zvifeciho

nebo smiSeného (lidského a zvifeciho) puvodu.

Pokud jde o adenoviry lidského plvodu, ddvd se prednost

e e

pouziti adenovird zafazenych do skupiny C. Z rdznych sératypd
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1idskych adenovird se v rdmci vyndlezu pfednostné pouZivaji

adenoviry typu 2 nebo 5 (Ad 2 nebo Ad 5).

Jak jiZ bylo uvedeno vySe, mohou byt adenoviry podle
vyndlezu rovnéz zvireciho plvodu nebo mohou obsahovat sekven-
ce pochdzejici z adenovird zvifeciho pivodu. PrihlasSovatel
ve skutednosti prokdzal, Ze adenoviry zvifeciho puivodu jsou
schopné infikovat s vysokou uGdinnosti lidské bufiky a Ze jsou
neschopné propagovat se v lidskych bufikdch, ve kterych byly
testovdny (viz p¥ihldska FR 93 05954). PFihlaSovatel také
prokdzal, Ze adenoviry zvifeciho plvodu nejsou nikterak

transkomplementovany adenoviry lidského pivodu, coZ eliminu=-

je jakékoliv rekombinaéni a propagaéni riziko in vivo v pfi-
tomnosti lidského adenoviru, které by jinak mohlo vést k tvor-
bé infek&nich &dstic. PouZiti adenoviru nebo oblasti adenovi-
ru zvifeciho plvodu je tedy cbzvlasté vyhodné vzhledem k to-
mu, e je tak je8td& ddle sniZeno riziko spojené s pouZitim

viru jako vektoru v genové terapii.

Adenoviry zvifeciho pdvodu pouZitelnymi v rdmci vynd-
lezu mohou byt adenoviry psiho, bovinniho, murinniho ({napri-
klad: Mavl, Beard a kol.,Virology 75 (1990)81), ovciho, pra-
sediho, ptadiho nebo také opidiho pivodu (priklad: SAV). Z
ptadich adenovird lze zejména uvést sérotypy 1 az 10 dostupné
v ATCC, jako napriklad kmeny Phelps {(ATCC VR-432), Fontes
(ATCC VR-280), P7-A (ACTT VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828),
J2-A(ATCC VR-829), T8-A(ATCC VR-830), K-11(ATCC VR-921), nebo

- také kmeny ATCC VR-831 aZ 835. Z bovinnich adenovird lze po-
ufit rizné znimé sérotypy, a zejména sérotypy dostupné v ATCC
) ' (typy 1 az 8) pod odkazy ATCC VR-313, 314, 639-649, 768 a 769.

Rovné? je moiné uvést murinni adenoviry FL (ATCC VR-550) a E20380
(ATCC VR-528), ovéi adenovir typu 5 (ATCC VR-1343) nebo typu

6 (ATCC VR-1340), praseli adenovir 5359) nebo opici adenoviry

a to zejména adenoviry uvedené v ATCC pod cisly VR-591-59%4,
941-943, 195-203, a :podobn&.

7 adenovirl zvifeciho plvodu se v rdm¢i vyndlezu vyhod-
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né pouzivaji adenoviry nebo oblasti adenovird psiho puvodu

a zejména viechny kmeny adenovirG CAV2 /kmen manhattan nebo
A26/61 [ATCC VR-80)/. Psi adenoviry jsou predmétem cetnych
strukturnich studii. V rdmci dosavadniho stavu techniky (spi=
bey a kol.,J.Gen.Virol.70(1989)165) byly takto popsdny uplné
restrikéni mapy adenovird CAV1 a CAVZ a rovnéz byly klonova-
ny a sekvencovdny geny Efa a E3, jakoz i sekvence ITR (viz ze-
iména Spibey a kol.,Virus Res.14(1989)241; Linné, Virus Res.
23(1992)119,W091/11525),

Defektni rekombinantni adenoviry pedle vyndlezu mohou

byt pripraveny riznymi zplsoby.

Prvni z tdchto zpisobd spo&ivd v transfekci defektniho
rekombinantniho viru pfipraveného in vitro (bud ligaci nebo
ve formd plasmidu) do kompetentni bunécné fady, tj. do rady
nesouci v trans véechny funkce nezbytné ke komplementaci de-
fektniho viru. Tyto funkce jsou vyhodné integrované do genomu
buRky, coZz umoZnuje vyvarovat se rekombinaénim rizikim a posky-

tuje bundéné fadé zvysenou stabilitu.

Druhy pristup spod¢ivd v ko-transfekei do ptislusné bu-
nééné fady DNA defektniho rekombinantniho viru ptipraveného-
in vitro (bud ligaci nebo ve form& plasmidu) a DNA viru helper.
Podle této metody neni nezbytné mit k dispozici kompetentni
bun&&nou fadu schopnou komplementovat viechny defektni funkce
rekombinantniho adenoviru.: Cdst téchto funkci je ve skutelnos-
ti komplementovdna virem helper. Tento vir helper musi byt
sdm o sobé defektni a bunédnd fada nese v trans funkce nezbyt-
né k jeho komplentaci. Z bun&énych Fad pouzitelnych vyhodné
v ramci vyndlezu pfi tomto druhém piistupu lze zejména uvést

lidskou embryonalni rendlni fadu 293, bunky KB, bunky Hela,

MDCK, GHK, a podobné (viz prikiady).

Potom se multiplikované vektory rekuperuji, purifikuji

a amplifikuji klasickymi technikami molekuldrni biologie.

Podle variantniho provedeni je moZné pripravit in vitro




a to bud ligaci nebo ve formé plasmidu DNA defektniho rekom-
binantniho viru nesouci prisluSné delece a obé rekombinantni
DNA.Jak jiZ bylo uvedeno vyde, maji vektory podle vyndlezu
deleci celku nebo &&sti nékterych virdlnich genl, zejména ge-
nd E1, E3, E4 nebo/a L5. Tato delece miZe odpovidat jakémuko-
liv typu potladeni pisobicimu na uvaZovany gen. Zejména se
mize jednat o potlaleni celku nebo Cdsti xodujici oblasti uve-
deného genu nebo/a celku nebo Césti promocni oblasti trans-
kripce uvedeného genu. Uvedend suprese se obecné provede na
DNA defektniho rekombinantniho viru, napfiklad digesci pomoci
restrikénich enzyml a potom ligaci technikami molekuldrni bio-
logie, jakoZ i technikami popsanymi v piikladech. Rekombinantni
DNA mohou byt potom vlcZeny do této DNA enzymatickym Stépenim
a potom ligaci v trovni selekovanych oblasti a ve zvolené

orientaci.

Takto ziskand DNA, kterd tedy nese pfisludné delece a
obé rekombinantni DNA, umoZiuje pfimo generovat defektni re-
kombinantni adenovir nesouci uvedené delece a rekombinantni DNA.
Tato prvni varianta je obzvlAasté vhodnd pro realizaci rekom-
binantnich adenovird, ve kterych jsou geny usporaddny ve for-
mé jediné transkriplni jednotky anebo pod kontrolou oddélenych

promotor, které jsou viak vlozeny do stejného mista genomu.

RovnéZ je moZné pripravit rekombinantni vir ve dvou
etapich, umoZnujicich ndsledné zavedeni obou rekombinantnich
DNA. Takto se DNA prvniho rekombinantniho viru nesouciho pris-
lusné delece (nebo &&st uvedenych deleci) a jednu z rekombi-
nantnich DNA konstruuije ligaci nebo ve formé plasmidu. Tato DNA
se potom pouzije pro generovdni prvniho rekombinantniho. viru
nesouciho uvedené delece a jednu rekombinantni DNA. DNA toho-
to prvnihc viru se potom izoluje a ko-transfekuje s druhym
plasmidem nebo DNA druhého defektniho rekombinantniho viru
nesouciho druhou rekombinantni DNA, pfisluSné delece (Cast
nepfitomnd na prvnim viru) a oblast umoZfiujici homologni re-
kombinaci. Tato druha etapa taktougeneruje_defektni rekombi-

nantni vir nesouci ob& rekombinantni DNA. Tato varianta pripra-
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vy je obzvldsté vhodnd pro pfipravu rekombinantnich vird ne-
soucich obé& rekombinantni DNA vloZené do dvou rlznych oblas-

ti genomu adenoviru.

Obé ¢inidla podle vyndlezu, tj.imunosupresor a rekombi-
nantni adenovir mohou byt formulovdny tak, aby ziskané formu-
lace byly vhodné pro topické, perordlni, parenterdlni, intra-
nazalni, intravendzni, intramuskuldrni, subkutdnni, intraoku-

ldrni, transdermdlni a dalsi podani.

Vyhodné farmaceutickd formulace nebo farmaceutické for-
mulace obsahuji farmaceuticky pfijatelné nosie vhodné pro
injikovatelnou formulaci., MiZe se zejména jednat o roztoky
soli (dihydrogenfosforelnan sodny, hydrogenfosforecnan sodny,
chlorid sodny, chlorid draselny, chlorid vdpenaty nebo chlerid
hofetnaty a. podobnd, nebo smdsi téchto soli) majici sterilni
a izotonicky charakter nebo o suché kompozice, zejména lyofi-
lizované kompozice, které po pridédni sterilni vody nebo fyzio-
logického roztoku poskytuji rekonstituované injikovatelné te-

kutiny.

Ddvky imunosupresoru a adenoviru pouzité pro injekci
mohou byt zdvislé na rlznych faktorech, zejména na pouZitém
zpisobu poddni, na léCené patologii, na genu, ktery md byt

exprimovdn nebo také na poZadované dobé 1éleni.

Obecnd se rekombinantni adenoviry podle vyndlezu formu-

luji a poddvaji ve formé ddvek obsahujicich mezi 10% a 10t

pfu/ml, vyhodné mezi 10% a 1010 pfu/ml. Vyraz pfu ("plaque
forming unit") odpovidd infek&ni potenci uvaZovaného roztoku

a je stanoven infikovdnim pfislu$né buné&cné kultury a stano-
venim, obvykle po 5 dnech, podtu pldZi infikovanych bunék.
Techniky stanoveni koncentrace pfu virdiniho roztoku jsou vel-
mi dobfe zdokumentované v literature. Pokud jde o imunosupre-
sory, méni se jejich ddvky a injekéni podani podle jejich cha-
rakteru. Nastaveni obou téchto parametrd je ve schopnostech

odbornika v daném oboru.
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Lékovd kombinace podle vyndlezu miZe byt pouzZita pro
1léCeni nebo prevenci Cetnych patologickych stavd. Podle tera-
peutického genu vlozeného do jeho adenoviru miZe byt uvedend
kombinace pouZita pro léceni nebo prevenci genetickych chorob
(dystr fie, muskoviscidéza, atd.), neurodegenerativnich chorob
{Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, ALS, atd.), hyper-
proliferativnich patologii (rakoviny, restendza, atd.), patolo-
gii spojenych s poruchamy koagulace nebo dyslipoproteinemiemi,
patologii spojenych s virdinimi infekcemi (hepatitidy, AIDS,

atd.), a dalsich patologickych stavi.

Predmétem vyndlezu je rovnéZ kaidy zpusob terapeutické-
ho oSetfeni, pfi kterém se pouZije ndrokovand lékovd kombina-

ce.

V nadsledujici ¢asti popisu bude vyndlez bliZe objasnén
pomoci konkrétnich prikladd jeho provedeni, priCemz tyto pfi-
klady maji pouze ilustrac¢ni charakter a nikterak neomezuji roz-
sah vyndlezu, ktery Jje jednoznalné definovan formulaci paten-

tovych ndroki.

Strucny popis obrdzkil

Na pfipojenych vykresech

-obr.1 zndzornuje genetickou organizaci adenoviru
AdS5. Uplnd sekvence adenoviru Ad5 je k dispozici na
zakladé udaju zjisténych sekvencovanim a umoZiuije
odbornikovi selekovat nebo vytvorit kazdé restrikc-
ni misto a takto izolovat libovolnou oblast genomu.

-Obr.2 znazornuje restrik¢ni kartu adenoviru CAV2,
kmen Manhattan (podle Spibey a kol., kteryito odkaz
jiz byl uveden vy$e]

-Obr.3 zndzornuje vektor pAD5-gpl9k-betagal a

-obr.4 znadzornuje konstrukci adenoviru Ad-gpl9k-beta-

e gal,deltakEl,deltak3.. '




Metody klasicky pouZivané v molekuldrni biologii, ja-
ko preprativni extrakce plasmidové DNA, odstfedéni plasmido-
vé DNA v gradientu chloridu cesneho, elektroforéza na agaroso-
vém nebo akrylamidovém gelu, purifikace fragmentd DNA elektro-
eluci, extrakce proteinu fenolem nebo soustavou tvofenou smeé-
si fenolu a chloroformu, precipitace DNA v solném prostredi

ethanolem nebo isopropanolem, transformace do Escherichia coli,

4 atd., jsou o sob& zndmé a hojne popsané v literatufe /Maniatis
T. a kol., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring
i Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.,1982; Ausubel F.M.

a kol. (ed.), Current Protocols in Molecular Biology”, John
Wiley and Sons, New York, 1987/.

plasmidy typu pBR322, pUC a fagy série M13 jsou komerc-

né dostupné {Bethesda Research Laboratories).

7a Udelem ligace mohou byt fragmenty DNA separovany po-
dle velikosti elektroforézou na agarosovém nebo akrylamido-
vém gelu, extrahcovany fenolem nebo smési fenolu a chlorcformu,
precipitovdny ethanolem a potom inkubovany v pfitomnosti
DNA ligdzy fagu T4 (Biolabs) podle doporuceni dodavatele.

Naplnéni proemineitnich koncl 35’ miZe byt provedeno Kle-
nowovym fragmentem z DNA polymerdzy I od E.colil (Biolabs) po-
dle specifikaci dodavatele. Destrukce proeminentnich koncld 3’
se provadi v pfitomnosti DNA polymerdzy fagu T4 (Biolabs) po-
ufité podle doporueni vyrobce. Destrukce proeminentnich kon-

3 cti 5' se provede 3etrnym oSetrenim nukledzou S1.

Rizena mutageneze in vitro syntetickymi oligodeoxynu-

kleotidy miZe byt provedena metodou vyvinutou Taylor-em a kol.
/Nucleic Acids Res. 13(1985)8749-8764/ za pouziti soupravy

distribuované firmou Amersham.

Enzymatickd amplifikace fragmentu DNA technikou na-
zyvanou PCR /Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K.
-.—-akel., Science 230(1985)1350-1354; Mullis K.B. a Fallona F.
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A.,Meth.Enzym.155{1987)335-350/ miZe byt provedena za pouziti
¢inidla "DNA thermal .cycler" (Perkin Elmer Cetus) podle speci-

fikaci vyrobce.

ovéreni nukleotidovych sekvenci mize byt provedeno me-
todou vyvinutou Sanger-em a kol. /Proc.Natl.Acad.Sci.USA,74
(1977)5463-5467/ za pouziti soupravy distribuované firmou

Amarsham.
Pouzité bunécné rady

V ndsledujicich pfikladech se pouziji nebo mohou byt

pouZzity ndsledujici bunécné rady:

- lidskd embryondlni rendlni rada 239 (Graham a kol.,
J.Gen.Virol.36 (1977)59). Tato fada obsahuje zejména ve formé
integrované ve svém genomu levou &dst genomu lidského adenovi-
ru Ad> (12 %).

- Lidskd bun&&nd fada KB: pochdzejici z lidského. .epi-
dermdlniho karcinomu. Tato buné&cna fada je dostupnad v ATCC
(referenéni &islo: CCL17), stejné jako podminky umoznujici

je3ji kultivaci.

- Lidskd buné&&nid Fada Hela: pochdzl z karcinomu lidské-
ho epitelu. Tato Fada je dostupnd v ATCC (referelni &islo:

CCL2), stejné jako podminky umozZnujici jeji kultivaci.

- Psi bundénd fada MDCK: podminky kultivace bunék MDCK

byly popsané zejména Macatney-em a kol., Science 44(1988)85.

- Bunécnd rada gm DBP6 (Brough a kol., Viroclogy 190
(1992} 624). Tato bunddnd fada je tvofena buikami Hela nesouci-

" mi gen E2 adenoviru pod kontrolou LTR z MMTV.

priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
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Konstrukce defektnich rekombinantnich adenovird obsahujicich
terapeuticky gen (gen Laci z E.coli) pod kontrolou promotoru
LTR od RSV a gen gpl19k pod kontrolou promotoru LTR od RSV,

pfi¢emz oba geny jsou vlozeny v drovni oblasti Et.

Tyto adenoviry byly konstruovany homologni rekombinaci
mezi plasmidem nesoucim levou &ast adenoviru AdS5, obé rekombi-
nantni DNA a oblast adenoviru Ad5 (odpovidajici proteinu IX)

a DNA defektniho adenoviru nesouciho ruzné delece
|. Konstrukce vektoru pADS-gpl9%k-beta-gal (obr.3)

1.1. Konstrukce plasmidu pGEM-gp19k

plasmid pAD5-gpl!9k-beta-gal obsahuje sekvenci DHA koduji-
ci protein gpl19k adenoviru. Tento plasmid byl konstruovdn né-
sledujicim zpusobem. Byl izolovan fragment Xbal genomu divoké-
ho adenoviru AdS obsahujiciho oblast E3 a tento byl klonovan
do odpovidajiciho mista plasmidu pGEM (Promega) za ilelem gene-
rovdni plasmidu pGEM-E3. Fragment Hinfl obsahujici kodujici
sekvenci proteinu gpl9k (nukleotidy 28628 az 29634 divokého
adenoviru Ad5) byl potom izolovdn z plasmidu pGEM-EJ. Konce
tohoto fragmentu se uvolni pisobenim Klenowova fragmentu DVA
polymerdzy od E.coli (viz obecné techniky molekuldrni biolo-
gie), nadei se ziskany fragment klonuje do mista Smal plasmidu

pGEMzf+ (Promega}.

giskany plasmid byl oznalen jako pGEM-gpl3k (obr.3).
1.2. Konstrukce vektoru pADS-gpl%k-beta-gal.

Tento p¥iklad popisuje konstrukci plasmidu obsahujici-
ho jednu nebo obé& rekombinantni DNA obsahujici jejich vlast-
ni promotor, levou &dst genomu adenoviru a suplementdrni Cést
(protein pIX)umoZiiujici homologni rekombinaci. Tento vektor
byl konstruovan z plasmidu pAd.RSvbetaGal ndsledujicim zplso-
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Plasmid pAd.RSVbetaGal obsahuje v orientaci 5’ smé-

rem k 3':

- fragment PvuIIl odpovidajici levému konci adenoviru
Ad5 obsahujici: sekvenci ITR, pocdtek replikace,
enkapsidacni signaly a amplifikdtor,

- gen kodujici beta-galaktosiddzu pod kontrolou pro-
motoru RSV (vir Rousova sarkomu),

- druhy fragment genomu adenoviru Ad5, ktery umoZiuje
homologni rekombinaci mezi plasmidem pAd.RSVbetaGal
a adenovirem d1324. Plasmid pAd.RSVbetaGal byl po-
psdn Stratford-Perricaudet-em a kol. (J.Clin.Invest,.
90(1992)626}.

Plasmid pAd.RSVbetaGal byl nejdfive digerovdn enzymy
Eagl a Clal. Tato digesce generuje prvni fragment nesouci ze-
jména levou &ast adenoviru AdS a promotor LTR viru RSV. Para-
leiné se vyrizne enzymy Eagl a Xbal plasmid pAdRSVbetaGal.
To poskytne druhy typ fragmentu nesouciho zejména promotor
LTR viru RSV, gen LacZ a fragment genomu adenoviru AdS5S, ktery
umozni homologni rekombinaci. Fragmenty ClaI-Eagl a EagIl-Xbal
se potom liguiji v pritomnosti fragmentu XbaI-Clal plasmidu pGEM-
gp19k (pfiklad 1.1) nesouciho kddujici sekvenci gpl9k (viz
obr.3). Takto ziskany vektor oznacCeny jako pAD5-gpl9k-beta-

Gal tedy obsahuje:

- fragment PvUII odpovidajici levému konci adenoviru
Ad5 obsahujicimu : sekvenci ITR, pocatek replikace,

enkapsidadni signdly a amplifikdtor E1A,

- sekvenci kodujici gp19k pod kontrolou promotoru
viru RSV (vir Rousova sarkomu),

- gen kodujici beta-galaktosiddzu pod kontrolou promo-

toru viru RSV (vir Rousova sarkomu) a

-druhy fragment genomu adenoviru AdS, ktery umoZhuje

homologni rekombinaci.
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2. Konstrukce rekombinantnich adenoviru

2.1. Konstrukce rekombinantniho adenoviru s deleci v oblasti
E1, nesouciho ob& rekombinantni DNA vloZené ve stejné

orientaci v uUrovni oblasti EI

Vektor pAD5-gpl9k-beta-gal byl linearizovdn a kotrans-
fekovan s deficitnim adenovirdlnim vektorem v genu El do bunék
helper (fada 293) pfindSejicich v trans funkce kodované oblast-

mi E1 (E1A a E1B) adenoviru.

Pfesnéji definovédno, adencvir Ad-gpl9k-beta-gal,delta
El se ziskd homologni rekombinaci in vivo mezi adenovirem
Ad-RSVbeta-gal (viz Stratford-Perricaudet, kteryzte odkaz byl
citovdn vySe) a vektorem pADS-gpl9k-beta-gal podle nasledu-
jiciho protokolu: plasmid pAD5-gpl9k-beta-gal linearizovany
pomoci Xmnl a adenovir Ad-RSVbeta-gal linearizovany enzymem
Clal se kotransfekuiji do bun&lné Trady 293 v pritomnosti fosfo-
rednanu vdpenatého za uUcelem umoznéni homologni rekombinace.
Takto generované rekombinantni adenoviry se potom selekuijl
purifikaci na desce. Po izolaci se DNA rekombinantniho adeno-
viru amplifikuje v bunééné fadé 293, coz vede k supernatantw
nad kultivaénim prostfedim obsahujicimu nepurifikovany rekom-

binantni defektni adenovir majici koncentraci asi lO1 pfu/ml.
A

Virdlni &4stice se obecné purifikuji odstfedeénim na gra-
dientu chloridu cesného o sob& zndmou technikou (viz zejmeéna
Graham a kol., Virology 52(1973)456). Adenovir Ad-gpl9k-beta-
gal,deltaEl mi%e byt pfechovdvdn pfi teploté -80 °c ve 20%
glycerolu. '

2.2. Konstrukce rekombinantniho adenoviru s delecemi v oblas-
tech E1 a E3, nesouciho obé& rekombinantni DNA vlioZené ve

stejné orientaci v drovni oblasti E1 (obr.4).

Vektor pAD5-gpl9k-beta- gal se llnearleJe a kotransfe—

kuje adenovirdlnim vektorem def1c1tn1m v genech E1 a E3 do bu-
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nék helper (Fada 293) p¥indSejicich v trans funkce kodované

oblastmi E1 (E1A a EIB) adenoviru.

Pfesnéji definovdno, adenovir Ad-gpi9k-beta-gal,delta
El1,delta E3 se ziskd homologni rekombinaci in vivo mezi mu-
tantnim adenovirem Ad-d11324 (Thimmappaya a kol., Cell 31
(1982) 543) a vektorem pADS-gpl9k-beta-gal podle ndsledujiciho
protokolu: plasmid pADS-gpl9k-beta-gal a adenovir Ad-d11324
linearizovany enzymem Clal se kotansfekuji do bunélné rady
293 v pfitomnosti fosforenanu védpenatého za uGCelem umoZnéni
homologni rekombinace. Rekombinantni adenoviry, které byly
takto ziskdny se potom selekuji purifikaci na desce. Po izola-
ci se rekombinantni adenovir amplifikuje v bunécné radé 293,
co? vede k supernatantu nad kultivaénim prostfedi obsahujici-
mu nepurifikovany rekombinantni defektni adenovir majici kon-

centraci asi 1010 pfu/ml.

Virdlni éédstice se obecné purifikuji odstfedénim v
gradientu chloridu cesného o sob& zndmou technikou (viz zejmé-
na Graham a kol.,Virology 52(1973)456). Genom rekombinantniho
adenoviru byl potom ovéfen analyzou southern blot. Adenovir
Ad-gp19k-beta-gal,deltaEl,deltakE3 miZe byt prechovdvan pri te-
plote -80 °C ve '20% glycerolu.

Priklad 2

Prokdzani imuncprotekéni aktivity lékové kombinace podle vy=-

ndlezu

60 dospélych my$ich samidek DBA/2 se ndhodné rozdéli
do Sesti skupin po deseti my$ich a tyto mySi se oSetfi podle

nasledujlciho injek&niho protokolu:

-skupina la:

dostane intraokuldrni injekci 10/ug monoklonalnich protila-

. tek-anti-CD3 ve-dnech -2, -1, 1,-2, 3, 4 a-5 a v den.-0 dosta-
ne intravendzni injekci 4.109 pfu viru Ad-RSVbeta-gal (viz
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stratford-Perricaudet a kol, viz vyse),

-skupina 1b:

je ofetfena stejnym zpisobem jako skupina la za pouziti kon-

centrace viru 4.109 pfu viru Ad-gp 19k-beta-gal (obr.4}),

-skupina 2a:

dostane intraperitonedlni injekci 250/ug monoklondlnich pro-
tilatek anti-CD4 ve dnech -2,-1, 1, 4 a 7 a v den 0 dostane
intravenozni injekci 4.109 pfu viru Ad-RSVbeta-gal,

-skupina 2b:

je odetfena stejnym zpisobem jako skupina 2a za pouziti viral-

ni koncentrace 4.109 pfu viru Adgpl9k-beta-gal,

-skupina 3a:

dostane intravenozni injekci 4.109 pfu Ad-beta-gal bez souCas-

ného poddni imunosupresoru.a

-skupina 3b:

dostane intravenozni injekci 4.109 pfu Ad-gpl9k-beta~gal bez

soutasného poddni imunosupresoru.

v riznych &asech byly vidy dve zvirata z kazdé skupiny

utracena za uUdelem odbéru jater a sleziny.

2.1. Imunofluorescentni analyza rozdéleni hlavnich subpopula-
ci lymfocytd (CD3+, CD4+ a CD8+) uvnit¥ splénocytl ode-

branych v den 15 po injekci

Suspenze izolovanych bunék se ptipravi z odebranych
slezin. Vzorek téchto bunék se analyzuje imunofluorescenéné
pomoci specifickych protilatek pro kazdou lymfocytovowéubpo-

pulacf.”bdeéifénf'fldbféécentnicﬁ'bﬂﬁék“bylo‘prove&eno za -po-
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uziti cytofluorometru (FACS Schan-Becton Dickinson). Ziska-

né vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce I.

Tébulka I

Skupina 3a |Skupina 3b |Skupina la |Skupina 2a
Ad-f3gal Ad-Bgal- | antiCD3/ | anti CD4/
| gpl%k Ad-Pgal | Ad-Bgal

% bundk exprimunicich beta-gal na povrchu
. bu.n.ék

CD3 204 [1751206 1! 21 } 54 |61 { 12 1103

CD4 {134 [126 |153 (168 | 44 |51 | 27 | 4]1

CD38

w
h
-(JI
oy

61 | 6 |2021] 23 | 79 {67

Zz tabulky je zfejmy Jjednoznaény dbytek bunék CD3+, CD4+
a CD8+ u zviFat oSetfenych protildtkou anti-CD3 a selektivni
ibytek bundk CD4+ u zvifat oSetfenych protildtkou anti-CD4. .

2.2. Analyza cytotoxické kapacity splenocytll odebranych v
den 32 po injikci a stimulovanych in vitro vaci histo-

kompatibilnim cilim exprimujicicm beta-gal

Druhy vzorek splenocytd izolovanych z odetfenych zvi-

o rat byl kultivovdn in vitro po dobu 4 dni v pritomnosti bu-

nék P815 exprimujicich na jejich povrchu beta-galaktosiddzu.

Po ukonéeni . kultivace se vyhodnoti cytotoxick& aktivita spleno-
cytd vacéi cilovému P815-beta~-gal znalenému radioaktivnim izo-
topem cro ' Cytotoxickd aktivita vyjddfena procentickou cyto-
lyzou byla stanovena konvenlnim zplsobem v pritomnosti riznych
pomérﬁvefektivnich bunék a cilovych bunék. Ziskané vysledky

jsou uvedeny v ndsledujici tabulce II.
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Tabulka IT

Skupina 2b A
Osetreni Anti-CD4/ AD-(3gal
Ad-f3gal-gpl19k

Pomér efektivnich
Cytolyza (%)

; a cilovych bunék
80/1 4 2 13 14
40/1 2 1 13 9
20/1 1 1 59
10/1 00 2 3
5/1 0 1 1 2

Splenocyty, odebrané zvifatim, ktera byla oSetfena protilat-
kou CD4, tj. zvifatim skupiny 2b, vykazuji jednoznalnou ne-

utralizaci jejich cytotoxické kapacity.

2.3. Exprese aktivity beta-galaktosiddzy v jdtrech po 15 a
32 dnech

Jitra se rozdéli na uUseky a vybarvi X-gal za ucelem
zviditelndni (vyvijeni) aktivity beta-galaktosiddzy a eosi-
nem za Udelem zviditelndni histologie fezu. Ziskané vysledky

jsou uvedeny v ndsledujici tabulce III

Tabulka II1 poget pungk exprimujicich
Bgal
15 32
Skupina 2a: (anti-CD4/ Ad-Bgal) 1 1
Gkupina 2b: (anti-CD4/ Ad gp19k- 250 | 50
. pd |

Skupina 3a: (Ad-Pgal) 3 0

Skupina 3b: (Ad gpl9k-fgal) 25 0
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7 vyée uvedenych vysledkd vyplyvd, Ze injekce proti-
ldtky anti-CD4 sdruZend s injekci Adgpl9k-beta-gal indukuje
vyrazné prolongovanou expresi uvaZzovaného genu. Takto je moz-
né pozorovat 30 dnl po injekcich v pfipadé skupiny 2b vyznam-
nou beta-galaktosiddzovou aktivitu. Toto prodlouZeni, které
mdZe byt interpretovdno jako disledek jevu tolerance induko-
vaného podle vyndlezu, je vyrazné vét$i, nei je prodlouzeni,

. které by bylo moZné olekdvat v pripadé jednoduchého souctu
uc¢inkd imunosupresoru anti-CD4 a rekombinantniho adenoviru

. Ad gp19k =-beta-gal.

Navic nebyla po 30 dnech v pfipadé skupiny 2b pozorova-

na zadnd zanétovad reakce.




PATENTOVE NAROKY

1. Lékovd kombinace alespoi jednoho imunosupresniho Ci-
nidla a aleépoﬁ jednoho rekombinantniho adenoviru, jehoz ge-
nom obsahuje prvni rekombinantni DNA obsahujici terapeuticky
gen a druhou rekombinantni DNA obsahujici imunoprotekéni gen
pro ndsledné, pferudované nebo/a Casové soulasné pouziti vhod-

né pro exogenovou transfekci in vivo nebo/a ex-vivo.

2. Lékovd kombinace podle ndroku 1, vy znacena
t { m , %e imunosupresni &inidlo se vyhodné zvoli z mnoziny
zahraujici cyklosporin, FK506, azathioprin, kortikosteroidy

a monoklondlni a polykleondlni protiléatky.

3.  Lékov4d kombinace podle ndroku 2, vy znacenad
t {m, 3¢ se jednd o protildtky schopné inaktivovat imunni

molekuly nebo vyvolat destrukci bundk nesoucich tyto molekuly.

4. Lékovd kombinace podle ndroku 3, vy znacend

t { m , %e protildtka se zvoli z mnoZiny zahrnujici anti-CD4,
anti-CD2, anti-CD3, anti-CD8, anti-CD28, anti-B7, anti-ICAM-1,
anti-LFA-1 a CTLA4Ig.

5. Lékova kombinace podle nékterého z predchdzejicich nd-
rokdi, vyznadend ¢t im, Je terapeuticky gen koduje

terapeuticky protein.

6. Lékova kombinace podle nékterého z.-ndroki. 1.az 4, vy =
znadend tim, ¥e terapeuticky gen kdduje terapeutic-
kou RNA.




7. Lékova kombinace podle nékterého z pfedchdzejicich
ndrokt, vyznadcend tim, Ze imunoprotekcnim ge-
nem je gen, jeho% produkt pisobl na aktivitu hlavniho histo-

xompatibilitniho komplexu (MHC) nebo na aktivitu cytokinu.

8. Lékovd kombinace podle ndroku 7, vy zna<cen a
t {m , e imunoprotek&nim genem je gen, jehoZ produkt inhi-
buje alespon ¢dstedné expresi proteind komplexu MHC nebo anti-

genovou prezentaci.

9. Lékovd kombinace podle nékterého z pfedchdzejicich nd-
roki, vyznadend tim, Ze imunoprotekéni gen je
zvolen z mnofiny zahrnujici gen gpl9k adenoviru, gen ICP4T

viru herpes a gen UL138 cytomegaloviru.

10. Lékova kombinace podle nékterého z pfedchdzejicich na-
roki, vyznadcena t i m , %e obé rekobinantni DNA ge-

nomu adenoviru tvofi jedinou transkriplni entitu.

1. Lékovd kombinace podle nékterého z pfedchdzejicich na-
roki, vyznadcend tim, >e ob& rekombinantni DNA
obsahuji kaidd svij transkripéni. promotor, ptifemz tyto pro-

motory jsou bud identické nebo odlisné.

12, Lékovd kombinace podle ndroku 11, vy zna ¢ ena

t i m, e obd rekombinantni DNA jsou vloZeny ve stejné orien-

13, Lékovd kombinace podle ndroku 11, vy zna&ena
“¢ {m , e 0b& rekombinantni DNA jsou vloZeny v opalné orien—

taci.
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14. Lékovd kombinace podle nékterého z pfedchdzejicich
naroki, vy znacenia t i m , 3¢ obé rekombinantni
DNA jsou vloZeny do stejného mista genomu adenoviru, vyhodné

v Urovni oblasti E1, E3 nebo E4.

15, Lékovd kombinace podle ndroku 14, vy zna Cen &

t i m, e obd rekombinantni DNA jsou vloZeny v udrovni oblas-

ti E1.

16. Lékovd kombinace podle nékterého z narokl 1 az 13, vy -
znadend tim, Ze obd rekombinantni DNA jsou vloze-

ny do rdznych mist genomu adenoviru.

17. Lékovd kombinace podle ndroku 16, vy znacen &
t i m , 3¢ jedna z rekombinantnich DNA je vloZena v drovni
oblasti E1 a druhd rekombinantni DNA je vloZena v drovni oblas-

ti E3 nebo E4.

18. Lékovd kombinace podle né&kterého z pfedchdzejicich na-
rokd, vyznadend tim, Ze adenovirem je defektni
rekombinantni adenovir obsahujici sekvence ITRa sekvenci
umo2iujici enkapsidaci, a nesouci deleci celku nebo Casti ge-
nt E1 a E4.

19. Lékovd kombinace podle ndroku 18, vy zn a ¢ en a
t i m, %e se jednd o adenovir obsahujici sekvence ITR a sek-
venci umoffiujici enkapsidaci, a nesouci deleci celku nebo

¢dsti gend E1, E3 a E4,

20. Lékovd kombinace podle nékteré z ndrokd 1 aZ 19, v y =
znad¢eny tim, Ze se jednd o adenovir, jehoz genom

je deleci zbaven celku nebo ¢dsti genll E1, E3, L5 a E4.

21, Lékovd kombinace podle n&kterého z pfedchdzejicich na-
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roki, vyznac¢eny t im, Ze rekombinantni adenovir

je lidského, zvifeciho nebo smiSeného puvodu.

22. Lékovd kombinace podle ndroku 21, vy znacena

t { m , %e rekombinantni adenoviry lidského pivodu jsou zvo-
leny z adenovirl zafazenych do skupiny C, vyhodné z rekombi-
nantnich adenovird typu 2 nebo 5 (Ad 2 nebo Ad 5).

¥

. 23. Lékova kombinace podle ndroku 22, vy znacena

t i m , %e adenoviry zvifeciho plvodu jsou zvoleny z mnoZiny
zahrnujici psi, bovinni, murinni, ovéi, praseli, ptaci a opici

adencviry.

24. Lékovd kombinace podle nékterého z pfedchdzejicich naro-
ki, vyznacend t 1 m , Ze imunosupresni cinidlo je

injikovéno pfed a po injekci adenoviru.

25. Lékovd kombinace podle nékterého z pfedchdzejicich na-
rokd, vy znacena t i m , Ze imunosupresni ¢inidlo

a rekombinantni adenovir se injikuji souasné.

Zastupuje :




LS

L4

L3

L2

L1

1/4

<r
W
32
LIJ,
aJ
1
)
M
w
™
I
o
o
N
g®)
<L
I
-
W a.
o
=

OBR. 1

20 30 40 50 60 70 80 90 100

10




/ 2/4

A \ B Sal |

| C E ' J g
F GH A B D Jgma |

¢ OBR. 2




e e s gy g e e

Xbal RSVLTR

Clal
Xbal
Eag} pAD.RSVBgal LacZ gp19k | pGEM-gpl9k
Clal
Ce ADS5 mu 9.4-18  |fez pomoci Eagl+Clal /
Eagl+Xbal
! : ) coupe par
| Clal+Xbal
Clal
Xbal
TR RSVLTR Clal
/
e | gpl9K
Eagl 1 ‘
ADS mu 9.4-18 ™~
Xbal

Clal  ¥bal

RSVLTR

gplSK

pADS-gp1%k-Bgal
"RSVLTR

AD5 mu 9.4-18




gpl19K

pAdSegp19k+Bgal |
RSVLTR

AdS mu 9.4-18

linearizace

ITR gpi9k lacZ

L1 | | | n |
T ! | | | 1

RSVLTR RSVLTR AdSmu9.4-18
promotor pramotor

rekambinace

génom  dl324

Ad-gpl19K-lacZ




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

