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(57)Anotace:

Reseni poskytuje vylepsené podminéng se replikujici vektory,
které maji vylep3enou bezpe€nost z hlediska generovani
replikace-kompetentniho viru nebo vektoru. Také popisuje
zplisoby vyroby, propagovani a selektivniho balent,
modifikovani a pouZiti vektorti, RovnéZ zahrnuje vylepSené
pomocné konstrukty, hostitelské buiiky, pro pouZiti

s vylepSenymi vektory, stejn& jako farmaceutické prostiedky a
hostitelské buiiky obsahujici vektory, pouZiti hostitelskych
buné&k obsahujicich vektory pro skrining [&¢iv, a zplsoby
pouZiti vektorl pro urgeni funkce genu. Zplsoby také zahmuji -
profylaktickou a terapeutickou 1é8bu onemocnéni, zejména
virovych infekef, a konkrétné HIV infekce.
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ZlepSené podminéné se replikujici vektory pro inhibici

virovych infekci

Oblast techniky

Predkladany vynélez poskytuje vylepSené podminé&né se
replikujici vektory a zplisoby jejich pouzZiti pri
profylaktické a terapeutické 1é&bé virovych infekeci, zejména
virovych infekci, konkrétné HIV infekce, stejné jako

onemocnéni asociovanych s takovymi infekcemi.

Dosavadni stav techniky

Objev viru lidské imunodeficience (HIV), lentivirus, jako
pri¢iny syndromu ziskané imunodeficience (AIDS), vyvolal
rozsdhly vyzkum mechanismi virového infek&niho cyklu a
virové patogenese. Vyzkum téchto mechanismi poskytl
vyzkumnikim mnoho cill pro vyvoj antivirovych &inidel
uc¢innych nejen proti HIV, ale také proti produktim HIV, jeho
genomu a také proti jinym virdm. Tato antivirova c¢inidla,
zejména ta, kterd jsou namifena proti HIV, mohou byt
kategorizovédna do skupin podle mechanismu G¢inku. Takovymi
skupinami jsou inhibitory reversni transkriptasy,
kompetitory vstupu viru do bunék, vakciny a inhibitory
proteasy, stejné jako novad skupina oznacCend zde jako

“genetickd antivirova &inidla”.

Obvykle m& kazZdy typ virového ¢inidla své vlastni vyhody
a nevyhody a musi byt hodnoceno v souvislosti s potfebami
konkrétni situace. Antivirova ¢inidla, jako je zidovudin
(3'-azido-3'-deoxythymidin, AZT), inhibitory proteasy a
podobné, mohou byt do bunék v té&le pacienta dodany relativné
snadno a byly podrobné studovdny. Tato ¢inidla cilené

ovliviiuji jeden specificky faktor v infekénim cyklu viru a
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ukézala se byt relativnd neidinnd proti HIV. Toto je
primarné& zptisobeno skutecnosti, Ze kmeny HIV se rychle mdni
a stavaji se resistentni na ¢inidla majici jedno misto
G&inku (Richman, AIDS Res. and Hum. Retrovir., 8, 1065-1071
(1992)). Proto problémy s genetickou variabilitou a rychlymi
mutacemi HIV nuti ke hledani novych antivirovych strategii
pro lé¢bu HIV infekce. Mezi témito strategiemi patfi
geneticka antivirova &inidla mezi atraktivni, protoiZe

u¢inkuji intraceluldrné na mnoha urovnich.

Genetickéd antivirova ¢inidla se 1i8i od jinych
terapeutickych &inidel v tom, Ze jsou transformovany Jjako
molekularni elementy do cilovych bunék, kde mohou chranit
buiiky pred virovou infekci (Baltimore, Nature, 325, 395-396
(1988); a Dropulic’ et al., Hum. Gene Ther., 5, 927-939
(1994)) . Genetické antivirové &inidlo miZe byt jakakoliv
geneticka sekvence miZe jim byt, napfiklad, protismyslna
molekula, RNA navnada, transdominantni mutant, interferon,
toxin, imunogen a ribozym. Konkrétné&, ribozymy jsou
genetickad antivirova &inidla podobna protismyslnym &inidlim,
které mohou 35tépit cilovou RNA, vCetné HIV RNA, ve
specifické sekvenci. Specificita ribozymem zprost¥edkovaného
$tépeni cilové RNA ukazuje na moZné pouZiti ribozyml jako
terapeutickych inhibitori virové replikace, vCetné replikace
HIV. RGzné typy ribozyml, jako jsou naptfiklad kladivkové
nebo vlasenkové ribozymy, byly pouZity v anti-HIV
strategiich (viz, nap¥., U.S. Pat. &. 5,144,019, 5,180,818 a
5,272,262, a PCT patentové p¥ihlasky &. WO 94/01549 a WO
93123569). Jak kladivkové, tak vlasenkové ribozymy mohou byt
upraveny tak, aby 3t&pily jakoukoliv cilovou RNA, ktera
obsahuje GUC sekvenci (Haseloff et al., Nature, 334, 585-591
(1988) ; Uhlenbeck, Nature, 334, 585 (1987); Hampel et al.,
Nuc. Acids Res., 18, 299-304 (1990); a Symons, Ann. Rev.
Biochem., 61, 641-671 (1992)). Obecné feCeno, kladivkové
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ribozymy maji dva typy funkénich domén, konzervovanou
katalytickou doménu obklopenou dvéma hybridizacnimi
doménami. Hybridizadni domény se vaZi na sekvence sousedici
s GUC sekvenci a katalyticka doména 35tépi RNA cilovou
sekvenci 3’ ke GUC sekvenci (Uhlenbeck (1987), vyse;
Haseloffet al. (1988), vy3e; a Symons (1992), vySe).

Mnoho pokust potvrdilo, #Ze ribozymy mohou byt alespon
Gastednd udinné v inhibici propagace HIV ve tkanhovych
kulturadch (viz, napf¥., Sarver et al., Science, 247, 1222-
1225 (1990); Sarver et al., NIH Res., 5, 63-67 (1993a);
Dropulic’ et al., J. Virol., 66, 1432-1441 (1992); Dropulic’
et al., Methods: Comp. Meth. Enzymol., 5, 43-49 (1993);
Ojwang et al., PNAS, 89, 10802-10806 (1992); Yu et al.,
PNAS, 90, 6340-6344 (1993); a Weerasinghe et al., J. Virol.,
65, 5531-5534 (1991)). Konkrétné&, Sarveret al. ((1990),
vySe) prokazali, Ze kladivkové ribozymy navrZiené tak, aby
§tépily transkribovany region HIV gag genu, tj. anti-gag
ribozymy, mohou specificky S§tépit HIV gag RNA in vitro.
Dale, kdyZ byly bun&fné linie exprimujici anti-gag ribozymy
vystaveny infekci HIV-1, tak byla pozorovéna 50- aZ 100-
nasobna inhibice replikace HIV. Obdobné&, Weerasinghe et al.
((1991), vy3e) ukazali, Ze retrovirové vektory koédujici
ribozymy navrZené tak, aby S$tépily U5 sekvenci HIV-1 RNA,
zplisobi resistenci na HIV u transdukovanych bun&k pfi
nasledném infikovani HIV. Ackoliv ruzné klony
transdukovanych bunék vykazovaly r@izné Urovné resistence na
infekci, coZ bylo urCeno promotorovym systémem pouZitym pro
Fizeni exprese ribozymi, podlehla vétSina buné&énych linii

exprimujicich ribozymy po ur&ité dobé kultivace infekci HIV.

Transdukce bund&k ve tkanové kultufe provirem, do jehoZ
nef genu (ktery neni esencidlni pro virovou replikaci ve

tkanové kultufe) byl vloZen ribozym, jehoZ hybridizaé&ni
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domény byly specifické pro U5 region HIV, inhibovala
replikaci viru 100-nasobné& ve srovnéni s buiikami
transdukovanymi pfirozenymi proviry (viz, napf., Dropulic’
et al. (1992) a (1993), vySe). Obdobn&, vlasenkové ribozymy
inhibovaly HIV replikaci v T-lymfocytech transdukovanych
vektory obsahujicimi U5 vlasenkové ribozymy a vystavenych
infekci HIV (Ojwang et al. (1992), vySe). Jiné pokusy
ukazaly, e vektory obsahujici ribozymy exprimované z tRNA
promotoru také inhibuji rdzné kmeny HIV (Yu et al. (1993),

vyse) .

Dodani ribozym@ nebo jinych genetickych antivirovych
&inidel do bundk cilovych pro HIV infekci (nap¥., CD4+ T-
lymfocytt a monocytickych makrofagt) je hlavni pfekaZkou pro
u&innou genetickou terapeutickou 1é&bu AIDS. SouCasné
postupy pro cilené ovlivnéni bunék hematopoetického systému
(tj. primadrnich cild pro HIV infekci) zahrnuji vloZeni
terapeutickych genti do prekursorovych multipotentnich
kmenovych bunék, ze kterych, po diferenciaci, vznikaji zralé
T-lymfocyty, nebo, alternativné&, vloZeni genli do zralych
CD4+ T lymfocytt samotnych. C9lené ovlivnéni kmenovych bunék
je v3ak problematické, protoZe tyto bufiky se obtiZné
kultivuji a transdukuji in vitro. Cilené ovlivnéni
cirkulujicich T-lymfocytl je také problematické, protoze
tyto builky jsou tak Siroce distribuovény, Ze je obtiZné
postihnout v3echny cilové buiiky p¥i pouZiti v soulasnosti
dostupnych vektorovych transportnich systémi. Dale, Dale,
makrofagy musi byt povaZovany za cilové buiiky, protoZe jsou
hlavnim zasobnikem viru pro jeho 3i¥eni do jinych orgéni.
ProtoZe v3ak jsou makrofagy terminédlné diferencované a proto
se nedé&li, nelze je snadno transdukovat za pouZiti béZné

uZivanych vektort.
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Proto hlavni zptisob pro 1é&bu HIV v soucasnosti vyuZiva
replikace-defektnich virovych vektorti a pomocnych buné&nych
linii (viz, nap¥., Buchschacher, JAMA, 269(22), 2880-2886
(1993); Anderson, Science, 256, 808-813 (1992); Miller,
Nature, 357, 455-460 (1992); Mulligan, Science, 260, 926-931
(1993); Friedmann, Science, 244, 1275-1281 (1989); a
Cournoyer et al., Ann. Rev. Imunol., 11, 297-329 (1993)) pro
vlo¥eni cizorodého genu specificky interferujiciho s virovou
infekci nebo zpusobujiciho smrt infikovanych bunék do bunék
citlivych na virovou infekci (jako je HIV infekce) (pfrehled
je uveden v Buchschacber (1993), vySe). Takové replikace-
defektni virové vektory obsahuji, kromé& daného cizorodého
genu, cis-ptsobici sekvence nutné pro virovou replikaci, ale
neobsahuji Zadné sekvence kédujici esencidlni virové
proteiny. Proto je takovy vektor neschopny dokoncit virovy
replika®ni cyklus a pomocnad buné&lnd linie, kterad obsahuje a
trvale exprimuje virové geny ve svém genomu, je pouZita pro
jeho propagaci. Po vloZeni replikace-defektniho virového
vektoru do pomocné bun&fné linie jsou proteiny nutné pro
tvorbu virovych &astic dodény do vektoru v trans formé a
jsou produkovany vektorové virové ¢Castice schopné infikovat
cilové buitky a exprimovat v nich gen, ktery interferuje
s replikaci viru nebo zpusobuje smrt virem infikovanych

bunék.

Mezi takové replikace-defektni retrovirové vektory patfi
adenoviry a adeno-asociované viry, stejné jako retrovirové
vektory pouZité v klinickych studiich tykajicich se genové
terapie HIV, konkrétné& mysi amfotrofni retrovirovy vektor
zndmy jako Moloney virus mySi leukemie (MuLV). Tyto
defektni virové vektory byly pouZity pro transdukovani CD4+
lymfocyt genetickymi antivirovymi &inidly, jako jsou anti-
HIV ribozymy, s rlznym usp&chem (Sarver et al. (1990), vySe;
Weerasinghe et al. (1991), vySe; Dropulic’ et al. (1993),
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vy3e; Ojwang et al. (1992), vySe; a Yu et al. (1993), vyse).
Nicmén&, tyto vektory maji vlastni limitace pro aplikace
anti-HIV genové terapie. Nap¥iklad, pro lé¢bu HIV je zasadni
vysoka frekvence transdukce, kdy vektor musi trandukovat jak
vzacné CD34+ progenitorové hematopoetické kmenové buiiky, tak
zna&nd roziifené CD4+ T-lymfocyty, z nichZ vé&tSina je -
b&hem klinicky latentniho stadia onemocnéni - jiZ infikovéana
HIV. MulLV vektory je v3ak obtiZné ziskat ve vysokém titru a
proto maji slabou transdukci. Dale, dlouhodobé exprese
transdukované DNA nebylo dosaZeno u CD34+ progenitorovych
kmenovych bundk, zejména po jejich diferenciaci na zralé T-
lymfocyty. Dale, pouZiti defektnich virovych vektoril
vyZaduje pouZiti strategii pro genovy pfenos ex vivo (viz
nap¥., U.S. Pat. &. 5,399,346), které jsou nadkladné a nad

moZnosti béZné populace.

Tyto nevyhody asociované se soucCasnymi vektory genetickou
terapeutickou 1é&bu AIDS vedly vyzkumniky ke hledani novych
virovych vektorti. Jednim takovym vektorem je HIV sam. HIV
vektory byly pouZity pro vyzkumy infektivity (Page et al.,
J. Virol., 64, 5270-5276 (1990)) a pro zavadéni genl
(zejména sebevraZednych gent) do CD4+ bunék, konkrétné do
CD4+ HIV-infikovanych bun&k (viz nap¥., Buchschacher et al.,
Hum. Gener. Ther., 3, 391-397 (1992); Richardson et al., J.
Virol., 67, 3997-4005 (1993); Carroll et al., J. Virol, 68,
6047-6051 (1994); a Parolin et al., J. Virol., 68, 3888-3895
(1994)). Tyto prace vyuZivaji HIV vektory pro zavadéni do
CDh4+ T-lymfocytl a monocytili.

Dosud jsou vdak tyto vektory extrémné komplexni. Dale,
pouZiti té&chto vektorl je doprovazeno rizikem generovani
normédlniho HIV b&hem intracelularni rekombinace. Bylo
pozorovano, Ze ko-transfekce/ko-infekce defektnich virovych

sekvenci a pomocnych vir vedla k rekombinaci mezi
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homolognimi regiony virového genomu (Inoue et al., PNAS, 88,
2278-282 (1991)). Pozorovana komplementace in vitro
naznaduje, Ze podobny replikace-defektni HIV vektor by mohl
rekombinovat in vivo, coZ by mohlo exacerbovat JjiZ
existujici HIV infekci. Skutelnost, Ze retroviry bali dva
RNA genomy do jednoho virionu vedly vyzkumniky k hypotéze,
e retroviry obsahuji dvé virové RNA pro zabranéni
jakymkoliv genetickym defektlim zplsobenym komplementaci

a/nebo rekombinaci (Inoue et al. (1991), vySe).

Krom& rizika intracelularni rekombinace, kterd miZe vést
ke vzniku ptirozeného HIV, maji HIV vektory riziko mutace in
vivo, kterd miZe zvydit patogenicitu virového vektoru. Toto
vedlo Sarvera et al. (AIDS Res. and Hum. Retrovir., 9, 483-
487 (1993b)) ke spekulaci tykajici se vyvoje druhé generace
rekombinantnich HIV vektort, které jsou replikace-
kompetentni, ale nepatogenni. Takové vektory, ve srovnani
s pouZivanymi nereplikujicimi se vektory (tj. replikace-
deficientnimi vektory) se dale replikuji u pacienta, coZ
zpusobuje konstantni kompetici s p¥irozenym HIV. Dosud vsak

takové vektory nejsou dostupné.

Nejlepdim okamZikem pro 1é&bu infikovanych jedincl je
doba inokulace, p¥ed tim, neZ viru stac¢i infikovat jedince.
Toto je vSak obtiZné provést, protoZe vétSina jedinci
nezjisti, Ze je infikovana HIV, aZ do klinicky latentni faze
onemocnéni. Proto je nejvyznamnéjs$im obdobim pro antivirovou
intervenci faze klinické latence. Terapie v tomto stadiu
vyZaduje, aby byla likvidovéna infekce pfitomnd ve velkém
po&tu jiZ infikovanych CD4+ lymfocyt®, které obsahuji virovée
genomy. Toto neni jednoduché, jak dokazuje skutelnost, Ze
dosud je HIV inkurabilni a pouze 3patné& 1lécCitelny soulasnymi
zptsoby 1lé&by. U&inna vakcina neni na obzoru a ackoliv

inhibitory reverzni transkriptasy a proteasy brani replikaci
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HIV ve tkafovych kulturich, vznik virové resistence vedl
k selhani terapie. Tak mad HIV genové terapie maly pfinos pro
vét3inu jedincl infikovanych HIV, kterych je nyni vice neZ

30 milionn.

Z vySe uvedeného je jasné, Ze zacCind byt vyznamné
indukovani dlouhodobych a trvalych imunologickych reakci
proti urditym patogenlm, zejména virlm, zejména v kontextu
AIDS a nadorti. Zivé-atenuované (LA) vakciny, vyuZivajici
replikace-kompetentni, ale nepatogenni viry, Jjsou jednou
moZnosti (Daniel et al., Science, 258, 1938-1941 (1992); a
Desrosiers, AIDS Res. & Human Retrovir., 10, 331-332
(1994)) . Nicméné, takové nepatogenni viry, které se 1i8i od
prisludnych pfirozenych virti deleci jednoho nebo vice gent,
bud (i) nemohou vyvolat protektivni imunitni reakci, protoZe
antigen nepersistuje (protoZe se LA-virus nereplikuje
u¢innd); nebo (ii) LA-virus se replikuje, ale méd jiny
patogenni potencial, jak je doloZeno schopnosti LA-viru
zpusobovat onemocnéni v modelu mladych zvifat (Baba et al.,
Science, 267, 1823-1825 (1995)).

Z vySe uvedenych davodl trva pot¥eba alternativni
profylaktické a terapeutické 1éCby virovych infekci, zejména
v kontextu AIDS a nadort. Pfedkladany vynadlez poskytuje
takové alternativni metody tim, Ze poskytuje podminéné se
replikujici vektor. Vyndlez také poskytuje daldi metody, ve
kterych miZe byt takovy vektor pouZit. Dale vynélez
poskytuje pomocné vektorové konstrukty, které dopliuji
podminéné se replikujici vektor tak, aby byla umoZnéna jeho
replikace a baleni ve formé virovych c¢astic a viriont.
Takové pomocné vektory jsou modifikovéany tak, Ze je
minimalizovana replikace podminéné se replikujiciho wvektoru.
Jsou zde popsana ruzna provedeni takovych pomocnych

vektorovych konstruktid. Tyto a dalsi vyhody pfedkléadaného




vyndlezu, stejné jako dal3i nové charakteristiky, budou

jasné z néasledujiciho popisu.

Podstata vynélezu

Pfedkladany vynédlez poskytuje vylepSené podminéné se
replikujici vektory, stejné jako vylepSené piipravky a
zpisoby pro produkci a pouZiti uvedenych vektort. Podminéné
se replikujici vektor je charakterizovan schopnosti
replikace pouze v hostitelské buiice, kterd je permisivni pro
replikaci vektoru. Vylep3ené vektory podle pfedkladaného
vynélezu maji vy33i bezpe&nost tim, Ze maji sniZené riziko
toho, Ze znovu ziskaji schopnost replikace. Proto mohou byt
takové vektory také oznafovany jako vektory s “redukovanou

rekombinaci”.

V jednom aspektu predklédaného vyndlezu obsahuje
vylepSeny podminéné& se replikujici vektor alespoii jednu
sekvenci nukleové kyseliny, jejiZ p¥itomnost, transkripce
nebo translace udili vektoru v replikace-permisivni
hostitelské bufice selektivni vyhodu p¥ed pfirozenym kmenem
viru odpovidajicimu viru, ze kterého byl vektor odvozen.
Vyhodné& obsahuje vylep3eny podminéné se replikujici vektor
alesponl jednu sekvenci nukleové kyseliny, kterd udili
vektoru selektivni vyhodu pro replikaci ve srovnani
s jakymkoliv jinym kompetujicim genomem nebo genomovym
elementem. Genomovy element, jak je zde pouZit, je definovan
jako sekvence nukleové kyseliny v hostitelské bufice, ktera
neni odvozena od Zadného vektoru ani p¥irozeného viru, které
miZe kompetovat, interferovat nebo ovlivilovat replikaci
vektoru v hostitelské buiice. Genomovy element neni cely
genom, jako je genom hostitelské bunky nebo jiny vektor nebo

virus. Selektivni vyhoda pro replikaci je zplsobena
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pritomnosti, transkripci, nebo translaci uvedené sekvence

nukleové kyseliny.

V jiném vyhodném provedeni je podminéné se replikujicim
vektorem retrovirus, zejména lentivirus, a obsahuje alespon
jednu sekvenci nukleové kyseliny, jejiZ pritomnost,
transkripce nebo translace udili hostitelské bunce, ktera je
infikovana vektorem, selektivni vyhodu nad bufikami
infikovanymi p¥irozenym kmenem viru odpovidajicimu viru, ze
kterého byl vektor odvozen. Alternativné neni vektor zcela
odvozen od prirozeného kmenu, ale je chiméricky a obsahuje
sloZky odvozené od vice neZ jednoho p¥irozeného viru. Tyto
pfirozené viry mohou byt odli3né (nebo heterologni) viry
nebo rtzné kmeny nebo izolaty jednoho viru. Vyhodn& miZe byt
- uvedena sekvence nukleové kyseliny exprimovéna pro dosaZeni
profylaktického efektu v uvedené hostitelské bunce. To vede
k tomu, Ze buitka ziska vyhodu v p¥eZiti, protoZe sekvence
nukleové kyseliny zabrani jakémukoliv infikujicimu voru

v replikaci v drovni, ktera by zplsobila smrt buiiky.

Jiné vyhodné provedeni je vylepSeny podminéné se
replikujici plasmidovy vektor obsahujici alespoil jednu
sekvenci nukleové kyseliny, kterd udili vektoru selektivni
vyhodu pro replikaci ve srovnéni s jakymkoliv jinym
kompetujicim vektorem nebo plasmidem. Napf¥iklad mohou takové
vektory obsahovat sekvence (jako je napfiklad ribozymova
nebo protismyslna sekvence) schopné 5tépit nebo destruovat,
nebo vést ke 3t&peni nebo destrukci, coZ vede ke 3tépeni
nebo destrukci kompetujiciho vektoru nebo plasmidu, kdyZ
jsou kolokalizovany s vektorem. Pokud ma byt kompetujici
vektor a pomocny konstrukt destruovéan, tak je vektor podle
pfedkladaného vynalezu upraven tak, aby obsahoval dalsi
sekvence, které mu poskytnou selektivni vyhodu pro

replikaci. Naptiklad miZe vektor podle pfedkladaného
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vynadlezu obsahovat protismyslnou sekvenci, ktera destruuje
jako kompetujici vektor, tak pomocny konstrukt, avdak tento
vektor bude mit selektivni vyhodu pro replikaci, protozZe
dale obsahuje druhou prvni nukleotidovou sekvenci (napf.
promotor, ktery produkuje vice vektorové RNA nez kompetujici
vektorové RNA, po&et kopii vektoru v transdukovanych bufikach
je vy381i neZ pocet kopii kompetujiciho genomu, nebo balici
signal, ktery je p¥itomen ve vektoru, ale ne v pomocném
konstruktu), coZ poskytuje podminéné se replikujicimu
vektoru celkovou selektivni vyhodu. Proto alespon prvni
nukleotidova sekvence poskytuje vektorim podle p¥edkladaného
vynalezu celkovou selektivni vyhodu pro repiikaci, protoZe
dvé prvni nukleotidové sekvence (tj. prvni prvni
nukleotidova sekvence je cilené& ovlivnénad v kompetujicim
vektoru a/nebo pomocném konstruktu a druhd prvni
nukleotidovd sekvence poskytuje selektivni vyhodu pro
replikaci) u&inkuji spole&n& za dosaZeni celkové selektivni
vyhody. Proto mohou vést synergni efekty vice prvnich
nukleotidovych sekvenci k selekci na podminéné se
replikujici vektor, kdy jakédkoliv jednotliva prvni
nukleotidovd sekvence poskytuje diskriminaéni selekci

vzhledem ke kompetujicimu genomu.

St&peni nebo destrukce kompetujiciho vektoru nebo
plasmidu také sniZuje pravdé&podobnost kompletni rekombinace
vektoru, ktery méd tak ,sniZenou rekombinac¢ni schopnost™.
Vektor miZe byt chranén p¥ed 3tépenim degeneraci své
sekvence tak, aby nebyla cilem pro ribozym nebo protismyslné
sekvence. Vektor miiZe byt dale chranén pfred 3tépenim takovou
Upravou vektoru, nebo genomové verze vektoru, aby odli3né
vyhledaval RNA, takZe genomova vektorova RNA neni vyznamnéji
§t8pena kompetujicim vektorem nebo pomocnym konstruktem.
Alternativn& miZe byt pomocny vektor upraven podobnég,

napfiklad, insertovanim sest¥ihovych prvka pro vloZeni
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pomocného vektoru do spliceosomu, za soucasného upraveni
vektorové genomové RNA tak, aby obsahovala prvni sekvenci
nukleové kyseliny, kterd je pfitomna pouze v nesest¥iZené
form& vektorové RNA. Takové pfiklady vylepSenych vektorh
jsou zejména vyhodné, kdyZ jsou pouZité bé&hem produkce
virového vektoru nebo plasmidového vektoru a pfi klonovani
nebo subklonovani sekvenci nukleové kyseliny do takovych
vektort, stejnd jako jejich pouZiti v mutagenesi, expresi

indukovatelnych genit a podobné.

Predkladany vynalez také poskytuje farmaceuticky
prostfedek obsahujici podminéné se replikujici vektor podle
predkladaného vyndlezu a farmaceuticky prijatelny nosic.
Dale vynalez poskytuje hostitelskou buitku obsahujici
podmin&n& se replikujici virovy vektor. Vynélez dale
poskytuje vektor, kde uvedeny vektor, pokud jde o DNA
vektor, obsahuje nukleotidovou sekvenci vybranou ze skupiny
zahrnujici SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, 6, 14, ve kterych je
alespoit jeden N mutovany, 15 a 16, a kde uvedeny vektor,
pokud jde o RNA vektor, obsahuje nukleotidovou sekvenci
kédovanou nukleotidovou sekvenci vybranou ze skupiny
zahrnujici SEQ ID NO:2, 3,4, 5, 6, 14, ve kterych je alespoil
jeden N mutovany, 15 a 16, ve formé izolovanych a
pfedisténych molekul nukleové kyseliny. Dale vynalez
poskytuje zplsoby pro opat¥eni vektoru ribozymem, zplsoby
pro modifikovani vektoru, a zplsoby pro propagovéani a
selektivni baleni podminéné se replikujiciho vektoru bez

pouZiti podplirné bunécné linie.

V je3té dal3im aspektu predkladany vynélez poskytuje
zplisob pro terapeutickou a profylaktickou 1écbu hostitelské
burtky infikované virem. V konkrétnim vyhodném provedeni je
takova léc¢ba provedena u uvedeného hostitele tak, Ze se mu

dodd dominantni fenotyp, ktery inhibuje virovou infekci,




XXX
sees
.

13

nebo fenotyp, ktery inhibuje infekci jinymi viry. Vyhodné
pat¥i mezi inhibované viry $irokéd 8kéla virovych kmenti.
Takové metody dale zahrnuji pouZiti pomocného expresniho
vektoru, dale téZ oznalovaného jako “pomocny vektor” nebo
“pomocny vektorovy konstrukt,” a cytotoxického léku,
proteinii/faktorfi, nebo inhibitorh proteasy/reversni
transkriptasy, jak je vhodné. Zplsob miZe byt pouZit,
nap¥iklad, pro inhibici replikace viru, pro 1é&bu nemoci
(v&etné nadorovych onemocnéni, infekci, cévnich a jinych
onemocnéni), pro provad&ni udinného ex vivo a in vivo
genového p¥enosu, pro umoZnéni bezpelné produkce vektort,
pro stanoveni funkce genu nebo pro expresi daného genu v

hostitelské buiice.

V dal3im aspektu predkladany vynalez poskytuje zpusob
pouZiti hostitelské buiiky obsahujici podminéné se
replikujici vektor podle pfedkladaného vyndlezu pro detekci
interakci mezi lékem/faktorem a proteinem. Takovy zpiusob
umoZfiuje charakterizaci proteinu a vyhleddvani 1ékf, faktoru
nebo jinych proteinli, z hlediska jejich aktivity nebo
fyzikdlnich interakci s danym proteinem kdédovanym vektorem.
Zplisob dale umoZituje identifikaci a charakterizaci proteind,
které jsou funkdné& ptribuzné s danym proteinem kédovanym
vektorem. Naptiklad, pokud je kdédovany protein transkripCni
faktor, umoZiiuje jeho exprese vektorem identifikaci genu

regulovanych transkripcénim faktorem.

Vynalez také poskytuje prostfedky a podminky pro
skladovani vektortt za rtznych podminek pf¥ed jejich pouZitim.
Prikladem takovych podminek je skladovani pfi

—80°C, -20°C a 4°C za pPitomnosti rtznych nosidu.

Dalsimi provedenimi p¥edkladaného vyndlezu Jjsou generické

lentivirové vektory, modifikace pomocnych vektorovych
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konstrukt, které slouZi pro sniZeni, minimalizaci nebo
eliminaci rekombinace pomocného vektoru s podminéné se
replikujicim vektorem vedouci ke vzniku replikace-
kompetentniho vektoru nebo viru (RCV). Proto vynalez
zahrnuje pomocné vektory, které slouZi pro p¥ipravu vektoru
s “redukovanou rekombinaci”. Pomocny vektor podle
predkladaného vynédlezu také vyhodné zvySuje titr
produkovaného podminé&n& se replikujiciho vektoru na hodnoty
vétsi neZ 10’ transdukujicich jednotek na ml. Dalsi
provedeni zahrnuji koncentrovani vektoru za pouZiti
odst¥ed&ni pfi vysoké rychlosti (ale ultracentrifugaci) a
chromatografické, ultrafiltracni a diafiltracni metody pro

koncentrovani a preclidténi.

Modifikace pomocného vektoru podle pfedkléddaného vynalezu
zahrnuji inserci ribozymu, jako je anti-US5 ribozym, nebo
protismyslné sekvence, ktera $tépi nebo vede k destrukci
nebo inaktivaci podminéné se replikujiciho vektoru za
situace, kdy jsou pomocny vektor a podminéné se replikujici
vektor lokalizovany na stejném misté nebo sbaleny spolecné.
V jednom provedeni jsou pomocné sloZky integrovany zcela na
jednom plasmidovém konstruktu za vzniku dvou plasmidového
systému vektor-pomocny vektor, ktery produkuje titry vektoru
v nekoncentrovaném supernatantu vy33i neZ 10’
transdukujicich jednotek na ml (viz obr. 3). V je3té jiném
provedeni je nukleotidové sekvence pomocného vektoru
degenerovana za UCelem minimalizace rekombinace s podminéné
se replikujicim vektorem. V jedté jiném provedeni obsahuje
pomocny vektor heterologni trans-utcinkujici elementy pro
pouZziti v baleni podminéné se replikujiciho vektoru.
P¥iklady takovych elementi jsou obalovy protein VSV-G viru
vesikuldrni stomatitidy, RD114 obalovy protein, obalovy
protein viru vztekliny, obalovy protein viru giboni leukemie

(GALV) a chimérické obalové proteiny. Dal3i modifikace
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zahrnuji heterologni rev-reaktivni elementy (RRE), post-
transkripéni regulaéni elementy (PRE) nebo konstitutivni

transportni elementy (CTE).

V je3t& daldim provedeni pomocny vektorovy konstrukt dale
obsahuje donorova mista pro sest¥ih, akceptorova mista pro
sest¥ih nebo mista pro degenerované nebo humanizované
nukleotidové sekvence. Naptiklad, misto pro sestfih miZe byt
umisté&no tak, Ze balici signal a/nebo RRE mliZe byt odstranén
z transkribované RNA pomoci sest¥ihu. Déle mohou byt vloZena
mista pro inserci intron®i do vektoru nebo do pomocnych
konstruktd, takZe je minimalizovéana dimerizace, kolokalizace
nebo rekombinace mezi podminéné se replikujicim vektorem a
pomocnym vektorem, nebo jinym kompetujicim genomem nebo
genomovym elementem. Inserce intrond miZe byt provadeéna za
tdelem presunuti pomocné RNA do spliceosomi a pryC od
vektorové RNA. PFekvapivé bylo u nékterych pomocnych
vektorovych konstruktd zjisté&no, Ze zvySuji titr podminéné

se replikujiciho vektoru.

Popis obrazkd na p¥ipojenych vykresech

Obr. 1A-1K jsou schématickd =zn&zornéni specifickych
vylepSenych podminéné se replikujicich vektorl podle
pfedkladaného vyndlezu: pN1(cPT), pN1l(cPTc)ASenvGFP(464),
pN1 (cPT) ASenvGFP (452), pN1(cPT2)ASenvGFP, pN1 (cPT)cGFP,
PN1GFP (cPT) T, pN1(cPT)GFPTAR, pN1GFP(cPT)VT, pN2GFP,
pN2ASenvGFP (418) a pN2 (spe)ASenvGFP. Markerovy gen pro
zeleny fluorescentni protein (GFP) miZe byt samozfejmé
odstrandn p¥ed pouZitim vektorli v popsanych aplikacich.
OzZkratky: Ni, minim&lni vektor odvozeny od HIV-1 bez gag/pol
sekvence, ale s balici sekvenci z gag oznacenou Jjako gag’
nebo gag” a termina&nim kodonem umisténym p¥ibliZné 40 part

bazi od ATG gag sekvence; N2, vektor odvozeny od HIV-1
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schopny exprimovat gag/pol sekvenci; AS, protismyslnd
sekvence; ASenv, env sekvence v protismyslné orientaci; gag,
pol a env, kédujici sekvence pro proteiny, které tvofi jadro
viru, reversni transkriptasu, a obal, v pfisluSném pofadi;
tat, rev, rre, a nef, dal3i virové geny; cPTc, minimalni
centralni polypyrimidinova sekvence; oPT, centralni
polypyrimidinovy usek obsahujici velky insert velikosti
p¥ibli¥n& 548 pard bazi; cPT2, centrilni polypyrimidinovy
usek obsahujici sekvenci velikosti p¥ibliZné 438 péarl bazi
(nezahrnuje gag sekvenci, stejné& jako oPT); spe, gag/pol
sekvence nejsou translatovany; GFP, kbédovany zeleny

fluorescentni protein.

Obr. 2 znAzoriuje DNA sekvencif prirozené HIV U5 RNA SEQ ID
NO:1 (A) a modifikovanou crHIV U5 RNA SEQ ID NO:2 (B). Cisla

oznacuji pocCet bazi od zaCatku transkripce.

Obr. 3A-3E ilustruji vliv poméru pomocného vektoru k
podminén& se replikujicimu (cr) vektoru na produkovany titr
cr vektoru. Obr. 3A ukazuje, Ze molarni pomér 1:0,5 vede

k nejvy38imu titru ori pN1(cPTc)GFP; 3B a 3C ukazuji, Ze
molarni pomér 1:0,75 vede k zisku nejvy$8iho titru pro

pN1 (cPT)GFP a pN1(cPT2)ASenvGFP, v p¥islu3ném pofadi; a 3D a
3E ukazuji, Ze molarni pomér 1:1,5 vede k nejvy3Simu titru
pro pN1cGFP a pN2cGFP, v prisluSném pofadi. Vektory jsou
uvedeny na obr. 1 kromé& pN1 (cPT)GFP, ktery nema
protismyslnou env sekvenci a pN1cGFP a pN2cGFP, které maji
insertovany cytomegalovirovy (CMV) promotor pro expresi GFP.
Obrazky ukazuji, Ze podminky pro produkci titrt alespon 1,5
x 10" transdukujicich jednotek na ml byly dosaZeny za

pouZziti dvou plasmidovych systémi.

Obr. 4A a 4B ukazuiji mapy dvou podminéné se replikujicich

vektortt na bazi HIV-2: pS1cGFP a pS2cGFP. OznacCeni pSl a pS2
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oznaduji nepritomnost nebo pfitomnost gag/pol sekvenci, jak
bylo popsano vySe pro pNl a pN2. c oznacuje pritomnost CMV

promotoru pro ¥izeni exprese GFP.

Obr.5A a 5B ilustruji efekt rdznych pomocnych vektorovych
konstruktth na baleni pS1cGFP a pS2cGFP. Efekt raznych
molérnich pom&rll mezi pomocnym vektorem a podminé&né se
replikujicim vektorem byl testovan spoleéné s efektem
riaznych RRE na pomocném vektoru. Jak je ukézéno, pomér 1:1
pomocného vektoru k podminéné se replikujicimu vektoru byl
u¢innéjdi v produkci funk&nich vektorovych Castic neZ jiné

testované poméry.

Obr. 6A-6G ukazuji struktury riéznych pomocnych vektorovych
konstruktti: pVIRPAC-1, pVIRPAC-2, pVIRPAC-1.1Rz, pVIRPAC-
1.2, VirPacl.2Rz, pVIRPAC-1.2Rz2, a pVIRPAC-1.2RzIn,
navrZenych podle pfedkladdaného vynalezu. Rz oznaduje
pfitomnost anti-US ribozymu, a 1.1 a 1.2 oznaluje, Ze
pomocny vektor m& RRE odvozené od HIV-1 nebo HIV-2, v

p¥isluSném poradi.

Obr. 7 ilustruje vliv jednoho nebo vice ribozyml na titry
virového vektoru. pNl (cPT)GFP byl balen v HeLa-tat bufikach
za pritomnosti pVirPacl.2 (neobsahujiciho ribozymy),
pVirPacl.2RzIn (obsahujiciho jeden ribozym a intron),
pVP1.2Rz (obsahujiciho jeden ribozym) nebo pVP1l.2Rz2
{obsahujiciho dva ribozymy). Jak je ukézéno na grafu,
pfitomnost jednoho ribozymu (pVirPacl.2Rz) nebo ribozymu a
intronu navrZeného pro ovlivnéni bunééného transportu
pomocné RNA (pVirPacl.2RzIn) nemélo Zadny vyznamny v1iv na
titr vektoru. PCR analyza titrd vzorkl pro soucasné balené
pomocné konstrukty ukdzala slabé soucasné baleni za

pritomnosti ribozymu versus silné soucdasné za nepritomnosti
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ribozymu. Indikdtor “WirPac” miZe byt také oznaden jako

“VIRPAC” nebo “VP”.

Obr.8 ilustruje inhibiéni efekt vektofﬁ pN1l a pN2 série na
replikaci p¥irozeného HIV v T-lymfocytech. T-lymfocyty byly
nejprve transdukovany vektorem a potom byly infikovany
prirozenym virem s multiplicitou infekce 0,1 se 100%
transdukovanych bunédk. Replikace viru byla testovana p24
ELISA testem na zachyceni antigenu. pN2ASenvGFP demonstroval

silnou inhibici replikace p¥irozeného viru.

Obr. %A a 9B ukazuiji ucinnou inhibici replikace p¥irozeného
HIV pomoci vektort na bazi pN1l a pN2. Obr. 9A ukazuje silnou
inhibici pfirozeného HIV v lidskych T-lymfocytech pomoci
PN1GFP (cPT)VT a pN2ASenvGFP ve srovnédni s kontrolnimi
nadorovymi bufikami infikovanymi pfirozenym HIV. Obr. 9B
ukazuje podobné vysledky u T-lymfocytl s pN1(cPT)ASenvGFP a
PN2ASenvGFP.

Obr. 10A a 10B ukazuji vektory a jejich pouZiti pro selekci

transdukovanych bunék. Obr. 10A ukazuje organizaci pouZitych
vektord, kde pN1CMIG a pNIMCG obsahuji interni CMV

promotor, zatimco pNIMIG a pNIMIG-W exprimuji MGMT gen pomoci
HIV_LTR promotoru. Obr.10B ukazuje graf expanze SupTl bunék

transdukovanych vy3e uvedenymi vektory a selektovanych

pomoci BG a BCNU, jak je popséano v prikladu 5.

Obr. 11, panely A-F, ukazuji selekci transdukovanych
primarnich CD4+ bunék BG a BCNU. CD4+ buiiky transdukované
PN2MIG se kultivovaly s O, 0,5, 2, 5, 10, a 10 pM BG (panely
A-F, v prisluSném po¥adi) s uvedenymi koncentracemi BCNU.
Panel F dale ukazuje vysledky Fedéni 1:5 transdukovanych
bunék 1:5 po oSetfeni 10 uM BG a uvedenymi koncentracemi

BCNU. Vychozi hodnota 3% GFP+ bunék v panelu F se zvySila
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alespoft 32-nasobn& na 97%, coZ je hodnota pfedtim in vitro

nepozorovana.

Obr. 12 ukazuje vliv fibozymﬁ ma prevenci soucasného sbaleni
pomocné RNA do vektorovych p¥ipravki. Supernatanty
obsahujici viry se extrahovaly "narazovou extrakci” a
zpracovaly se travenim DNAsou I a potom kvalitativni RT-PCR
detekci HIV-1 gag-pol regionu vyskytujiciho se v pomocném
konstruktu. Jak je uvedeno, pfitomnost jednoho nebo vice
ribozymt v pouZitém pomocném konstruktu (pVP1l.2Rz nebo
pVP1l.2Rz2) vyznamné redukovala mnoZstvi soucCasné ébaleného
pomocného vektoru ve srovnani s pomocnym vektorem bez

ribozymu (pVP1.2).

Obr. 13A a 13B ukazuji schopnost vycistit nédorové buniky pd
CD34+ kmenovych bunék. Obr. 13A ukazuje, Ze p¥i MOI 10,

PN1 (cPT)ASenvGFP transdukoval 98,52% SupTl nadorovych bunék
po jediném kolu transdukce. Obr. 13B ukazuje, Ze pri
transdukci CD34+ bunék nebyla pozorovéna Zadné& vyznamna
transdukce po jednom kole transdukce. A6 po tfech kolech
byla pozorovéna vyznamndj3i transdukce. Legenda: 1/2/A,
napf¥iklad, oznacuje 1 kolo transdukce, MOI 2, a p¥itomnost
virovych pomocnych proteinll na transdukovaném vektoru,
zatimco 3/50, nap¥iklad, oznacuje t¥i kola transdukce a MOI
50.

Obr. 14A ukazuje struktury VSV-G prirozeného, RD114
pfirozeného a chimérického obalového proteinu s uvedenym
extraceluldrnimi, transmembrénovymi a cytoplasmatickymi
doménami. Obr. 14B ukazuje titry HIV-1 vektort
pseudotypovanych v HT1080 s riznymi obalovymi

proteiny (pfirozeny VSV-G, virus vztekliny G, p¥irozeny

RD114, RD114E, chiméricky VSV-G a RD114 konstrukt).
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Obr. 15A-15E jsou schématickd znézornéni specifickych
balicich konstruktl podle pfedkladaného vynélezu:

p (CGCRSRRE) , p(TREtTApuro), p(BI—RevTat)(ip(EH—GP) a p(CMV-
GP). Obr. 15F ukazuje organizaci rev dependentnich VSV-G

konstruktu.

Obr.16 ukazuje vytéZek pN1 (cPT)GFP vektort na bunku pred a
po koncentrovani v HeLa-tat buifikdch. Jak je uvedeno, je

vyt&Zek p¥i viech podminkach pfibliZn& 10'°.

Obr. 17 ukazuje vysledky pouZiti Rev/RRE/CRS systému pro

Fizeni VSV-G exprese.

Obr. 18 ukazuje vliv skladovaciho pufru a ziskani vektoru po
skladovéni po dobu 3-5 tydna p¥i ruznych teplotach. Jak je
uvedeno, pritomnost 10% trehalosy nebo 10% glukosy, v bud
D-PBS nebo HBS, vede k dobrému zisku vektoru po skladovéani

pro -20 nebo -80°C.

Obr. 19 ukazuje inhibici DNA pf¥irozeného HIV-1 v burikach

obsahujicich vektory podle predkladaného vynalezu.

Popis vyhodnych provedeni

Predkladany vynalez poskytuje vylepSené podminéné se
replikujici vektory, lentivirové vektory, a zplsoby jejich
pouziti. Kromé toho, Ze jsou selektivné replikovéany,
obsahuiji vektory specifické modifikace pro sniZeni
pravdépodobnosti rekombinace vedouci k tomu, Ze by se
vektory staly schopné replikace. Vynélez zahrnuje zplsoby
pro inhibici replikace pfirozeného kmenu viru a zpUsoby pro

pfenos genl do bunék obsahujicich takové vylep3ené vektory.
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Zpusob obsahuje kontaktovani hostitele, ktery miZe byt
infikovan, nebo ktery jiZ je infikovan takovym p¥irozenym
kmenem viru, s vylepS3enym vektorem, ktery je propagovan
pouze v hostiteli, ktery je permisivni pro replikaci vektoru
(tj. nepatogenniho, nebo onemocnéni nevyvolavajiciho,

podminéné se replikujiciho (cr) vektoru).

Jak je zde popséno dale, je konkrétnim cilem metody
indukovat u hostitele kompetitivni infekci takovym
nepatogennim, podminéné se replikujicim vektorem. Obecnég,
podmindné se replikujici vektor podle pfedkladaného vynélezu
obsahuje alespoil jednu sekvenci nukleové kyseliny, ktera
udili selektivni vyhodu pro replikaci a $iY¥eni podminéné se
replikujicimu vektoru ve srovnadni s pfirozenym virem, a/nebo
alespofi jednu sekvenci nukleové kyseliny, kterd udili
selektivni vyhodu pro propagaci virovych &astic v
hostitelské bulice obsahujici podminéné ée replikujici vektor
ve srovnadni s hostitelskou bufikou obsahujici p¥irozeny

virus.

Ve vyhodném provedeni predkléddaného vynalezu vektor
obsahuje HIV sekvenci a je pouZit pro 1écbu HIV infekce. Tak
vektor nebo hostitelské butiky obsahujici vektor, obsahuji
alespoil jednu sekvenci nukleové kyseliny, kteréd (1)
poskytuje crHIV genom se selektivni vyhodou vaci pfirozenému
HIV genomu z hlediska baleni do virioni (to znamené
v bufikdch, ve kterych jsou oba pfitomny), a/nebo (2)
poskytuje hostitelské buiiky produkujici podminéné se
replikujici vektor (virus) se selektivni vyhodu pro produkci
crHIV viriond, ve srovnani s hostitelskymi butikami
produkujicimi p¥irozeny virus. Jeden zplsob (na ktery neni
vynédlez omezen) spoliva v dodani selektivni vyhody pro
baleni do crHIV genomu pomoci dodéni jednoho nebo vice

ribozyml schopnych Stépit prirozeny HIV genom.
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V jiném aspektu pfedkladaného vynadlezu jsou vektory
upraveny tak, Ze maji redukovanou pravdépodobnost
rekombinace s pfirozenymi a pomocnymi konstrukty vedouci ke
vzniku vektord schopnych replikace. Déle vyndlez poskytuje
pomocné vektory, buliky a balici systémy, které také
ptispivaji k redukci rekombinace a dale sniZuji
pravd@podobnost rekombinace, kteréd by z podminéné se
replikujicich vektort udélala nepodmin&né& se replikujici

vektory.
Prirozeny virus

“Wirus“ je v pfedkladaném vynadlezu definovan jako infekcni
agens, které se skladdd z proteinu a nukleové kyseliny, a
které vyuZiva geneticky aparat hostitelské buiky k produkci
virovych produkttl specifikovanych nukleovou kyselinou viru.
“Nukleova kyselina” je polymer DNA nebo RNA, ktery je
jednofetézcovy nebo dvouretézcovy, linedrni nebo cirkularni
a pripadné obsahuje syntetické, neprirozené nebo
modifikované nukleotidy, které mohou byt inkorporovany do
DNA nebo RNA polymerti. DNA polynukleotid se vyhodné sklada z

genomovych nebo c¢DNA sekvenci.

“Prirozeny kmen viru” je kmen, ktery neobsahuje Zadné
¢lovékem vytvorené mutace, jak jsou zde popsény, tij. virus,
ktery miZe byt izolovan z prirody. Alternativné je prirozeny
kmen jakykoliv virus, ktery byl kultivovan v laborato¥i, ale
stédle je schopen produkovat potomstvo nebo viriony podobné
tém, které jsou izolovéany z prirody. Napriklad, pNL4-3 HIV-1
molekulérni.klon popsany v nasledujicich pfikladech je
pfirozeny kmen, ktery je dostupny z AIDS Research and
Reference Reagent Program Catalog v National Institutes of

Health (viz také Adachi et al., J. Virol., 59, 284-291
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(1986)) . pPSXB je HIV-2 molekulédrni klon, ktery byl
poskytunt Dr Suresh Arya z National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, a byl popsan v Arya et al., Human
imunodeficiency virus type 2 lentivirus vectors for gene
transfer: expression and potential for helper virus-free

packaging. Hum Gene Ther. 1998 Jun 10;9(9):1371-80.

Obecn& je zplsob podle p¥edklédaného vynalezu pouZit pro
1é&bu virovych onemocnéni vznikajicich v disledku infekce
virem. Vyhodn& je virus (stejné& jako vektor, jako je popséano
dale) RNA virus, ale miZe byt také DNA virem. RNA viry jsou
roznoroda skupina, kterd infikuje prokaryotické organismy
(napfiklad bakteriofagy), stejné& jako rtzné eukaryotické
organismy, v&etnd& savcii, zejména lidi. V&tSina RNA vird ma
jako svllj geneticky materidl jednofeté&zcovou RNA, ackoliv
alespoifi jeden rod md jako svij geneticky material
dvoufet&zcovou RNA. RNA viry se d&li do t¥i hlavnich skupin:
viry s pozitivnim ¥eté&zcem (tj. ty, jejichZ genom pfendSeny
virem je translatovan na protein, a jejichZ deproteinizovana
nukleova kyselina je dostatelnd pro iniciaci infekce), viry
s negativnim Fetézcem (tj. ty, jejichZ genom pfenadSeny virem
je komplementdrni k mRNA a musi byt transkribovéan enzymy
asociovanymi s virionem p¥ed tim, neZ miZe probéhnout
translace), a dvoufetézcové RNA viry. Zplasob podle
predkladaného vynalezu je vyhodné pouZit pro 1lécbu virh
s pozitivnim fetézcem, virll s negativnim Fetézcem a

dvouteté&zcovych RNA viru.

Mezi RNA viry pat?¥i napfiklad Sindbis-like viry (napft.,
Togaviridae, Bromovirus, Cucumovirus, Tobamovirus,
flarvinis, Tobravirus, a Potexvirus), Picornavirus-like viry
(nap¥., Picornaviridae, Caliciviridae, Comovirus, Nepovirus,
a Potyvirus), viry s minus Ffetézcem (nap¥., Paramyxoviridae,

Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae, Bunyaviridae a
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Arenaviridae), dvoutetdzcové viry (nap¥., Reoviridae a
Birnaviridae), Flavivirus-like viry (napf., Flaviviridae a
Pestivirus), Retrovirus-like viry (nap¥., Retroviridae),
Coronaviridae, a jiné skupiny virti, vCetné&, nap¥iklad,

Nodaviridae.

Vyhodny RNA virus podle p¥edkladaného vynalezu je virus
Geledi Flaviviridae, vvhodné virus rodu Filovirus, a zejména
Marburg nebo Ebola virus. Vyhodné je virus celedi
Flaviviridae virus rodu Flavivirus, jako je virus Zluté
zimnice, virus hore&ky dengue, virus zapadonilské horecky,
virus St. Louiské encefalitidy, virus Japonské encefalitidy,
virus Murray Valley encefalitidy, Rocio virus, virus

klisdtové encefalitidy a podobné.

Také vyhodné jsou viry Celedi Picornaviridae, vyhodné
virus hepatitidy A virus (HAV), virus hepatitidy B (HBV),

nebo virus hepatitidy non-A nebo non-B.

Jinym vyhodnym RNA virem je virus ¢eledi Retroviridae
(t.j. retrovirus), konkrétné virus rodu nebo podrodu
Oncovirinae, Sptunavirinae, Spumavirus, Lentivirinae a
Lentivirus. RNA virus podrodu Oncovirinae je vyhodné lidsky
T-lymfotropni virus typu 1 nebo 2 (t.j., HTLV-1 nebo HTLV-2)
nebo virus hovézi leukemie (BLV), virus ptaci
leukemie/sarkomu (nap¥., virus Rousova sarkomu (RSV), virus
ptadi myeloblastosy (AMV), virus ptadi erytroblastosy (AEV),
a Rous-asociovany virus (RAV; RAV-0 aZ RAV-SO), a savCi
virus typu C (nap¥. Moloney virus my3i leukemie (MuLV}),
Harvey virus my3iho sarkomu (HaMSV), Abelson virus myS$i
leukemie (A-MulLV), AKR-MulLV, virus kocCic¢i leukemie (FelLV),
virus opi¢iho sarkomu, virus retikuloendoteliosy (REV),
virus nekrosy sleziny (SNV)), virus B-typu (napf., virus

my3ich mammarnich nadord (MMTV)), virus D-typu (napf. Mason-
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Pfizer opi&i virus (MPMV) a “SAIDS” viry). RNA virem podrodu
Lentivirus je vyhodné& virus lidské imunodeficience typu 1
nebo 2 (t.j., HIV-1 nebo HIV-2, kde HIV-1 byl dfive nazyvan
jako virus asociovany s lymfadenopatii 3 (HTLV-III) a virus
asociovany se syndromem ziskané imunodeficience (AIDS-
related virus (ARV), nebo jiny virus p¥ibuzny s HIV-1 nebo
HIV-2, ktery byl identifikovan a je asociovén s AIDS nebo
onemocnénimi souvisejicimi s AIDS. Akronym “HIV” nebo
terminy “AIDS virus” nebo “lidksy virus” jsou zde pouZity
pro oznaleni téchto HIV vird, a HIV-p¥ibuznych a -
asociovanych virfi. Ddle, RNA virus podrodu Lentivirus Jje
vyhodné& Visna/maedi virus (nap¥. jako je virus infikujici
ovce), virus ko&i&i imunodeficience (FLY), hovézi
lentivirus, virus opi&i imunodeficience (SIV), virus konské
infekéni anemie (EIAV), a virus kozi artritidy-encefalitidy
(CAEV) .

Virus podle pfedkléddaného vynéalezu je také vyhodné DNA
virus. Vyhodn& je DNA virem virus Epstein-Barroveé,
adenovirus, herpes simplex virus, papilloma virus a virus

vaccinie, a podobné.

Mnoho z té&chto virt se klasifikuje jako patogeny “stupné
4 biologické bezpelnosti” (t.j., World Health Organization
(WHO) “Risk Group 4”), pro které je nutné maximalni
bezpeénostni opat¥eni p¥i praci v laboratofi. Odbornikim
v oboru viak budou znadma vZechna opatfeni nutnd k praci

s takovymi viry.

+Hostitelské buﬁky” mohou byt jakékoliv buiiky a vyhodné
se jedna o eukaryotické buiiky. Vyhodné& je hostitelskou
buiikou lymfocyt (jako je T lymfocyt) nebo makrofag (Jjako je
monocyticky makrofag), nebo prekursor jedné z téchto bunék,

jako je hematopoeticka kmenovéa buifika. Vyhodné buiika obsahuje
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na svém povrchu CD4+ glykoprotein, t.j., je CD4+. Je
vyhodné, aby CD4+ T lymfocyt, ktery byl infikovéan AIDS
virem, nebyl jedté aktivovany (t.j., vyhodné je3té& nedoslo
k expresi nef a, je3té& lépe, exprese CD4 genu nebyla
snifena, jak je podrobné&ji popséno dale). Dale, hostitelskéa
bufika je vyhodné& buiika, kterd nema CD4 marker, a je stéle
jest& schopné byt infikovéna virem podle p¥edkladaného
vyndlezu. Mezi takové builky pat¥i, napfiklad, astrocyty,
koZni fibroblasty, epitelové buiiky tlustého streva,
endotelové builky, epitelové buiiky, dendritické buiiky,
Langerhansovy bufiky, monocyty, hematopoetické kmenové buriky,
embryonadlni kmenové buiiky, bufiky, ze kterych vznikaji
spermatozoa nebo oocyty, stromalni butiky, slizniéni buiky a
podobn&. Vyhodné& jsou hostitelské buinky eukaryotické,

z mnohobuné&éného organismu (napf¥iklad v protikladu

k jednobun&&nym kvasinkam) a nejlépe se jedna o savéi bunky,

nap¥. o lidské buiky.

Buiiky mohou byt prezentovany bud jako jedina entita, nebo
jako Cast v&t3iho souboru buné&k. Takovy “vét3i soubor buné&k”
miiZe byt napfiklad bun&Znad kultura (smiSend nebo Cista),
tkafi (napt., endotelova, epitelova, slizniéni nebo jinéd
tkafi, v&etné tkani obsahujicich vySe uvedené builky bez CD4,
organ (nap¥. srdce, plice, jatra, sval, Zluénik, gonaddy, oko
a jiné organy), organovy systém (napf. ob&hovy systém,
respiraéni systém, gastrointestindlni systém, molovy systém,
nervovy systém, pojivovy systém nebo jiny orgénovy systém),
nebo organismus (nap¥. ptak, savec a podobné&). Vyhodné jsou
organy/tkané&/buiiky, které jsou cilen& ovlivnény, soulésti
ob&hového systému (nap¥. srdce, cév, krve, vletné krevnich
leukocyt® a erytrocytll), respiraéniho systému (napf., nosu,
faryngu, laryngu, trachey, bronchi, bronchiold, plic a
podobné&), gastrointestindlniho systému (napf. ust, faryngu,

jicnu, Zaludku, st¥eva, slinnych Zlaz, slinivky ¥isni jater,
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¥1luéniku a podobné&), mo&ového systému (napf. ledvin,
ureterti, molového mé&chyfe, urethry a podobné), nervového
systému (nap¥. mozku a michy, specidlnich smyslovych organt,
jako je oko) a koZniho systému (napf. kiZe, epidermis, a
bunék podkoZniho vaziva nebo dermis). Je5té& lépe jsou bunky,
které maji byt cilen& ovlivnény, vybrany ze skupiny
zahrnujici bufiky, srdce, krve, krevnich cév, plic, jater,
¥1lu&niku, modového mé&chyte a oka. Cilovymi bufikami nemusi
byt normdlni bufiky, miZe se jednat o buflky postiZené
onemocn&ni. Takové butiky postiZené onemocnénim jsou
naptiklad nadorové buiiky, infikované butiky, geneticky
abnormalni buifiky nebo bufiky v sousedstvi nebo v kontaktu

s abnormalni tkani, jako jsou endotelové buliky nadorové

vaskulatury.
Vektor

“Wektor” je molekula nukleové kyseliny (typicky DNA nebo
RNA), kterd slouZi pro transfer a pfenos sekvence nukleové
kyseliny (t.j., DNA nebo RNA) v hostitelské bufice. Mezi tF¥i
obvyklé typy vektort pat¥i plasmidy, fagy a viry. Vyhodné& je
vektorem virus, a miZe byt ve form& enkapsidované formy
vektorové nukleové kyseliny, virové Castice, do které je

sbalena vektorovad nukleova kyselina.

Je Z&douci, aby vektorem nebyl pfirozeny kmen viru,
protofe obsahuje &lovékem vyrobené mutace nebo modifikace.
Tak je vektor obvykle odvozen od p¥irozeného virového kmene
za pouZiti genetickych manipulaci (t.j. deleci), které jsou
navrZeny tak, aby byl ziskan podminéné se replikujici virus,
jak je zde popsan dale. Optim&lné virovy vektor obsahuje
kmen viru stejny jako je pfirozeny virus zplsobujici 1léCené
infek&ni onemocnéni, a timto pfirozenym virem je vyhodné

jeden z vySe uvedenych p¥irozenych virl. Proto je vyhodné
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vektor odvozen od RNA viru, je3té lépe od retroviru, a
nejlépe je vektor odvozen od viru lidské imunodeficience.
Takovy vektor odvozeny od viru lidské imunodeficience je zde

genericky oznaCovéan jako “crHIV” vektor.

Vektorem je také vyhodn& “chiméricky vektor”, napt.
kombinace virového vektoru s jinou sekvenci, jako je,
naptiklad, kombinace HIV sekvence s jednim nebo vice dal$imi
viry (které jsou vyhodné odvozeny od pfirozeného virového
kmene tak, aby obsahovaly podminéné se replikujici vektor).
Konkrétné&, HIV sekvence miZe byt vyhodné navadzéna na
sekvenci modifikovaného (tj. nep¥irozeného) kmene adenoviru,
adenoasociovaného viru, viru z Alphaviridae, virus z
Flaviviridae, virus 2z Hepadhaviridae, virus z Papovaviridae,
viru z Parvoviridae, viru z Herpesviridae, viru z
Poxviridae, viru z Paramyxoviridae, viru z Rhabdoviridae
nebo viru z Retroviridae, v&etné Onko-retrovirh, Spuma-
retroviri a Lenti-retrovird. Virové nebo virus-like genomy
odvozené od nebo asociované s témito virovymi Celedémi

spadaji také do rozsahu p¥edkladaného vynalezu.

Vyhodny chiméricky vektor je takovy vektor, kde jsou
vektorové sekvence (t.j. sekvence bud kébdujici proteiny,
fragmenty nebo nekdédujici sekvence) odvozeny od jiné Celedi
neZ Lentivirt a jsou insertovadny do Lentivirového vektoru.
Vyhodné jsou non-HIV sekvence jsou insertovany do vektoru

odvozeného od HIV.

Vektor podle ptedkladaného vynédlezu miZe obsahovat DNA
nebo RNA. Naptiklad, DNA i RNA vektory mohou byt pouZity pro
modifikaci viru. Obdobné, miZe byt vyrobena cDNA kopie
virového RNA genomu. Alternativné miZe byt c¢cDNA (nebo virova

genomova DNA) transkribovana in vitro za zisku RNA. Tyto
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techniky jsou dob¥e znamé odbornikim v oboru a jsou také

popsany v nasledujicich p¥ikladech.

“pPodminénd& se replikujici virus” je replikace-defektni
virus, ktery je defektni pouze za uréitych podminek.
Konkrétng, virus miZe dokondit svij replikacni cyklus
v permisivni hostitelské bufice a nemiZe dokonlit svi]
replika&ni cyklus v restriktivni hostitelské buiice.
“Hostitelska buiika” je buitka, kterad miZe byt nebo jiZ je
infikovana p¥irozenym kmenem viru nebo pseudotypovanym
vektorem. Takova infekce p¥irozenym virem se miZe vyskytnout
pted nebo po infekci podmin&né se replikujicim virem podle
pFedkladaného vynalezu. Alternativné& je “hostitelska bunka”
buiikou, kterad kéduje produkt genu prirozeného viru nebo
pomocného konstruktu nutny pro replikaci. Tak je podminéné
se replikujici vektor podle pfedkladdaného vynalezu virus
(vyhodn& stejného typu jako puvodce 1lé&ené virové infekce),
ktery se replikuje pouze po komplementaci p¥irozenym kmenem
viru (nebo pomocného konstruktu) nebo kdyZ pfirozeny virus
infikuje builky obsahujici genom podminéné& se replikujiciho

vektoru.

Ve vyhodném provedeni vektor obsahuje RNA virus (napft.
podminén& se replikujici HIV virus), ktery je vloZen ve
form& DNA. Toto vyhodné provedeni poskytuje replika&ni HIV-1
(crHIV) vektorovou strategii, kterd vede k zisku
nepatogeniho crHIV-1 vektorového genomu se selektivni
vyhodou nad patogennimi p¥irozenymi HIV genomy. Konkrétné,
v buifikdch obsahujicich jak pf¥irozeny HIV, tak crHIV genom,
n& crHIV RNA selektivni vyhodu pro baleni do virionu,
protoZe obsahuje, napfiklad, ribozymy, které Stépi
prirozenou RNA, ale ne crHIV RNA. Takové nepatogenni crHIV
se mohou 3i¥it na neinfikované buifiky, které jsou citlivé na

HIV infekci (nap¥. CD4+ buifiky) za p¥itomnosti p¥irozeného
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pomocného viru. Timto zplsobem selektivni baleni a Sifeni

crHIV interferuje s replikaci pfirozeného HIV.

Dalsi vyhodné provedeni je nepatogenni crHIV vektor,
ktery je nepatogenni proto, Ze neobsahuje jakoukoliv
kombinaci pomocnych virovych sekvenci (jako je, napfiklad, ,
Vif, Vpu, Vpr nebo Nef, nebo jejich kombinace nebo
fragmenty), kterd by zplUsobovala patogenitu vektoru.
Alternativné miZe byt sekvence pfitomna, ale miZe byt
transkrip&né silentni nebo netranslatovand. Volitelné& vektor
neobsahuje jakoukoliv kombinaci sekvenci regulalnich
proteintt (jako je, napfiklad, Tat nebo Rev, nebo jejich
fragmenty), kterid by zpusobovala patogenitu vektoru.
Alternativn& mohou byt sekvence p¥itomné, ale mohou byt

transkrip&né silentni nebo netranslatovane.

Vektory viak vyhodn& obsahuji jakoukoliv kombinaci
sekvenci pro strukturalni proteiny (jako je gag, nebo a
jejich fragmenty), sekvenci enzymatickych proteintd (jako je
pol, nebo jejich fragmenty), a/nebo sekvenci obalovych
proteinti (jako je env, nebo jejich fragmenty) ve formé, ve
které jsou bud translalné aktivni, nebo silentni. Proto se
mohou podmin&né& se replikujici vektory replikovat, ale
nereplikuji se v urovni, kterd by byla patogenni pro daného
hostitele. Misto toho vektor vyZaduje komplementaci pomocnou
sloZkou (jako je pomocny vektor) obsahujici nutné sekvence
odvozené od pfirozeného viru, aby byl schopen replikace
v trovni dostate&né pro indukci poZadovaného terapeutického,
profylaktického nebo biologického efektu. Stanoveni presné
kombinace proteinti nebo nukleotidovych sekvenci p¥itomnych
ve vektoru a pomocné sloZfce pro dosaZeni optim&lniho
biologického efektu vyZaduje pouZiti skriningovych postupi
zahrnujicich ptidavéani a odebirani ruznych kombinaci

nukleotidovych sekvenci ve vektorech nebo pomocnych
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konstruktech, kde tyto skriningové postupy jsou znamé

odbornikiim v oboru.

Dale, vy3e uvedené nukleotidové sekvence mohou byt
modifikovany nebo mutovany tak, aby modifikovaly biologické
efekt, nebo — napfiklad - pro sniZeni pravdépodobnosti
rekombinace s pomocnym konstruktem. V oboru jsou znamy mnohé
protokoly pro modifikaci nebo mutaci vektorl a pomocnych
konstruktt za uelem zisku optimalizovanych konstrukth
(nap¥. Current Protocols in Molekular Biology, Harcourt
Brace and Jovanovich, 2000; Molekular Cloning, Sambrook et
al, Cold Spring Harbor Press, 1989; a Soong et al., Nature
Genetics 25: 436439, 2000, kde ob& publikace jsou zde

uvedeny Jjako odkazy).

Zplsob vyuZivajici vySe uvedené vektory je odlisny od
zptisobli vyuZivajicich Zivé atenuované (LA) vakciny, které
vyuZivaji virus schopny replikace ﬁostrédajici dopliikové
proteiny (viz Daniel et al., Science, 258, 1938-1941 (1992);
a Desrosiers, AIDS Res. & Human Retrovir., 10, 331-332
(1994)), protoZe u LA vakcin neni cilem komplementovat
deficity, které, nap¥iklad, bréani G¢inné produkci ucinneé
imunitni reakce, a zaroveil zachovat bezpelnost. Napfiklad,
je znamo, Ze mnohotné deletované LA SW vakciny nemohou
vyvolat udinnou imunitni reakci, zatimco jedinkrat
deletované (Nef negativni) LA SW vakciny jsou patogenni u
mladych makakli (Baba et al, 1995).

Alternativnim p¥istupem k LA HIV vakciné podle
predkladaného vynalezu, jak byla popséna vy3e, je pouZiti
alespofi dvou vektorl, kde alespoii jeden je mnohonasobné
deletovany HIV vektor a druhy (pomocny) vektor exprimuje
viechny pomocné proteiny krom& Nef. Proto se mhZe mnohotné

zeslabeny HIV vektor replikovat podminénym zplhsobem bez
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toho, Ze by zplUsoboval onemocnéni, protoZe je komplementovan
Vif, Vpr a Vpu z pomocného vektoru kontrolovanym zpusobemn.
Prvni vektor miZe byt konstruovén tak, aby obsahoval
genetickd antivirovad C¢inidla, kteréd interferuji s replikaci
a 3ifenim pfirozeného HIV. Alternativné miZe byt takovy
prvni vektor pouZit pro vyvoléni u¢inné imunitni reakce
proti pfirozenému viru. Odbornikim v oboru bude jasné, Ze
jednoduchy skriningovy proces umoZni hodnoceni toho, ktera
kombinace sekvenci deletovanych z prvniho vektoru, ale
ptitomnych v pomocném vektoru, umoZni optimdlni
terapeutickou nebo profylaktickou odpovéd na prvni vektor,

za zachovani bezpecnosti ve smyslu nepatogenity.

DalSi vyhodné provedeni systému podminéné se replikujici
vektor-pomocny prvek vyuzZiva HIV-1 vektor pro expresi gag,
pol, env, tat a rev, a pomocny vektor odvozeny od HIV-2 pro
expresi Vif, Vpu, Vpr, a volitelné Nef geni. Vynadlez neni
omezen na tento p¥iklad, protoZe jakékoliv kombinace vySe
uvedenych genli umisténych v jakékoli kompatibilni kombinaci
vektorti, vetné revertovanych HIV-1 a HIV-2 nebo
chimérickych HIV formatl, je také moZnad. Exprese Tat z HIV-1
skeletu bude transaktivovat jak HIV-1, tak HIV-2 LTR ke
vzadjemné komplementaci za produkce virovych ¢astic, které
obsahuji bud HIV-1 vektorové genomy,nebo HIV-2 vektorové
genomy. Nicméné, tyto dvé& genomové RNA nebudou u&inné
dimerizovat, coZ bude branit soucasnému lokalizovéani
vektorového a pomocného genomu, které by jinak byly sbaleny
do jednoho virionu. P¥i sbaleni do stejného virionu mlZe
rekombinace mezi vektorovym a pomocnym genomem vést ke
vzniku replikace-kompetentniho vektoru (RCV, v disledku
reverzni transkripce, a potom mohou tyto &astice infikovat

dal3i cilové burnky.
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Pro dals8i YeSeni moZné produkce soulasné sbalenych
konstruktd mohou vektory dale obsahovat jednu nebo vice
sekvenci nukleové kyseliny, které redukuji riziko jakékoliv
rekombinace. Nap¥iklad mtiZe prvni vektor obsahovat
ribozymovou (nebo protismyslnou sekvenci/ribozym) sekvenci
specifickou pro 35tépeni pomocného vektoru. SoucCasné
lokalizace takovych vektoru, ve stejné celuléarni,
subceluldrni nebo extraceluldrni lokalizaci, povede ke
Stépeni pomocného vektoru, coZ zvy3i bezpelnost tim, Ze
dojde k destrukci dimerizace nebo soucCasné lokalizace
vektorli, coZ vede ke vzniku inaktivniho genomu po
rekombinaci nebo jinak zabréani produkci RCV. Tento pristup
miZe byt zméné tak, Ze se ribozym vloZi do pomocného
vektoru, nebo miZe byt dale vylepSen pouZitim ribozymi

v obou vektorech, coZ dale zvy3i bezpelnost.

Alternativné mohou byt protismyslné molekuly pouZity
pro nahrazeni vySe uvedenych ribozymti, takZe vytvofeny
dvoutetézcovy RNA hybrid bude rychle degradovan bunécnymi
endonukleasami. DalsSim vyhodnym provedenim je to provedeni,
kdy je protismyslhé sekvence delsi neZ 16-bazova ribozymova

RNA pouZita pro cilené ovlivnéni.

V modifikovaném zplisobu miiZe byt pomocny vektor z vySe
uvedeného prikladu odvozen o heterologniho viru (jako je
jakykoliv virus a Celed virli popsané vyse), ale vyhodné je
odvozen od adenoviru, adeno-asociovaného viru, mySiho
onkoretroviru nebo non-HIV lentiviru), takZe proteiny mohou
byt exprimovany konstitutivné. Alternativné miZe byt
pfipraven heterologni pomocny vektor, ktery vyuZivad HIV-LTR
pro indukovatelnou nebo autoregulovanou expresi Tat, stejné
jako pro transaktivaci exprese HIV vektoru. Vyhodou
poskytnutou heterolognim virovym pomocnym vektorem je

restriktivni asociace mezi genomy prvniho a druhého vektoru,
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co? déle sniZuje pravdépodobnost rekombinace vedouci ke

vzniku RCV.

V jiném provedeni vektor obsahuje protismyslnou sekvenci,
kterd je pritomnad na pomocném genomu nebo kterd je
insertovanid do pomocného genomu. P¥iklad je moZno vidét na
pNlcptASgag vektoru, ktery je analogicky s lecptASehv
vektorem s tou vyjimkou, Ze protismyslnd sekvence je
namifena na gag sekvenci p¥itomnou na pomocném vektoru
spoledné s nebo misto env sekvence pritomné na p¥irozeném
HIV. Anti-gag protismyslna sekvence je umisténa pfed
sest¥ihové akceptorové misto, které je lokalizovano za RRE
sekvenci p¥itomnou ve vektoru. Proto miZe byt gag sekvence
balena pouze v genomové a nebo v subgenomové nebo sest¥iZené
form& vektorové RNA. Tak budou pomocné genomy obsahujici
introny, jako je VIRPAC systém, prednostné namifeny do
spliceosomu bufiky, zatimco genomové vektorové RNA, které
obsahuji anti-gag protismyslnou sekvenci, budou pfednostné

obchazet sest¥ihovy aparéat.

Rlizny transport vektorového a pomocného genomu v buiikach
by'mél mit minimdlni vliv na titr vektoru, a kdyZ budou
ndhodou vektorovy a pomocny genom lokalizovany souclasné, tak
hybridizace part bazi wvektorového a pomocného genomu povede
k inaktivaqi takovych ¢astic obsahujicich vektorovy a
pomocny genom a k zabranéni rekombinace vektor-pomocny genom
vedouci k wvzniku RCV. V alternativnim provedeni bude vektor
upraven tak, aby obsahoval anti-U5 vektorové protismyslné
sekvence namitfené pro U5 sekvenci pritomné v podminéné se
replikujicim vektoru. Bez omezeni rozsahu vynadlezu miZe byt
anti-U5 protismyslnid sekvence insertovéna distalné k pomocné
kédujici sekvenci, ale pfed mistem pro ukonCeni transkripce.
Pokud se vektorovad a pomocnd RNA ndhodné lokalizuji soucasné
tak

a jsou soulasné sbaleny, coZ zvy3uje riziko rekombinace,
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protismyslnéd sekvence znid¢i nebo inaktivuje takové soulasné

sbalené virové Castice a zabrani rekombinaci.

V jesté jiném provedeni miiZe pomocny vektor obsahovat
cilové sekvence pro prvni nukleotidovou sekvenci p¥itomnou
na vektoru. P¥ikladem je umisténi kdédujiciho env fragmentu
do pomocného genomu paru dvou plasmidii, které jsou obsaZeny
v pNlcptASenv vektoru. KdyZ budou vektorovéd a pomocnéd RNA
lokalizovany soulasné, tak dojde k parovéni bazi mezi env
koédujici sekvenci v pomocném genomu a protismyslnou sekvenci
ve vektoru, coZ zabréani rekombinaci. P¥iklad uvedeny vyS3e
neni omezen na pravé tyto dva typy genetickych antivirovych
sekvenci. Odbornikim v oboru bude jasné, Ze rtizné genetické
'antivirové sekvence, stejné jako prisludné cilové sekvence,
mohou byt insertovany do vektorovych a/nebo pomocnych
konstrukti. DalsSim ptikladem je pNlcptASgagASenV vektor a
pomocny vektor, které obsahuji fragmenty kédujici gag a env
sekvence, které mohou byt soulasné pouZity pro zvySeni
bezpelnosti tim, Ze redukuji pravdépodobnost soufasného

sbaleni a rekombinace vedouci ke wvzniku RCV.

V jiném vyhodném zpisobu pro expresi vektorovych nebo
pomocnych sloZek jsou tyto sloZky exprimovany dolasné.
Jednim zplsobem pro doCasné exprimovani genomu nebo
genomovych sloZek je konstrukce vektoru nebo pomocného
vektoru za pouZiti - napfiklad - integrasa-negativniho Pol

~genu. Takové lentivirové mutanty s mutaci integrasy jsou
zndmé v oboru a bylo popsano, Ze nejsou infekéni (Hirsch et
al. 1989, Nature 341: 573-574). Proto se vektorové a/nebo
pomocné genomy, které jsou produkovany z integrasa-
negativnich produk&nich bun&k, neintegruji, ale mohou byt
do¢asné exprimovéany tgk, Ze je regulovéna uroven replikace
vektorového nebo pomocného genomu. Jedté dalSim zpusobem pro

dosaZeni pfechodné exprese vektoru nebo pomocného vektoru je
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naruSeni AAT mist v LTR vektoru. Tato mista jsou odpovédné
za aktivni integraci reverzné-transkribované genomové

vektorové DNA do chromosomu hostitelské burky.

Dalsi zpisob pro dosaZeni vySe uvedeného cile vyuZivé
fizniho proteinu pro baleni funk&ni integrasové molekuly do
virovych ¢astic. V tomto provedeni ani podminéné se
replikujici vektor, jako je lentivektor, ani pomocny vektor,
nekbéduji integrasu, ale funkcni integrasovy fuzni protein je
dostupny diky expresi z jiného plasmidového konstruktu, jako
je pomocny vektor, nebo z integrované kopie v pouZité balici
burice, béhem produkce nebo baleni pomocného konstruktu, coiZ
vede k zisku funkéni integrasové aktivity p¥i infekci.
Alternativné je integrasovy protein poskytnut ve trans formé
diky expresi z pomocného konstruktu, ktery ho kdduje.

V tomto provedeni p¥edklédaného vyndlezu nekbdéduje podminéné
se replikujici vektor nebo lentivektor integrasu. Fazni
protein mdZe byt napfiklad vpr-integrasovy fizni protein
obsahujici 3$tépici misto pro proteasu v misté spojeni mezi

vpr a integrasovou aminokyselinovou sekvenci.

VySe uvedeny popis dvousloZkového systému vektor-pomocna
sekvence nijak neomezuje vyndlez na dva konstrukty, vektor a
pomocny vektor. MaZe byt pouZita jakdkoliv kombinace dvou,
t¥i nebo vice vektorl a/nebo pomocnych vektoru pro
poskytnuti sloZek nutnych pro produkci vektoru. Rozdéleni
nutnych genomovych elementt do vice vektorit nebo pomocnych
komponent zvysi bezpeclnost systému, protoZe pro vice
vektorovych nebo pomocnych genoml bude obtiZnéjsi
rekombinace vedouci k zisku RCV. BezpecCnost miZe byt dale
zvySena konstruovanim vektort a pomocnych sloZek
obsahujicich mé&lo nebo Zadné regiony homologie, coZ je
dalsim vyhodnym provedenim. Rozdéleni nutnych genomovych

elementll do vice sloZek miZe také dale omezit replikaci
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podminéné se replikujiciho vektoru, protoZe je méné
pravdépodobné, Ze vice neZ dva genomy - oproti dvou genomim
— budou simultanné pritomné v hostitelské buiice. Optimalni
polet vektoru a pomocnych sloZek miZe byt snadno urcen
testovanim riznych kombinaci a miZe byt rizny pro ruzné

pouZité virové wvektory.

Jednim jednoduchym, ale nelimitujicim, p¥ikladem omezeni
nebo odstranéni homologie mezi vektorem a pomocnym prvkem je
prostéd degenerace nukleotidové sekvence, za zachovani
k6ébdované aminokyselinové sekvence. Techniky pro degenerovéani
sekvence jsou znamé v oboru. Jednim vyhodnym zplsobem je
humanizace sekvence, pokud je terapeutické pouZiti plénovéano
u ¢lovéka. PouZiti kodon u primatd bylo urleno a je popséno
ve Wada et al. (Nucleic Acids Research, Vol. 18 Supplement:
2367-2411, 1990), ktery je zde uveden jako odkaz.

Degenerace miZe byt také pouZita pro chranéni pomocného
konstruktu pfed G&inky jakéhokoliv ¢inidla, které je
navrZeno pro ovlivnéni vektoru, ktery méd byt balen pomoci
pomocné sloZky. Toto miZe byt provedeno degenerovanim
pribuzné cilové sekvence, pokud né&jaka existuje, na pomocném
konstruktu. Dale mtiZe byt navrZena degenerace vektoru a
pomocného konstruktu redukujici rekombinaci s jinymi
virovymi sekvencemi, v&etné jinych pfirozenych sekvenci,
které se mohou soucasné vyskytovat ve vektoru &i pomocné
sekvenci v bulfice. Nap¥iklad, pouZiti paru vektor/pomocnéa
sloZka v balicim systému na bézi HIV-1 a HIV-2 miZe byt
modifikovano tak, Ze par vektor/pomocny konstrukt jsou také
degenerovany v endogennim retro-elementu. Tak miZe
degenerace nukleotidové sekvence na vektoru nebo pomocném
konstruktu redukovat soufasnou lokalizaci moZnych
rekombinantl a tim redukovat riziko vzniku viru schopného

replikace z vektorového a pomocného genomu nebo
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z vektorového nebo pomocného genomu a kompetujiciho genomu,

jako je endogenni retro-element.

Konkrétné, crHIV genomy jsou vloZeny do bunék
infikovanych virem nebo do neinfikovanych bunék. Infikované
butiky dodavaji crHIV genomu proteiny nutné pro jeho
enkapsidaci a pro produkci virionti. CrHIV genomy se vnesou
do neinfikovanych buné&k vyhodné p¥imou transdukci (nap¥iklad
liposomy-zprost¥edkovanou transdukci crHIV DNA, nebo pomoci
chimérického virového vektoru), nebo infekci crHIV
Casticemi, které vznikaji transfekci bunék infikovanych
p¥irozenym HIV. Neinfikované buliky obsahujici vylepSeny
crHIV vektor podle pfedkladdaného vynélezu neprodukuji
kvantity crHIV Céastic, které jsou patogenni pro hostitele.
Nékterd provedeni bunék obsahujicich crHIV vektory
nesuperinfikovanych wt-HIV produkuji néjaké crHIV Céastice,
ale v takovych koncentracich, které nejsou patogenni pro
hostitele. Builky obsahujici jakykoliv vektor podle
predkladaného vynalezu zistéavaji citlivé k superinfekci
pfirozenym virem, ktery dodad proteiny nutné pro produkci
crHIV &astic. V tomto smyslu funguje podminéné se
replikujici vektor podle predkladdaného vynalezu, za
pritomnosti komplementarni p¥irozené superinfekce, také jako
typ “virového pfenosového vektoru”, ktery miZe zplsobit
opakovana kola crHIV infekce (t.j., za pfitomnosti soucCasné
infekce pfirozenym HIV). Takovy vektor poskytuje zdroj viru
pro vice neZ jedno kolo virové replikace a tak pro infekci
dal3ich bunék, nebo pro opakované cykly replikace za
dosaZeni koncetraci, které vyvolaji biologickou reakci, jako
je imunologickéd reakce. Toto vylepSeni je v kontrastu
s jinymi vektory, jako jsou vektory pouZivané ve
standardnich balicich buné&&nych liniich, které umoZnuji

pouze jeden cyklus replikace nebo opakované cykly replikace,
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které jsou bud nedostatelné pro vyvolani vhodné biologické

reakce, nebo jsou patogenni pro hostitele.

Pokud je to Zé&douci (napf¥. pro usnadné&ni pouZiti wvektoru
in vitro), mohou byt genové produkty p¥irozeného viru dodany
soucCasné s buiikou infikovanou podminéné se replikujicim
vektorem. Genové produkty prirozeného genu mohou byt dodany
nejen pomoci soucasné infekce pfirozenym kmenem viru (nebo
cDNA nebo provirem RNA viru), ale také mohou byt dodany do
buriky ve formé jejich gend subklonovanych do expresniho
vektoru, naptriklad do pomocného expresniho vektoru
(“pomocného vektoru”), ktery miGZe zpiscbit ? hostitelské
buntice transkripci nebo translaci sekvence (regulacéni nebo
strukturdlni), nebo, alternativné, mohou byt genové produkty
dodény exogenné, t.j. p¥idanim proteinovych produktd do

bunék.

Napfiklad miZe byt pfipraven crHIV vektor; ktery obsahuije
v3echny proteiny z p¥irozeného HIV, krom& - napf¥iklad - Tat
kédujici sekvence. Misto pouZiti pomocného expresniho
konstruktu exprimujiciho Tat miZe byt Tat protein sé&m pouZit
jako pomocnd sloZka. Vyhodou pouZiti proteinu misto
pomocného konstruktu je to, Ze neexistuje teoretickd moZnost
generovani p¥irozeného viru, protoZe nejsou pritomné Zadné
sekvence nukleové kyseliny vhodné pro rekombinaci. Tak mzZe
byt crHIV propagovan za pouZiti Tat proteinu misto pomocného
nukleokyselinového konstruktu. Tatl nebo Tat2 (odpovidajici
prvnimu nebo prvnimu a druhému exonu tat, v prisluSném
poradi), mohou byt pouZity jako pomocné sloZky. Zpusoby pro
produkci a p¥elisténi takovych proteind jsou dobfe znamé

v oboru.

V jednom vyhodném provedeni je pouZit chiméricky tat

protein. Tat se pfipravil ve formé& fuzniho proteinu (nap¥.
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Tat-VP16) a zachoval si svou transaktivadni aktivitu HIV-LTR
promotoru. Jiné chimérické Tat proteiny mohou byt generovany
za uCelem zvySeni poZ¥adovaného biologického u&inku.
Napfiklad, pokud je poZadovanym biologickym udinkem zesileni
imunitni reakce, tak miZe byt pfipraven Tat-GM-CSF fazni
protein. Tento p¥istup neni omezen na jeden typ chimérickych
proteinli a miZe byt vhodny pro p¥idéni alesponni dal3iho
chimérického (nebo nechimérického) Tat proteinu (nap¥. Tat-
IFN-alfa, Tat-TNF-alfa, Tat-IL4, Tat-G-CSF, TNF-alfa, GM-
CSF, 1L-4, G-CSF, IFN-alfa). Odbornikiim bude jasné, jak
konstruovat a testovat dal3i ekvivalentni chimérické
proteiny a jak je vySet¥ovat na jejich schopnost zesilovat
imunitni reakci a zéaroven poskytovat pomocnou funkci pro
vektor. Jinym vyvhodnym provedenim je Tat-Rev fuzni protein,
nebo nativni HIV Tat-Rev fuzni protein, nap¥iklad Trev.'
Proto neni vySe uvedeny popis chimérickych Tat proteint
omezen na pouZiti pouze cytokind nebo buné&énych proteini,
ale pro dosaZeni biologického efektu mohou byt pouZity také
virové proteiny (produkujici homologni nebo heterologni

virové fuzni proteiny).

Exprese “pomocného vektoru” mlZe byt specifickd pro buiiky
nebo nespecificka pro bunky a tento vektor miZe byt vloZen
do hostitelské buriky soulasné s podminéné se replikujicim
virovym vektorem, jak je zde definovén, a miZe umoZnit
kontinualni replikaci podminéné se replikujiciho virového

vektoru.

“Pomocné vektory” podle predkladdaného vyndlezu muZe
dodavat genové produkty nezbytné pro replikaci, bud ve formé
jediného vektoru, nebo jako vice vektord. Takové vektory
jsou vyhodné pouZity v systému dolasné transfekce.
Alternativné mohou byt genové produkty také integrovany do

genomu hostitelské buiiky nebo bunéfné linie. V pfedkladaném
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vynadlezu Jje vyhodné pouZiti jediného vektoru nebo plasmidu
(ktery miZe byt v hostitelské bufice mono-, bi- nebo multi-
cistronovy) z davodu zvySenych titrti vektoru vznikajicich

v disledku zvyS8ené pravdépodobnosti ko-transfekce pomocného
vektoru a podminéné se replikujiciho vektoru do stejné
buniky. Redukovanéd pravdépodobnost simultanni transfekce vice
neZ dvou ruznych vektorl do stejné buiiky vede k pfednostnimu
pouZiti jediného pomocného vektoru. NiZ3i polet vektorlt nebo
plasmidl pouZitych v transfekénim systému je také levndj3i,
protoZe musi byt vyrobeno méné plasmidii, ve srovnani

s béZnym t¥i-plasmidovym transfek&nim systémem pouZivanym

pro baleni retrovirovych konstrukti.

Termin ,komplementace™, jak je zde pouZit, oznaluje non-
genetickou interakci virovych genovych produktil z rtznych
zdrojl v bufe. Konkrétné&, pfi smiSené infekci komplementace
oznaCuje zvySeni vytéZku viru jednoho nebo obou ptivodnich
genomil, za zachovani plvodnich genomi beze zmény.
Komplementace miZe byt nealelickd (tj. intergenni, kdy si
mutanty defektni v rzych funkcich napomdhaiji p¥i virové
replikaci tim, Ze si dodavaji funkce, které jsou defektni
v druhém viru), nebo alelickad (tj. intragenni, kdy maji dva
ptivodni viry defekty v rznych doménach multimerniho

proteinu).

Typy bunék, které mohou byt transfektovany
(transdukovany) crHIV DNA (napfiklad pomoci liposomi nebo za
pouZziti heterologniho vektoru pro p¥ipravu chimérického
vektoru, jak je popséano vySe), mohou byt HIV-infikované nebo
neinfikované buiiky. Buiiky infikované HIV mohou byt
aktivované nebo neaktivované. Pokud jsou aktivované, tak
budou okamZité exprimovat pfirozenou HIV RNA a crHIV RNA,
coZ povede k selektivnimu baleni crHIV RNA do virionti. Pokud

nejsou buniky infikované HIV aktivované, tak v nich bude
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zustivat crHIV DNA do té doby, neZ se stanou aktivovanymi
(napfiklad stimulaci mitogeny, antigeny a podobné), coZ
znovu povede k selektivnimu baleni crHIV RNA do virionti.dJak
aktivované, tak neaktivované infikované bunky, které jsou
transfektovany crHIV DNA, nebudou produkovat viriony do té
doby, neZ budou superinfikovany prirozenym HIV a aktivovany
stimulaci, coZ opét povede k selektivnimu baleni crHIV RNA

do viriont.

Jednim provedenim hostitelské buiiky transdukované
vektorem podle predkladaného vynalezu je provedeni, ve
kterém buiika obsahuje maximdlni poclet kopii vektoru, které
neni toxické pro hostitelskou butiku ani pro organismus
obsahujici takové buiiky. Jinym provedenim hostitelské buitky
transdukované vektorem'podle predkladaného vynalezu je
provedeni, ve kterém bufika obsahuje alesponl jednu kopii
vektoru, ale vyhodné& obsahuje minimalni podet kopii vektoru
ntny pro generovani biologického efektu. Polet kopii v bunce
ntZe byt urcen, naptriklad, TagMan PCR, a pfijatelny poclet
kopii nebo rozmezi pod&tu kopii, vhodny pro dosaZeni
poZadovaného biologického efektu, a bez toxicity, miZe byt
snadno urlen odbornikem v oboru. P¥ijatelny pocet kopii se
1i8i v zavislosti na faktorech, jako je typ transdukované
buriky, charakter vektoru (nap¥iklad zda je virového puvodu)
a poZadovany biologicky ulinek, ale pfesto miZe byt urden

odbornikem v oboru za pouZiti béZnych skriningovych technik.

Superinfekce bunék obsahujicich crHIV genomy (napt.
v disledku transfekce nebo infekce) se vyskytuje proto, Ze
crHIV genomy nekdédduji virové proteiny, které by blokovaly
superinfekci (jako je env a net). Vzniklé crHIV viriony
mohou infikovat neinfikované butiky, protoZe virové Castice
obsahuji molekulu reverzni transkriptasy, kterou obsahuji

vS3echny HIV Castice, aby mohly vytvofit DNA provirus ze své
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genomové RNA. Tento proces se nazyva reverzni transkripce.
Jakmile crHIV viriony infikuji neinfikované buiiky, miZe
probéhnout reverzni transkripce a miiZe dojit k produkci
proviru z jejich genomové RNA. Tak jsou tyto butiky
ekvivalentni té&m neinfikovanym bufikdm, které jsou pF¥imo
transdukovany crHIV DNA. Nemoho produkovat crHIV &éstice do
té doby, neZ jsou superinfikovany p¥irozenym HIV a stanou se
aktivovanymi, a potom opét dojde k selektivnimu baleni crHIV
RNA do vzniklych virionti. Je moZné, Ze crHIV Castice mohou
také infikovat nékteré bunky, které jiZ jsou infikovany HIV
(viz, napf., Yunoki et al., Arch. Virol., 116, 143-158
(1991); Winslow et al., Virol, 196, 849-854 (1993); Chen et
al., Nuc. Acids Res., 20, 4581-4589 (1992); a Kim et al.,
AIDS Res. & Hum. Retrovir., 9, 875-882 (1993)). Nicméné, aby
toto probéhlo, nesmi tyto buiiky infikované HIV exprimovat
proteiny, které sniZuji expresi CD4, protoZe to by zbaranilo
infekci téchto bunék crHIV viriony. Aktivované bunky
infikované HIV obecné sniZuji expresi CD4. Proto, bunky
infikované HIV, které nejsou aktivované, jsou potencidlné
citlivé na superinfekci crHIV a proto mohou byt dalSim
zdrojem produkce crHIV Castic. Vyhodny crHIV vektor podle
pfedkladaného vynadlezu obsahuje sekvencen nutné pro RNA
transkripci, wvazbu tRNA primeru, dimerizaci a baleni, a bud
neobsahuji sekvence kédujici proteiny, které blokuji
superinfekci p¥irozenym HIV (napf¥iklad nef nebo env
proteiny), nebo obsahuji takové sekvence, které v3ak nejsou
transkribované nebo translatované n funkéni protein, takZe
se jejich exprese jevi jako ,silentni™. Je3té& lépe vektor
neobsahuje region nebo sekvence kédujici region prirozeného
HIV od gag genu po nef gen, vCetné. Optimdlné v3ak vektor
obsahuje rev reaktivni element (RRE), ktery je klonovan do
vektoru v regionu delece nebo v jiném béZném regionu. Takovy
vvhodny HIV vektor je vektorem, ktery ,postréddd region nebo

sekvenci kédujici region™, protoZe tento vektor mliZe byt
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podédn ve své RNA manifestaci, nebo alternativné ve formé&

DNA, jak bylo popséno vy3e.

V pfedkladaném vynadlezu musi byt pro dosaZeni uspé&sné
komplementace v systému, ktery vyuZivad pomocny vektor
spolec¢né s podminéné se replikujicim vektorem, jakakoliv
virovad sloZka nutnd pro baleni viru, ale neexprimovani z
podminéné se replikujiciho vektoru, doddna z pomocného
vektoru. ProtoZe tedy dva nebo vice vektorl obsahuje v3echny
nezbytné virové sloZky, je sloZeni jednotlivych vektoru
znac¢né variabilni. KaZd& z moZnych variant spadid do rozsahu
pfedkladaného vynélezu. Nap¥iklad, gag a pol geny nutné pro
ispé&3né baleni a replikaci mohou byt oba obsaZfeny na
pomocném vektoru nebo na podmin&né se replikujicim vektoru,
nebo mohou byt takové dva geny individudlné pFitomny na
jediném vektoru. Dale, jediny pomocny vektorovy konstrukt
miZe obsahovat gag/pol i env sekvenci, v&etn& heterologni
env sekvence, pod kontrolou jediné sady transkrip&nich
regulac¢nich elementli, vCetné promotortli, nebo pod kontrolou
‘samostatnych promotorovych elementti. Nap¥iklad miZe byt pro
expresi genovych produktl podle p¥edkladaného vynalezu
pouZit LTR. PouZiti rlGznych promotoriu, vdetnd
- indukovatelnych promotor®i, umoZiiuje moZnost diferencované
regulace gag/pol a env sekvence. Tak miZe byt env sekvence,
zejména heterologni env sekvence, jako je VSV-G obalova

sekvence, exprimovédna ve vy335i hladiné.

Konstrukce vektorll je dob¥e znadméd odbornikiim v oboru.
Tyto techniky mohou byt pouZity pro konstrukci jak podminéné&
se replikujiciho vektoru, tak pomocného vektoru. Termin
~vektor™, jak je zde pouZit, oznaluje oba typy vektort. Dale
termin vektor oznaduje jakykoliv Lentivirovy vektor, ktery
nemusi nutné byt podminéné& se replikujici vektor. Takové

vektory mohou byt také oznacovany jako generické Lentivirové
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vektory, Ve vyhodnych provedenich p¥edklédaného vynilezu je
vSak vektorem podminé&né se replikujici Lentivirovy vektor.
Napfiklad, jak je popséano v p¥ikladu 1, DNA manifestace RNA
viru, jako je HIV, je 3t&pena za pouZiti restrik&nich enzymu
pro excidovani HIV kédujicich sekvenci mezi gag kédujicim
regionem a U3 regionem, po nef genu. Klonovaci kazeta
obsahujici polylinker obsahujici vice restrik&nich mist se
insertuje do regionu delece p¥e provedenim ligace, za zisku
bé&Znych restrik&énich mist pro klonovani do vektoru. DNA
fragment obsahujici RRE se subklonuje do jednoho z té&chto
mist. Vznikly vektoi produkuje zkraceny gag transkript a
heprodukuje pfirozeny Gag protein nebo jakykoliv jiny
protein p¥irozeného HIV. Krom& toho neni nutné, aby vektor
exprimoval pouze zkréceny gag protein, protoZe gag
transla¢ni iniciaéni sekvence miZe byt mutovana tak, aby

bylo zabrénéno jeji translaci.

Za pouzZiti stejného postupu miZe byt crHIV sekvence
navazana na jiné sekvence, jako jsou sekvence jiného viru
nebo vektoru, za zisku chimérického vektoru, jak byl pqpsén
vySe. Napfiklad miZe byt crHIV sekvence ligovana do sekvence
Sindbis viru, AAV, adenoviru, nebo amfotropniho retroviru,
aby byly uvedeny né&jaké p¥iklady. Mezi dal3i virové
sekvence, které mohou byt pouZity, pat¥i sekvence z Herpes,
Pox a jinych virt, které jsou zde popsany, v&etné
jakychkoliv virf, které mohou byt pouZity pro dodani crHIV
sekvenci. Takovy chiméricky vektor miZe byt vloZen do bundk
za pouZiti p¥ipojeného virového mechanismu pro vstup do
bun&k (napfiklad receptorem-zprost¥edkovanou endocytosou pro
adenovirus), nebo jinych mechanismem, nap¥iklad pomoci

liposomi.

Vyhodné vektor podle pf¥edkladaného vyndlezu (t.j.

podmin&né se replikujici virus, kterym je vyhodn& crHIV
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vektor) obsahuje alespoil jednu sekvenci nukleové kyseliny,
jejiZ obsaZeni (t.j., p¥itomnost, transkripce nebo
translace) udé€luje selektivni vyhodu. Existuji dva typy
takovych sekvenci nukleové kyseliny, které mohou byt pouZity
ve vektoru: (1) sekvence nukleové kyseliny, jejiZ pritomnost
optimdlné udéluje selektivni vyhodu pro virovou replikaci a
8ifeni vektoru obsahujicimu takovou sekvenci ve srovnani

s pfirozenym kmenem viru (t.j., vyhodn&, pfirozenym kmenem,
ze kterého byl vektor odvozen a ktery neobsahuje takovou
sekvenci), a (2) sekvence nukleové kyseliny, jejiZ
pfitomnost optimdlné udéluje selektivni vyhodu buiikam
infikovanym vektorem obsahujicim sekvenci ve srovnani

s bufikami neinfikovanymi nebo infikovanymi pfirozenym kmenem
viru (t.j., vyhodné prirozenym kmenem, ze kterého byl vektor
odvozen (a také napriklad pomocnym expresnim vektorem, ktery
podporuje replikaci viru a/nebo jeho funkci v neinfikovanych
hostitelskych buiikdch), kde tato vyhoda je v tom, Ze je,
naptiklad, podporovano pf¥eZivani buné&k, produkce a/nebo
propagace vektorovych &astic, produkce crHIV vektorovych
virionh z bunék produkujicich crHIV vektor, je podporovana
apoptosa, je usnadnéna produkce proteind nebo jsou podpofeny
imunologické funkce nebo specificita imunitnich funkci,
takZe je dosaZeno profylaktického, terapeutického nebo
biologického vysledku. KaZdad z té&chto sekvenci, nebo vice
téchto sekvenci, tj. sekvence, které samostatné& nebo

v kombinaci s dal3imi faktory podporuji propagaci vektoru
a/nebo podporuji ur&itou funkci hostitele tak, Ze je
dosaZeno vyhodného profylaktického, terapeutického nebo
biologického vysledku, miZe byt obsaZena ve vektoru, s nebo
bez dal8ich sekvenci, tj. vektor mliZe obsahovat “alespoil
jednu sekvenci nukleové kyseliny” a “alespoii jednu daldi

sekvenci nukleové kyseliny.”
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Tfetim typem sekvence nukleové kyseliny je takovéa
sekvence, kterd udili hostitelské buiice fenotyp, ktery
zmirnuje, minimalizuje nebo bréni virové infekci. Mezi
takové sekvence nukleové kyseliny pat#i ty sekvence, které
kéduji genovy produkt, ktery - po exprimovani - chrani
hostitelské buitky p¥ed virovou infekci. Nap#iklad, jedinci
homozygotni pro A32 alelu CCR5 proteinu byly chrénéni pfed
HIV-1 infekci v disledku chybéni hlavniho ko-receptoru pro
vstup HIV-1 do bunék exprimujicich zkrdceny CCR5 protein na
povrchu bunék. Studie s heterozygotnimi jedinci ukézaly, Ze
A32 alela mé& transdominantni efekt na povrchovou buné&&nou
expresi prirozeného (wt) CCR5. Toto miiZe byt zplisobeno
schopnosti A32 alely dimerizovat s wt proteinem a branit

jeho spravné expresi na povrchu bunék.

A32 alela obsahuje deleci 32 nukleotidd, ktera zptsobuje
posun ¢teciho rémce vedouci ke vzniku zkraceného CCRS
proteinu. ProtoZe v dﬁsledku.tohoto zkradceni vznika 31
aminokyselin na C-konci A32 alely, které nejsou p¥itomny ve
wt proteinu a mohou vyvolavat neZddouci imunitni reakci,
pokud jsou prezentovany na povrchu bunék, zahrnuje
pfedkladany vynalez expresi zkraceného CCR5A32 mutantniho
proteinu (CCR5A32T), ktery neobsahuje 31 potencidlné
antigennich aminokyselin. Tento protein si zachovava
schopnost transdominantniho efektu v poskytnuti ochrany pfed
HIV infekci buiikédm. Sekvence k6édujici CCR5A32T se snadno
pfipravi vloZenim stop kodonu bezprost¥edné& za posledni
aminokyselinu spolec¢nou ve wtCCR5 a CCR5A32 (po tyrosinu

v pozici 184).

V dal3im provedeni je jinym t¥etim typem sekvence
nukleové kyseliny takové sekvence, kterd dale dale zesiluje

ziskany fenotyp zmirnéné infekce, minimalizované infekce
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nebo zabranéné virové infekce. Takovi sekvence nukleové
kyseliny miZe kdédovat genetické antivirové &inidlo, které
je, napfiklad, cilené na bunélny gen. Napfiklad miZe vektor
exprimovat vySe uvedeny CCR5A32T mutantni protein a dale
miZe exprimovat protismyslnou sekvenci nebo ribozym, z

Ul promotoru, kde sekvence je obsaZenad v Ul snRNA (jak je
popséno v U.S. Patentu 5,814,500), které jsou - naptiklad -
namifeny proti pfirozené CCR5 molekule. Protismyslny region,
ktery je namif¥eny proti pt¥irozenému CCR5, bude degenerovan
ve vektorové CCR5A32T sekvenci, aby byla transdominantni
mutantni RNA resistentni na ucdinky anti-CCR5 protismyslné
sekvence nebo ribozymu, ale aby byla translatovéana do

spravné aminokyselinové sekvence za vzniku funk&niho

CCR5A32T proteinu.

VySe uvedend metoda souCasného exprimovani ribozymu nebo
protismyslné sekvence cilenych na genovy produkt a
degenerovani genu v cilovych mistech za U¢elem sniZeni vazby
nebo Stépeni ribozymu nebo protismyslné skevence neni
limitovana na CCRS nebo na molekuly, které minimalizuji
replikaci viru. Dal3im p¥ikladem terapeutické aplikace je
cilené ovlivnéni onkogenniho proteinu, jako je Bcr-Abl fuzni
protein, ktery je etiologickym agens chronické myeloidni
leukemie. Vektorovy konstrukt obsahujici Bcr nebo Abl gen,
nebo oba, miZe exprimovat tyto geny soulasné s ekpresi
protismyslné sekvence nebo ribozymu, které jsou‘cileny na
jakékoliv misto v Bcr-Abl transkriptu. Proto bude abnormalni
Bcr-Abl fuzni transkript znicen, zatimco p¥irozeny Bcr nebo
Abl, nebo oba, budou exprimovany pro zmirné&ni abnormé&lniho
defektu. Tak budou mit Bcr nebo Abl geny selektivni vyhodu
pro amplifikaci vi€i pfirozenému nebo abnormalnimu Bcr-Abl
fiznimu genu. Vyhodny vektor bude exprimovat Bcr a/nebo Abl

konstrukt ze svych pfirozenych promotorti, zatimco anti-Bcr-
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Abl ribozymy nebo protismyslné sekvence budou xprimovény z

Ul promotoru a obsaZeny v Ul snRNA sekvenci.

VySe uvedeny Bcr-Abl pfiklad neomezuje vynadlez v cileném
ovlivnéni onkogenli a odbornikiim v oboru bude jasné, Ze tento
pristup mlZe byt pouZit pro terapeutickou nebo
profylaktickou substituci jakéhokoliv exprimovaného
abnormalniho genu, neZadouciho genu nebo vybraného Z&douciho
genu. Cilovy gen miZe byt homologni nebo heterologni
k modifikovanému genu, ktery je resistentni na u&inky
genetické antivirové molekuly. Dal3i onemocnéni, ktera mohou
byt ovlivnéna timto zplsobem, budou jasnad odbornikim
v oboru. Nap¥iklad molekuldrni cile ro 1é&bu hematologickych
onemocnéni zplisobem podle p¥edkladdaného vyndlezu jsou
popsédny v “The molekular basis of blood diseases” (
Stamatoyamiopoulos, Majerus, Perlmutter & Varmus, 3. vydani,
Philadelphia: WB Saunders Co., copyrighted 1987, 1994 a

2001, kde vS3echna vydani jsou zde uvedena jako odkazy).

Pfedkladany vynalez neni omezen na klinické aplikace.
Zptsob podle pfedkladaného vynadlezu miiZe byt pouZit pro
stanoveni funkce vybrané genové sekvence. Napf¥iklad, vybrana
genova sekvence modifikovand v doméné&, ktera byla vybrana,
miZe byt simultdnné exprimovéna s protismyslnou sekvenci
nebo ribozymem, které inhibuji nebo ni&i jakoukoliwv
nemodifikovanou genovou sekvenci tim, Ze jsou namifeny proti
pfislusSnému nemodifikovanému regionu. Tak miZe mit vybrana
modifikovanad genovad sekvence selektivni vyhodu pro
amplifikovanou expresi ve srovndni s nemodifikovanou genovou
sekvenci, coZ umoZni urcdeni funkce modifikované genové
sekvence nebo kédovaného genového produktu za pouZiti testt

znadmych v oboru.
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“Nukleové kyseliny” byly definovany d¥ive. “Sekvence
nukleové kyseliny” obsahuje jakykoliv gen nebo kdédujici
sekvenci (t.j., DNA nebo RNA), potencidlné jakékoliv
velikosti (t.j. velikosti limitované moZnostmi wvektoru),
jejiZ pritomnost udili selektivni vyhodu, jak je zde
definovana dale. “Gen” je jakakoliv sekvence nukleové
kyseliny kédujici protein nebo vznikajici molekulu mRNA (bez
ohledu na to, zda je sekvence transkribovina a/nebo
translatovéna). Zatimco gen obsahuje kédujici sekvence,
stejné jako nekédujici sekvence (nap¥. regulalni sekvence),

“kédujici sekvence” neobsahuje Zadnou nekdéddujici DNA.

1. Sekvence nukleové kyseliny, jejichZ p¥itomnost udili

v hostitelské bufice selektivni vyhodu vektoru obsahujicimu
takovou sekvenci vic¢i ptrirozenému kmenu viru nebo
kompetujici genomové sekvenci, které interferuji nebo

ovliviiuji amplifikaci vektoru.

Sekvence nukleové kyseliny, kterd udili v hostitelské
butice selektivni vyhodu vektoru vi¢i p¥irozenému kmenu viru,
je vyhodné jakakoliv sekvence, kterd umoZiiuje, aby byly
virové Castice propagované z vektoru selektivné& produkovany
nebo baleny, ve srovnani s virovymi casticemi produkovanymi
pfirozenym virem. Mezi takové sekvence pat¥i, nap¥iklad,
sekvence, které vedou ke zvySeni poctu vektorovych genomi
produkovanych intraceluldrné ve srovnani s prirozenymi
genomy, a antivirové sekvence nukleové kyseliny. Mezi takové
sekvence také patfi sekvence, které vedou ke zvy3Seni podtu,
vlastnosti nebo charakteristik vektorovych genoml
produkovanych intraceluldrné, ve srovnani s p¥irozenymi
~genomy, které nejsou odvozeny od analogického p¥irozeného

viru.
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Prvni kategorii sekvenci nukleové kyseliny, které udileji
v hostitelské bufice selektivni vyhodu vektoru obsahujicimu
sekvenci ve srovnani s prirozenym kmenem viru jsou sekvence
jako je promotor. “Promotor” je sekvence, kterd ¥idi wvazbu
RNA polymerasy a tak podporuje syntézu RNA a miZe obsahovat
jeden nebo vice zesilovacl transkripce. “Zesilovacle
transkripce” jsou cis-plsobici elementy, které stimuluji
nebo inhibuji transkripci sousednich genli. Zesilovad, ktery
inhibuje transkripci, se také oznaduje jako “utlumovad”.
Utlumovad miZe byz “izolalni” element, jak se nach&zi
napfiklad v mistech hypersensitivnich na DNAsu v kufecim
erytroidnim izolac¢nim elementu. Zesilovale se 1i3i od DNA-
vazebnych mist pro sekvence-specifické DNA vazebné proteiny
vyskytujici se pouze v promotorech (které se také oznaduji
jako ,promotorové elementy“) v tom, Ze zesilovade mohou
fungovat v jakékoliv orientaci a na vzdalenost aZ nékolika

kilobazi (kb), i z pozice za transkribovanym regionem.

Proto, a vyhodné, je promotor (nap¥. dlouhd termin&lni
repetitivni sekvence (LTR)) podminéné se replikujiciho HIV
vektoru modifikovan tak, Ze vektor je vice reaktivni na
nékteré cytokiny neZ p¥irozeny HIV kmen. Napfiklad je
dostupny modifikovany HIV promotor, ktery ma zvySenou
transkripéni aktivitu za p¥itomnosti interleukinu-2.
Inkorporace tohoto promotoru do vektoru a vloZeni vektoru do
pfirozenych bunék infikovanych HIV vede ke zvy3ené produkci
a baleni virionli z vektorového genomu ve srovnani s
pfirozenym HIV genomem. Dal$i cytokiny a/nebo chemokiny
(napf¥. interferon-alfa, tumor nekrosis faktor-alfa, RANTES,
a podobné&) mohou byt pouZity podobnym zpisobem pro navozeni
selektivniho baleni viriond kbédovanych vektorem. Umisté&ni
takovych elementd, které udileji reaktivitu HIV-LTR na
cytokiny, Za&dnym zpisobem neomezuje rozsah predkladaného

vynalezu na takova provedeni. Jakékoliv nukleotidova
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sekvence miZe byt insertovéna do HIV-LTR pro modifikaci
reaktivify tohoto promotoru. Seznam faktorl, které se vaizi
na mista v DNA a které mohou byt pouZity pro inserci do HIV-
LTR, je uveden v
http://transfac.gbf.de/TRAINSFAC/lists/browse.html,
zptistupnéné 8.9.2000, kterd je zde uvedena jako odkaz ve
své Uplnosti. Seznam DNA vazebnych faktorl pro Homo sapiens
(http://transfac.gbf.de/TRANSFAC/lists/faktor/species/human

Homosapiens html), zp¥fistupnény 8.9.2000, je zde také uveden

jako odkaz.

Obdobné, utlumovale transkripce nebo izoladtory mohou
byt také insertovany do promotorovych nebo zesilovadovych
regionll pfirozeného nebo modifikovaného retrovirového LTR,
jako je HIV-LTR, tak, aby jemné requlovaly expresi z tohoto
promotoru. V né€kterych pfipadech miZe inserce elementd do do
HIV-LTR vektoru udélit vektoru selektivni nevyhodu
z hlediska infekce pfrirozenym virem. Nicméné&, aplikace
tohoto typu vektorl nesmi kompetovat s p¥irozenym virem o
baleni do viriond, ale musi exprimovat vybranou sekvenci
nukleové kyseliny {(nebo ,vloZeny gen“), ktery, napfiklad,
inhibuje replikaci HIV bez kompetice. V tomto p¥ipadé prvni
sekvence nukleové kyseliny neudili vektoru selektivni
vyhodu, ale musi alespoii inhibovat rekombinaci mezi vektorem

a pomocnou sekvenci béhem procesu produkce vektoru.

Druhou kategorii sekvenci nukleové kyseliny, které
udileji selektivni vyhodu vektoru obsahujicimu sekvence, ve
srovnani s pfirozenym kmenem viru, jsou antivirové sekvence
nukleové kyseliny. “Antivirova ¢inidla” jsou d&lena podle
zplsobu u¢inku, nap¥. na inhibitory reversni transkriptasy,
kompetitory vstupu viru do bunék, vakciny, inhibitory
proteasy a genetickd antivirova &inidla. “Geneticka

antivirovad ¢inidla” jsou DNA nebo RNA molekuly, které jsou
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pfendSeny do bunék a a ovliviiuji intraceluladrni cile bud
ptimo (t.j. tak, jak jsou vioZeny do bunék), nebo po
konverzi na RNA nebo protein (pfehled je uveden v Dropulic
et al. (1994), vySe). Genetické antivirové sekvence jsou
také vyhodnymi sekvencemi nukleové kyseliny. Mezi geneticka
antivirova ¢inidla patfi, napfiklad, protismyslna molekuly,
RNA navnady, transdominantni mutanty, toxiny, modifikatory a
moduldtory sest¥ihu DNA, EGS (samostatné nebo v pfimé
asociaci s M1, Ul, PRE nebo CTE elementy), imunogeny, RNAi
(viz Zamore et al. Cell 101:25-33, 2000), nukleotidové
sekvence nebo molekuly, které modifikuji nebo moduluji
sest¥ih, konstitutivni transportni elementy (CTE), faktory
ovliviiujici jaderny export a import, DNAAintegraéni faktory,
RNA stabilizac¢ni nebo destabilizaéni elementy, post-
transkrip&ni regulaéni elementy (PRE), proteiny, které
interferuji s replikaci viru, interferony, toxiny, imunogeny
(definované jakymkoliv genem, ktery je imunologicky
relevantni), protilatky (celé protilétky, jednofetézcové
protilatky nebo molekuly zobrazujici ligand), ribozymy, nebo
jakékoliv elementy, které ovliviiuji jakykoliv aspekt
replikace vektoru nebo p¥irozeného viru, a ribozymy. Vyhodné
je genetickym antivirovym ¢inidlem protismyslnéd molekula, -
transdominantni mutant, imunogen a ribozym. Proto je
vyhodnou sekvenci nukleové kyseliny, ktera udili selektivni
vyhodu vektoru nad pfirozen?m kmenem viru, sekvence‘
genetického antivirového ¢inidla vybranéd ze skupiny

zahrnujici protismyslné molekuly, imunogen a ribozym.

Genetické antivirové ¢inidlo, jak je pouZito v
pfedkladdaném vynalezu, je omezeno pouze na cilené ovlivnéni
virové sekvence, zejména tehdy, kdyZ neni umisténo v
podminéné se replikujicim virovém vektoru. Napfiklad miZe
byt genetickd antivirova sekvence umisténa v lentivirovém

vektoru, takZe je ¢inidlo nami¥eno proti virovému nebo
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nevirovému cily, nap¥iklad, bunéc¢nému, bakteridlnimu nebo
parazitarnimu cily. V tomto pfipadé lentivirovy vektor
obsahuje vybrany gen operativné navéazany na nemodifikovany
nebo modifikovany HIV-LTR (pro exprese nesest¥iZené nebo
sest¥iZené RNA) a dale obsahuje genetické antivirové ¢inidlo
nebo sekvenci, kterad je navazéna na promotorovou sekvenci,
kteréd neni operativn& navazana na HIV-LTR. Vyhodnou sekvenci
je protismyslnd sekvence nebo ribozym, ktery je chiméricky s

snRNA, vyhodné& Ul, U2, U3, U4, U5 nebo U6 snRNA.

Genetické antivirové &inidlo neni také omezeno na
jedinou sekvenci nebo jediny typ sekvence, ktery je umistén
ve vektorové nebo pomocné sekvenci. Ve vektorovém nebo
pomocném konstruktu mitZe byt umisténo simulténné dvé nebo
vice ¢inidel, bud v urdité vzdalenosti od sebe, nebo lépe
v tandemu. Vyhodné jsou tato dvé nebo vice rhGznych
genetickych antivirovych &inidel umisténa v tandemu. Dalsi
provedeni genetickych antivirovych &inidel pro pouZiti
v ptedkladaném vynalezu jsou jakdkoliv provedeni, kterd vaii

dohromady dva rGzné typy genetickych antivirovych Cinidel.

“Protismyslnd molekula” je molekula, kterd je zrcadlovym
obrazem (podle pravidel parovani bazi) kratkého segmentu
genu, jehoZ exprese md byt blokovéna. Protismyslna molekula
nanifend proti HIV hybridizuje na RNA prirozeného HIV a
umoZfiuje jeji pfednostni degradaci buné&fnymi nukleasami.
Protismyslné molekuly jsou vyhodn& DNA oligonukleotidy
majici délku p¥ibliZné& 20 aZ p¥ibliZné 200 pard bazi,
vyhodné p¥ibliZné& 20 aZ p¥ibliZné& 50 pard bazi, a -
optimalné& — mén& neZ 25 pard bazi. Z crHIV RNA miZe byt
exprimovana protismyslnid molekula , kter& se pfednostné vaZe
na genomovou prirozenou RNA, ¢imZ se doda crHIV RNA

selektivni vyhoda pro baleni do viriont.
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Protismyslné molekuly exprimované ve vektorech jako RNA
maji velikost vyhodn& alespoii 20 bazi, vyhodné&ji do 2000
bazi, nejvyhodn&ji p¥ibliZné 50 aZ 500 bazi. Takové
protismyslné molekuly se vyhodn& vaZi na genomovou
pfirozenou RNA a ne na vektorovou RNA, coZ poskytuje vektor
selektivni vyhodu nad p¥irozenym virem. Vyhodnym regionem
pro generovani protismyslné molekuly ve vektoru odvozeném od
HIV je napiiklad obalovy region (env), regiony Tat nebo Rev
proteinu, regiony pomocnych genu (Vif, Nef, Vpr, Vpu),
regiony Gag, které jsou 3’ k Nsil restrikénimu mistu na
pNL4-3, a regiony Pol, které neobsahuji region 545 bazi

v Pol, jak bylo uvedeno vySe.

,Imunogen” je jakykoliv imunologicky relevantni gen a
jim kédovany genovy produkt. ACkoliv historicky byl termin
“imunogen” pouZivan pro oznalovéani adjuvans p¥i vakcinaci,
jsou zde terminy “imuno-” a “-gen” pouZivany pro oznaceni
imunologicaky relevantniho genu a jim kédovaného genového
produktu. Napfiklad miZe imunogen kdédovat jednofetézcovou
protilatku (scAb) namifenou proti strukturélnimu proteinu
viru, nebo miZe kédovat protilatku, kterd je secernovana
buiikou extracelularné&. Imunogen je pfenesen ve formé
nukleové kyseliny a je exprimovan intraceluldrné. Imunogen
miZe také kdéddovat jakykoliv antigen, povrchovy protein
(v&etnd téch, které jsou restrihovany na uréitou t¥idu) nebo
zobrazovaci protilatku, ktera usnadiiuje selekci vektoru
a/nebo hostitelské buiiky. Ve vyhodném vektoru sekvence
nukleové kyseliny obsahuje scAb kédujici sekvenci, ktera se
vaZe na Rev protein. Toto vyhodné& brani maturaci Rev
proteinu, coZ vede k jeho zachyceni v endoplasmatickém
retikulu. Konkrétn&, Rev proteiny, samostatné nebo
v kombinaci s jinymi bun&fnymi faktory, exportuji
nesest¥iZenou a jednou sest¥iZenou HIV RNA z jadra do

cytoplasmy tim, Ze se vaZi na RRE (vysoce strukturovanou
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cis-ptsobici RNA cilovou sekvenci pro Rev, oznacovanou jako
Rev reaktivni element) a oligomerizuji ji na ohranilenou HIV
RNA. HIV RNA, které jsou v komplexu s Rev, jsou exportovany
do cytoplasmy a obchazeji tak mechanismy sestfihu. Proto,
pokud se p¥irozeny Rev nenavazZe na prirozeny RRE, tak neni
pfirozend HIV RNA exportovana do cytoplasmy a neni

enkapsiodovana do viriont.

Optimaln& vektor obsahujici scAb sekvenci nukleové
kyseliny dale obsahuje modifikovanou RRE sekvenci, a koéduje
mutovany Rev protein, ktery rozpoznavé modifikovany, ale ne
pfirozeny RRE. V souladu s tim v buiikach obsahujicich
p¥irozeny HIV a vektor obsahujici scAb sekvenci nukleové
kyseliny je vektor vyhodné& balen do viriont. Podobnéa
strategie je vyhodn& pouZita tehdy, kdyZ jsou proteiny
matrix nebo nukleokapsidy p¥irozeného HIV (nebo jakéhokoliv
proteinu podilejiciho se na interakcich protein/HIV, které

ovliviiuji enkapsidaci virové RNA), cily pro schAb.

“Ribozym” je protismyslna molekule s katalytickou
aktivitou, kterd se misto vazby na RNA a inhibice translace
va%e na RNA a provadi ve specifickém mist& Stépeni navazané
RNA molekuly. Obecnd existuji &ty¥i skupiny ribozymi:
skupina I Tetrahymena intervenujicich sekvenci, EGS (externi
vodici sekvence), a kladivkové nebo vlasenkové ribozymy.
Nicméné&, v jinych RNA molekuléch, napf., viru hepatitidy
delta a ribosomalni RNA v mykotickych mitochondriich také

existuji dalsi katalytické motivy.

Vyhodnym ribozymem je ribozym, ve kterém katalyticka
doména 3tépi 3’-nukleotidovou NUH sekvenci, kde N miZe bbyt
jakykoliv nukleotid (t.j., G, A, U nebo C), a H mAZe byt A,

C nebo U. Nicmén&, protoZe je sekvenci, kterad je nejlépe
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Stdpena takovymi ribozymy GUC misto, tak NUH sekvence
vyhodné obsahuje GUC misto.

Vyhodné je, aby takovy ribozym Stépil region p¥irozeného
kmenu viru nebo jeho transkriptu, ale aby ne3tépil region ve
vektoru nebo jeho transkriptu. Ribozym 3tépi virus nebo jeho
transkripty tak, Ze mohou byt RNA nebo DNA, jak bylo popsano
vySe. Stépenim ,v regionu“ se rozumi 3tépeni v cilové
regionu, t.j., vyhodné& regionu viru, ktery je nutny pro
propagaci viru. Vyhodné je vektor modifikovan tak, Ze tento
cilené ovliviiovany region (tj. pokud je vibec pfitomny ve
vektoru) neni 3té&pen ribozymem. Volitelné miZe ribozym
5t&pit vektor, pokud 3té&peni neprobihd v regionu nutném pro

propagaci viru, napf. crHIV &astic.

Optimdlné je ribozym kbédovany sekvenci vybranou ze
skupiny zahrnujici SEQ ID NO:3: (t.j.,CACACAACACTGATGAGGCCG-
AAAGGCCGAAACGGGCACA) a SEQ ID NO:4 (t.j., ATCTCTAGTIC-
TGATGAGGCCGAAAGGCCGAAACCAGAGTC) . SEQ ID NO:3 obsahuje
ribozym, ktery je cileny na +115 misto (t.j., v poltu bazi
od zadatku transkripce) prirozeného HIV U5 regionu, SEQ ID
NO:4 obsahuje ribozym, ktery je cileny na +133 misto U5

regionu p¥irozeného HIV.

Takovy ribozym je schopen 3tépit pfirozeny HIV genom
(nebo jeho transkripty), ale ne vektorovy genom (nepo jeho
transkripty), protoZe vektorova U5 sekvence je modifikovana
in vitro mistné& cilenou mutagenesi, jak je znamd v oboru a
jak je popsand v pfikladu 1. Konkrétné jsou vektorové
sekvence vyhodné& modifikovany tak, Ze vektor obsahuje
sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID NO:2 (t.j.,
GTGTGCCCACCTGTTGTGTGACTCTGGCAGCTAGAGAAC), SEQ ID NO:5,

(t.j., GTGTGCCCGCCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATC), SEQ ID NO:6
(t.j., GTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGCAACTAGAGATC), SEQ ID
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NO:14, kde je alespoii jeden N mutovany, SEQ ID NO:15 a SEQ
ID NO:16. Ve form& RNA vektor vyhodné& obsahuje sekvenci
kédovanou sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:14, kde je alespoin jeden N
mutovany, SEQ ID NO:15 a SEQ ID NO:16. Naopak, ptirozeny HIV
obsahuje U5 sekvenci kédovanou sekvenci SEQ ID NO: 1 (t.3.,
GTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATC) . Modifikace in toto
a srovnani s pFirozenou U5 sekvenci (ve formé& DNA) jsou

uvedeny na obr. 2.

Dale mohou byt pouZity jiné ribozymy cilené na jiné
fegiony viru , konkrétn& HIV genomu, samostatné nebo
v kombinaci. Nap¥iklad mtiZfe ribozym 3tépit jiné RNA sekvence
nutné pro virovou replikaci, nap¥., v reversni
transkriptase, protease nebo transaktivatorovém proteinu, Vv
Rev, nebo jiné nutné sekvence, jak byly popsany vySse.
Vyhodné& vektor obsahuje vice ribozyml, napf. cilenych na
vice mist. V takovém p¥ipad& jsou analogické sekvence ve
vektoru modifikované mistné cilenou mutagenesi nebo né&jakymi
jinymi prostfedky znamymi v oboru, za zisku vektoru, ktery

je resistentni na takové 3tépeni ribozymy.

KdyZ je vektorem virus lidské imunodeficience, tak

s vyhodou vektor neobsahuje gen a jeho 5 sestfihové misto, a
misto toho obsahuje trojitou anti-Tat ribozymovou kazetu,
kde katalyticka doména kaZdého ribozymu trojité ribozymové
kazety 3t&pi jiné misto na molekule nukleove kyseliny
pFirozeného viru lidské imunodeficience, konkrétné jiné
misto v tat. Vyhodn& katalytickd doména kaZdého ribozymu
§tépi nukleotidovou sekvenci v regionu molekuly nukleové
kyséliny pfirozeného viru lidské imunodeficicence, pro které
neexistuje analogické misto ve vektoru sensitivni na

ribozym.
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Dal%im provedenim ribozymi Jjako genetickych antivirovych
ginidel jsou ribozymy, které nezaméfuji sekvence pouze
pomoci Watson-Crickova parovani bazi, ale také pomoci G-U
"wobble" parovani bazi. Pokusy ukéazaly, Ze G-U "wobble"” ve
dvoutetézcové RNA mé podobna pravidla jako Watson-Crickovo
parovani bazi. Za daného vysokého stupné mutaci v HIV, i ve
vysoce konzervovanych regionech, diky kterému vznikaji jiné
kmeny HIV, zvy3uje moZnost vyvoje ribozymu, ktery Jje
namifeny proti vice kmentm, dramaticky vyhody pfedklédaného
vynadlezu. Napfiklad, vysoce konzervovany cilovy region v tat
genu, ktery miZe byt pouZit jako cilova sekvence pro
ribozymy podle pfedkladdaného vynalezu, obsahuje "G" nebo “A”
ve 40 dobfe znamych kmenech HIV-1. Tak miZe byt ribozym
nami¥eny proti tomuto regionu navrZen tak, aby obsahoval "U"
misto "C”" ve vhodné cilové sekvenci, coZ umoZni parovéani
s "G" nebo "A" zbytkem. Toto mGZe byt porovnano s pouzitim
“wor v cilené sekvenci, coZ omezi schopnost ribozymu cilené
ovlivnit kmeny HIV-1 majici “A” v p¥isludné pozici. Tento
pristup vyuZivajici “U” kdekoliv, kde v cilové pozici pro
ribozym existuje variace G,A, vyznamn& zvy3uje pouZitelnost

ribozymti podle p¥edkladaného vynalezu.

Daldim provedenim pro provadéni predkladaného vynalezu
je pouZiti ribozymové kazety (ktera obsahuje vice neZ jeden
ribozym, které jsou navazany v tandemu) degenerované tak, Ze
neni p¥imo opakovéna ve vektoru. P¥itomnost degenerovanych
sekvenci brani deleci opakovanych sekvenci, jak je
pozorovana v retrovirovych vektorech a v jinych nukleovych
kyselinach. Proto miZe byt ribozymova kazeta sloZena
z tandemov® uspotadanych p¥imo se opakujicich sekvenci
deletovana béhem vice cykld replikace. Degenerované
ribozymové sekvence mohou byt pouZity pro p¥fekonani tohoto
problému, protoZe sekvence Vv katalytické doméné& kladivkového

ribozymu mohou byt substituovany jinymi nukleotidy, podle
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"wobble"” parovani bazi, bez vyznamnéjSi ztraty aktivity.
Mutagenese kladivkovych ribozyml byla jiZ provedena dfive a
mohouvbYt urc¢ena mista, kterd mohou byt degenerovéna
(Ruffner DE, Stormo GD, Uhlenbeck OC. Sequence requirements
of the hammerhead RNA self-cleavage reaction. Biochemistry.
1990 Nov 27;29(47):10695-702) . Jinym zplsobem pro sniZeni
pravdépodobnosti deleci je nasm&rovéani jednotlivych ribozymi
kazety na jind mista cilové RNA. V takovém p¥ipadé nebude

kazeta obsahovat p¥imo se opakujici sekvence.

“Transdominantni” nebo “dominantné& negativni” sekvence
nukleové kyseliny udili ji kédovany fenotyp i za pFitomnosti
pifirozené sekvence. Popis zkraceného CCR5 proteinu (vy3e) je
jednim pfikladem. Dal3imi p¥iklady jsou jakékoliv mutantni
retrovirové nebo lentivirové sekvence, které udileji

transdominantni fenotyp. P¥iklady jsou rev a gag geny.

Jednim p¥ikladem poskytujicim selektivni vyhodu, stejné
jako inhibici infek&niho p¥irozeného viru, Jje
transdominantni gag sekvence, u které bylo prokézéano, Ze
inhibuje replikaci HIV-1, pravdépodobné tim, Ze interferuje
se setavovani kapsidy. Takova sekvence se vyhodné& pouZije
v kombinaci s retrovirovym vektorem, ktery neni na bazi HIV-
1, aby byla umoZné&na jeji replikace a baleni bez inhibice
transdominantni sekvenci. Nap¥iklad, retrovirovy vektor
obsahujici HIV-2 gag a pol geny miZe obsahovat
transdominantni HIV-1 gag sekvenci. Takovy vektor miZe byt
replikovan a balen prost¥ednictvim komplementace s vhodnym
HIV-2 pomocnym vektorovym konstruktem. Po umisténi v buiice,
kterd je infikovanad HIV-1 je transdominantni gag sekvence
dostupnd pro expresi p¥i infekci HIV-1, kdy blokuje
mobilizaci HIV-1 viru. Retrovirové vektory kédované HIV-2
gag a pol geny jsou v8ak stédle k dispozici pro enkapsidaci a

mobilizaci vektoru.
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2. Sekvence nukleové kyseliny, jejichZ pfitomnost udili
selektivni vyhodu butikam infikovanym nebo neinfikovanym
vektorem obsahujicim sekvenci ve srovnani s buiikami

infikovanymi p¥irozenym kmenem viru.

Sekvenci nukleové kyseliny, kterd udili selektivni
vyhodu buiice obsahujici vektor obsahujici sekvenci nad
butikou obsahujici, nebo neobsahujici, pfirozeny kmen viru
(t.j. neobsahujici sekvenci), je vyhodné jakakoliv sekvence,
ktera umoZiiuje buifice obsahujici vektor preZivat a propagovat
virové Castice (t.j., crHIV virové &astice) ve srovnani s
bufikou obsahujici pfirozeny virus, nebo s buifikou
neobsahujici sekvenci nukleové kyseliny. Mezi takové
sekvence patti, nap¥iklad, jakakoliv sekvence, kteréa
umoZfiuje bufice, nebo vektor obsaZenému v bufice, uniknout
destrukci, sekvence, kterad podporuje preZivani buiiky,
sekvence, ktera indukuje apoptosu, sekvence, ktera usnadiiuje
produkci proteind nebo sekvence, ktera podporuje imunitni

funkce nebo cilené zamé¥eni.

Naptiklad, vyhodn& takové sekvence nukleové kyseliny
obsaZena ve vetoru kéduje geny pro mnohotnou lékovou
resistenci (viz., nap¥., Ueda et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 141, 956-962 (1986); Ueda et al., J. Biol. Chem.,
262, 505-508 (1987); a Ueda et al., PNAS, 84,3004-3008
(1987)). V pritomnosti p¥idanych cytotoxickych 1léciv
(naptiklad 1é&iv pouZivanych v protinédoroveé chemoterapii)
miZe buiika obsahujici vektor p¥eZivat, zatimco bufika
obsahujici ptirozeny virus, jako je HIV, nikoliv. Mezi
takové cytotoxické léky pat¥i, napfiklad, aktinomycin D,
vinblastin-sulfat, vinkristin-sulfat, BCNU (s nebo bez BG

Upravy), daunomycin, adriamycin, VP-16 a AMSA.
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Jinym p¥ikladem takové sekvence nukleové kyseliny je
jakdkoliv varianta sekvence 0°~-methylguanin-DNA-
methyltransferasy (MGMT). MGMT miZe byt pouZita pro chranéni
hematopoetickych progenitorti pfed toxicitou alkylaénich
lé¢iv. PF¥irozend MGMT je inhibovana 0°-benzylguaninem (BG),
ktery potencuje toxicitu alkylaénich &inidel. MGMT varianty,
které jsou resistentni na inaktivaci BG a schopné chranit
prfed alkyladnimi &inidly, mohou byt poskytnuty jakymkoliv
typem bun&k podle predkladaného vyndlezu. P¥ikladem takoveé

varianty je G156A MGMT.

Napfiklad, hematopoetické progenitorové buiiky
transdukované takovymi variantami podle pfedkléadaného
vynalezu mohou byt selektovény po podani BG a 0°~guanin-
methylujiciho nebo chlorethylujiciho &inidla. P¥iklady
takovych methyla&nich ¢inidel jsou pro pouZiti
v p¥edklédaném vyndlezu jsou napfiklad temozolomid,
nitrosomodoviny, tetraziny, triaziny, dakarbazin,
temozolomid, streptozotocin, prokarbazin. P¥iklady takovych
chlorethyla&nich ¢inidel jsou, napfiklad, BCNU (1,3-bis(2-
chlorethyl)-1-nitrosomofovina), CCNU (3-cyklohexyl-1-
chlorethyl-nitrosomodovina), ACNU (1-(4-amino-2-methyl-5-
pyrimidinyl)methyl-3-(2-chlor)-3-nitrosomoCovina a MeCCNU
(l—(2—chlorethyl)—3—(4—methylcykiohexyl)—1—nitrosomoéovina.
Vyhodn& je alkyla&nim ¢inidlem BCNU. '

Bylo prokdzano, Ze BCNU zpusobuje permanentni, kovalentni
mezitet&zcové zesit&ni DNA, jak v klidovych, tak v délicich
se buiikdch. Tyto 1léze jsou cytotoxické pro bufiky bé&hem
replikace DNA. MGMT je primdrnim mechanismem reparace BCNU
1lézi v DNA. V dasledku toxicity BCNU pro klidové buiiky
umoZfiuje selekce s MGMT variantami dodanymi lentivirovymi
vektory podle p¥edkladaného vyndlezu také selekci

totipotentnich hematopoetickych kmenovych bunék v Go fazi
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bun&&ného cyklu, ktery je vZak intermitentni, za uCelem
produkce vice kmenovych buné&k a krevnich progenitorovych
bundk. Kmenové bufiky jsou obvykle resistentni na
retrovirovou transdukci, ale mohou byt transdukovany
retrovirovymi vektory, pokud nejsou pouze Vv Go fazi
bun&&ného cyklu. Stejné& jako onko-retroviry mohou byt
lentivirové vektory podle pfedklédaného vyndlezu pouZity pro
transdukci hematopoetickych kmenovych bunék, vCetné
testovatelnych hematopoetickych ELTC-IC a NOD-SCID nebo
SCID-hu repopulujicich bunék. Nicmén&, oproti onko-
retrovirlim jsou podminky z hlediska cytokinl nutné pro
transdukci kmenovych buné&k bez jejich diferenciace
vyhodnéjsi pro lentivirové vektory, protoZe lentiviry
(nap¥iklad HIV) mohou infikovat bufiky, které se aktivné
neddli v dob& infekce. HSC selekce neni moZnéd p¥i pouZiti
jinych strategii, které selektuji cyklujici hematopoetické
progenitory. Tak miZe selekce zprosttfedkovanad MGMT
variantami a lentivirovymi vektory podle pfedkladaného
vynadlezu zvy3it p¥itomnost transdukovanych totipotentnich

HSC bez potF¥eby dlouhodobého podavéani lé¢iv pro selekci.

VySe uvedeny popis miZe byt aplikovan na hematopoetické
buiiky in vitro a ex vivo, stejné jako in vivo. Kromé
transdukce bundk in vivo variantami MGMT mohou byt
hematopoetické bufiky transdukovény ex vivo, po o3et¥feni
lékem ex vivo nebo in vivo. Takové buiiky oSet¥ené ex vivo
mohou byt infusi podany jedinci, voliteln& béhem

repopulovani kostni d¥end transdukovanymi buiikami.

Pfed uskute&né&nim vySe uvedeného postupu miZe byt
alkyladni 1lé&ivo BCNU pouZito pro redukovani CD4+ bunék
infikovanych HIV u HIV-pozitivnich jedinct. Jak bylo uvedeno
vy3e, vytvafi BCNU (po depleci endogenni MGMT) cytotoxické

léze v klidovych a proliferujicich buiikadch. Takové léze se
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vytvateji i bez vyznamndjdi deplece MGMT, pokud davka léku
pfekond koncetraci funk&niho AGT proteinu. Opakované
systémové podani BCNU zplsobuje kumulativni myelosupresi a
pancytopenii. Z lymfoidnich bunék se CD4+ lymfocyty zdaji
byt znaén& sensitivni na BCNU. Proto u jedinclt infikovanych
retroviry, jako jsou pacienti infikovani HIV, vede podédvani
BCNU, v&etné& podavani nizkych davek pro zabranéni
myelosupresi, sniZuje celkovou populaci CD4+ lymfocytl a tim
redukuje virovou naloZ. Po této 1é¢b& miZe nésledovat infuse

hematopoetickych progenitorli, jak byla popsana vyse.

ProtoZe miZe BCNU u&inkovat "utajenym” zplsobem, kdy
vytva¥i cytotoxické léze v klidovych buiikkdch, ma tento
postup daldi vyhodu v tom, redukuje pot¥ebu opakované 1éCby.
Je samozPejmé, Ze tento postup miZe byt kombinovan
s pouZitim BG pro potenciaci u&inkG BCNU. Alternativné& miZe
byt tento postup pouZit v kombinaci se zavedenim variant
MGMT pomoci vektordl podle p¥edklédaného vyndlezu pro dodani
ochrany pro transdukované CD4+ buiiky. Tento posledni uvedeny
zptisob miife byt nezavisly nebo miZe byt provede spolelné&

s oSet¥enim hematopoetickych buné&k, jak bylo popséano vySe.
Tak je vyhodnym provedenim pfedkladaného vynalezu
exprimovani mutantniho MGMT (druhé sekvence nukleové
kyseliny) ve vektoru, ktery obsahuje anti-HIV protismyslnou
sekvenci nebo ribozym (prvni sekvenci nukleové kyseliny)
tak, Ze vektor poskytuje jak selektivni vyhodu vici bunkam
infikovanym pfirozenym HIV, tak selektivni vyhodu vuci
ptirozenému HIV viru, v p¥isluSném potadi. Daldim vyhodnym
provedenim je provedeni, ve kterém vektor exprimuje MGMT gen
(nebo druhou sekvenci nukleové kyseliny) mimo HIV-LTR

promotor, jako sest¥iZenou mRNA.

Konedéné&, actkoliv vektory exprimuji anti-HIV ribozymy nebo

protismyslné sekvence, neni vynalez takto omezen, protoZe
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odbornik v oboru snadno insertuje jakoukoliv inhibiéni
nukleotidovou sekvenci do vektoru, pro dosaZeni konkrétniho
terapeutického, profylaktického nebo biologického efektu.
Vyhodnou metodou pro expresi inhibilni sekvence je pouZiti
této sekvence v Ul snRNA/promotorové kazeté&, jak je popsano

v Dietz (USP 5,814,500).

Alternativné takova sekvence nukleové kyseliny obsahuje
sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici sekvenci (nebo
sekvenci, ktera kéduje) mutovanou (t.j., mutantni) proteasu,
a sekvenci (nebo sekvenci, kterd kéduje) mutovanou (t.j.,
mutantni) reversni transkriptasu. Vyhodné je mutovana
reversni transkriptasa upravena tak, aby byla resistentni na
inhibitory reverzni transkriptasy, a mutovana proteasa Jje
upravena tak, aby byla resistentni na bé&Zné& pouZivané

inhibitory proteasy.

Podavani té&chto inhibitord proteasy nebo reversni
transkriptasy hostitely spolené& s vektorem je pouZito pro
selekci bundk produkujicich vektor mezi buiikami
produkujicimi pt¥irozeny virus. Tento postup miZe byt také
modifikovan pro pouZiti s jakymkoliv lékem, ktery inhibuje
replikaci viru, kdy virus miZe byt mutovéan tak, aby byl
resistentni na inhibici. V souladu s tim p¥i 1écbe HIV
selektivni sekvence nukleové kyseliny inkorporovana do
vektoru vyhodn& obsahuje mutovanou HIV sekvenci. Optimalné

viak tyto sekvence nebrani superinfekci p¥firozenym HIV.

Vyhodné je vektorem jeden z vektorl uvedenych vyse,
konkrétnéd vylep3eny podminéné& se replikujici vektor uvedeny
na obr. 1A-1K. Je samozfejmé, Ze p¥i provadéni zpisobu podle
pfedkladaného vynalezu miZe byt GFP kédujici sekvence
deletovana nebo nahrazena jinou sekvenci. GFP kédujici

sekvence jsou v t&chto p¥ikladnych vektorech pfitomny jako
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marker nebo indikator p¥itomnosti vektoru nebo genové

exprese z vektoru.

Vyhodné vektory podle pfedkladaného vynélezu mohou
obsahovat rtizné prvky popsané v pfedkléddaném vynalezu.
Konkrétné&, lentivirové vektory mohou postradat tat gen a
mohou obsahovat alespoifi jednu protismyslnou sekvenci. Dale
mohou vektory obsahovat sekvenci, jako je centralni
polypyrimidinovy tusek HIV nebo vét3i fragment nukleové

kyseliny obsahujici tento usek.

Optima&lné je vektor kompatibilni s buiikou, do které je
vloZen, napfiklad miZe v buCe vyvolat expresi vektorem
k6dované sekvence nukleové kyseliny. Vyhodné vektor obsahuje
sekvenci rozpoznavaijici polatek replikace funkéni v dané
bufice. KdyZ je sekvence nukleové kyseliny pfenesena ve formé
DNA kédujici sekvence (napf¥. misto formy kompletniho genu
obsahujiciho vlastni promotor), tak vektor optimalné také
obsahuje promotor, ktery miZe ¥idit expresi kédujici
sekvence a tento promotor je operativné navazan na kédujici -
sekvenci. Kbédujici sekvence je “operativné& navazana” na
promotor (nap¥. kdyZ kédujici sekvence a promotor tvori
dohromady p¥irozeny nebo rekombinantni gen), kdyZ miZe

promotor ¥idit transkripci kédujici sekvence.

V rekombinantnim vektoru podle pfedkladaného vynalezu
jsou vyhodné& v3echny transkripéni (napf., iniciacni a
terminadni signédly), transladni {(nap¥. mista pro vstup nebo
vazbu ribosomu a podobné), zpracovavaci signaly (napf.,
donorova nebo akceptorova sest¥ihova mista, pokud jsou
nutna, a polyadenyladni signéaly), translokacni mista,
integra¢ni mista, mista pro vstup ribonuklearniho komplexu,
stabilizadni elementy a translokac¢ni elementy, v cis nebo

trans form&, spravné sefazeny ve vektoru, takZe dochazi ke
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spravné transkripci (a/nebo translaci, pokud je to vhodné)
jakéhokoliv genu nebo kédujici sekvence v bufice, do které je
vektor zaveden. Ovlivn&ni takovych signdltt pro zajisténi
vhodné exprese v hostitelskych bufikdch je dobre znéamé

odbornikim v oboru.

Vyhodn& vektor obsahuje Pol sekvenci, kterd zvysSuje
u¢innost stabilni transdukce, a ktera je definovana jako
integrované kopie vektoru v genomu hostitelské buiiky. Pro
sekvenci identifikovanou Zennou et al. (Cell 101:173-185
(2000)) jako centralni usek DNA (fragment velikosti 178 paru
bazi od pozice 4793 do 4971 na pLAI3, odpovidd pozicim 4757
aZ 4935 na pNL4-3) bylo popsano, Ze zvy3uje ucinnost
transdukce, ale v mife nedostatelné pro vyznamn&j$i zvySeni
G&innosti stabilni transdukce. Ptredkladany vyndlez zahrnuje
objev, Ze zatimco tento maly fragment neni dostatelny pro
zvySeni G&innosti stabilni transdukce, v&t3i fragment (545
part bazi) (pozice 4551 aZ 5096 v pNL4-3), nebo jesté vétsi
fragmenty obsahujici tento fragment, jak jsou popsany v US
patentu 5,885,806), jsou zvySovat stabilni transdukci, coZ
je soudast pFedkladaného vyndlezu. ZvySeni uc¢innosti
stabilni transdukce bylo detekovano pomoci exprese GFP a
FACS analyzou, a Tagman analyzou integrovanych kopii

vektorového genomu.

Dalii zptsoby pro zvygeni ulinnosti transdukce jsou
popsany v souvisejici U.S. patentové prihlaSce pofadoveé c.
(je3t& neni p¥id&leno) podané 31.8.2000 jako spis C.
397272000400, kterd je zde uvedena v plném rozsahu jako

odkaz.

Virové vektory pouZiti v p¥fedkladaném vynalezu mohou
také vznikat v dasledku tvorby “pseudotypu”, kdy soulasna

infekce buiiky réiznymi viry vede k produkci virionh
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obsahujicich genom jednoho viru obaleny vnéjsi vrstvou
obsahujici jeden nebo vice obalovych proteini druhého viru.
Tento fenomén se pouZil pro baleni danych virovych vektorl v
“pseudotypovém” virionu pomoci souclasné transfekce nebo
soudasné infekce pomocné buiiky obéma danymi virovymi vektory
a genetickym materidlem kédujicim alesponi jeden obalovy
protein jiného viru nebo molekulu buné&&ného povrchu. Viz
U.S. patent 5,512,421. Takové smiSené viry mohou byt
neutralizovany anti-sérem proti jednomu nebo vice pouzitych
heterolognich obalovych proteint. Jednim z vird béZné
pouZivanym p¥i tvorb& pseudotypu je virus vesikularni
stomatitidy (VSV), ktery je rhabdovirem. PouZiti
pseudotypovani rozSifuje 3kalu hostitelskych bunék pro
virus, nebot jsou pouZity elementy mechanismu pro vstup viru
z heterologniho viru. Pseudotypovéani virovych vektorli a VSV
pro pouZiti v p¥edkladaném vyndlezu vede ke vzniku virovych
gastic obsahujicich nukleovou kyselinu virového vektoru
enkapsulovanou v nukleokapsidé&, kterd je obklopena nmembranou
obsahujici VSV G protein. Nukleokapsida vyhodné obsahuje
proteiny normaln& asociované s virovym vektor. Sousedni VSV
G protein tvofici &asti membrany tvoii virové Céastice poté,
co je vylouden z buiiky pouZité k baleni virového vektoru.
P¥iklady balicich bun&k jsou popsany v U.S. Patentu
5,739,018. Ve vyhodném provedeni p¥edkladaného vynalezu je
virova &astice odvozena od HIV a pseudotypovana VSV G
proteinem. Pseudotypované virové Castice obsahujici VSV G
protein mohou infikovat rGzné typy bunék s vy38i u¢innosti
ne? amfotropni virové vektory. Mezi moZné hostitelské buiky
pat¥i sav&i i non-sav¢i buiiky, jako jsou lidské, hlodavci,

rybi, hmyzi bufiky a buiiky obojZivelniki.

Vyhodné vektor také obsahuje urdity element, podle
kterého je vektor nebo obsaZenad subklonovana sekvence

identifikovana a selektovéna. Identifikace a/nebo selekce se
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provede jednim ze zplUsobll znamych v oboru. Naptiklad,
vektory obsahujici ur&ité geny nebo kéddujici sekvence jsou
vyhodné identifikovany hybridizaci, p¥itomnosti nebo absenci
funkce takzvaného “markerového” genu kdédovaného markerovym
genem pfitomnym na vektoru, a/nebo expresi konkrétni
sekvence. V prvnim zpisobu je pritomnost konkrétni sekvence
ve vektoru detekovédna hybridizaci (napf. DNA-DNA
hybridizaci) za pouZiti sond obsahujicich sekvence, které
jsou homologni k relevantni sekvenci. Ve druhém zplsobu je
systém rekombinantni vektor/hostitel identifikovan a
selektovan podle pFitomnosti nebo absence urcCité funkce
markerového genu, jako je resistence na antibiotika,
aktivita thymidin-kinasy a podobn&, kterd je zplsobena geny
ko6dujicimi tyto funkce p¥itomnymi na vektoru. Ve tfetim
zplisobu jsou vektory identifikované testovanim na uféity
genovy produkt kbédovany vektorem. Takové testy jsou zaloZeny
na fyzikalnich, imunologickych nebo funk&nich vlastnostech

genového produktu.

V souladu s tim pfedkladany vynalez také poskytuje
vektor, ktery - pokud jde o DNA vektor, obsahuje
nukleotidovou sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID
NO: 2, 4, 5, 6, 7, 15, 16, 17 a 18, a ktery - pokud jde o
RNA vektor - obsahuje nukleotidovou sekvenci kdédovanou
nukleotidovou sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID

NO: 4, 5, 6, 7.

Pfedkladany vynalez dale poskytuje zplsob pro uUpravu
vektoru, ktery je odvozen od p¥irozeného viru lidské
imunodeficience a ktery je schopen replikace pouze VvV
hostitelské bufice, kterd je permisivni pro replikaci
uvedeného vektoru, s ribozymem. Ribozyme, ktery je obsaZeny
v nebo kbédovany vektorem, 3tépi nukleovou kyselinu

p¥irozeného viru lidské imunodeficience, ale ne vektor
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samotny nebo jeho transkripty. Zpisob zahrnuje ziskani
vektoru, ktery je odvozen od ptirozeného viru lidské
imunodeficience a ktery je schopen replikace pouze Vv
hostitelské buiice, kterd je permisivni pro replikaci
uvedeného vektoru, a inkorporovani sekvence nukleové
kyseliny, ktera obsahuje nebo kéduje ribozym, jehoZ
katalytickd doména St&pi nukleovou kyselinu pfirozeného viru
lidské imunodeficience, ale ne vektor samotny nebo jeho
transkripty, do vektoru. V takovém zplsobu miZe byt
nukleotidovad sekvence obsahujici nebo kdédujici U5 sekvenci
p¥irozeného viru lidské imunodeficience deletovéana z vektoru
a miZe byt nahrazena nukleotidovou sekvenci vybranou ze
skupiny zahrnujici SEQ ID NO: 2, 5, 6, 14, ve kterych je
alespoitt jeden N mutovany, 15 a 16, kdyZ je vektorem DNA, a
nukleotidovou sekvenci kédovanou nukleotidovou sekvenci
vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID NO: 2, 5, 6, 14, ve
kterych je alespofi jeden N mutovany, 15 a 16, kdyZ je
vektorem RNA. Vyhodn& se vektor replikuje v hostitelské
bufice permisivni pro replikaci uvedeného vektoru vice neZ

jednou.

P¥edkladany vynalez také poskytuje zplsob pro
modifikovani vektoru. Zpusob zahrnuje ziskani vektoru a
vloZeni nukleotidové sekvence vybrané ze skupiny zahrnujici
DNA sekvence SEQ ID NO: 2, 2, 3, 4, 5, 6, 14, ve kterych je
alespoil jeden N mutovany, 15 a 16, pokud je vektorem DNA, a
nukleotidova sekvence kédované nukleotidovou sekvenci
vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID No: 2, 4, 5, 6, 7, 15,
16, 17 a 18, kdyZ je vektorem RNA, do vektoru.

Pf¥edkladany vynalez také poskytuje zplsob pro
Propagovani a selektivni baleni podminéné& se replikujiciho
vektoru bez pouZiti pomocné bun&fné linie. Zplsob zahrnuje

kontaktovani podmin&né& se replikujiciho vektoru s buifikami
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schopnymi byt infikované jinym vektorem, ktery je stejného
typu jako podmindn& se replikujici vektor a ktery se 1i8i od
podmin&né& se replikujiciho vektoru tim, Ze je p¥irozeny

z hlediska kompetence pro replikaci; potom kontaktovéni
bunék s daldim vektorem; a potom kultivovani bunék za
podminek umoZiiujicich propagaci podminéné se replikujiciho
vektoru. Pomocny vektor popsany vy3e a jed3té podrobnéji
popsany dale je jednim typem takového komplementéarniho

vektoru.

Vynalez také poskytuje izolovanou a prelidténou molekulu
nukleové kyseliny vybranou ze skupiny zahrnujici DNA
molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci vybranou ze
skupiny zahrnujici SEQ ID NO: 2, 5, 6, 14, kde alespoii jeden
N je mutovany, 15 a 16, a RNA molekulu obsahujici
nukleotidovou sekvenci kédovanou nukleotidovou sekvenci
vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID NO: 2, 6, 7, 15, 16,
17 a 18.

ZpUsoby pouZiti

VySe uvedené vektory jsou vyhodné vloZeny do hostitelské
buitky za u&elem profylaktické a terapeutické 1lécby virové
infekce, z davodu snadného udrZovani vektoru a také z jinych
divodii. V souladu s tim p¥edkladany vynalez poskytuje
hostitelské builky obsahujici vektor podle pf¥edkléadaného
vynalezu. Izolace hostitelskych bunék, a/nebo udrZovani
takovych bunék nebo bunéfné linie v kultufe je snadné pro

odborniky v oboru.

Konkrétné, podminéné se replikujici virovy vektor, nebo
vyhodn& lentivirovy vektor, jak byl popsén vySe, je vyhodné
pouZit v profylaktické a terapeutické lécbé virové infekce,

vyhodné& jako je infekce pf¥irozenym virem, vyhodné pIirozenym
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RNA virem, je3té& vyhodn&ji pfirozenym retrovirem, a

optimadlné p¥irozenym HIV.

Zpisob zahrnuje kontaktovéni hostitelské buiiky, ktera
miZe byt infikovana pfirozenym virem, s podminéné se
replikujicim vektorem, ktery miZe byt replikovan pouze Vv
hostitelské bufice permisivni replikaci vektoru, JjehoZ
pritomnost, transkripce nebo translace inhibuje replikaci
pfirozeného kmene viru v hostitelské bufice. Vyhodné se
vektor replikuje vice neZ jednou a obsahuje alesponn jednu
(t.3.

selektivni

sekvenci nukleové kyseliny, jejiZ vlastnictvi
pritomnost, transkripce nebo translace) udili
vyhodu vektoru v hostitelské buiice nad pfirozenym kmenem
viru, kterym je optimadlné& kmen, ze kterého byl vektor

odvozen.

V tomto zplisobu sekvence nukleové kyseliny vyhodné
obsahuje nukleotidovou sekvenci, kterd obsahuje nebo kéduje
genetické antivirové &inidlo, které neZddoucim zplhsobem
ovliviiuje replikaci a/nebo expresi virl jinych neZ je
uvedeny vektor. Vyhodné je genetické antivirové Cinidlo
vybrané ze skupiny zahrnujici protismyslnou molekulu,
ribozym a imunogen. Optimaln& je genetickym antivirovym
¢inidlem ribozym, vyhodné& takovy, jehoZ katalyticka doména
$t&pi NUH sekvenci ve 3’ misté& (t.j. zejména GUC sekvenci).
Volitelné& je ribozym kdédovany, alespoill Castelné, sekvenci
vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID NO:3 a SEQ ID NO:4.
Vyhodné je, aby ribozym 3tépil sekvenci v regionu
pFirozeného kmene viru nebo jeho transkriptli,, ale ne v
regionu vektoru nebo jeho transkriptd. Vyhodné je toto
zplsobeno tim, Ze pfirozeny kmen viru obsahuje sekvenci
ké6dovanou SEQ ID NO:1, zatimco vektor, pokud jde o DNA,
obsahuje nukleotidovou sekvenci vybranou ze skupiny
5,6, 14,

zahrnujici SEQ ID NO:2, kde alesponn jeden N je
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mutovany, 15 a 16, a, pokud jde o RNA, obsahuje
nukleotidovou sekvenci kédovanou nukleotidovou sekvenci
vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ 1D NO:2, 5, 6, 14, kde

alesponl jeden N je mutovany, 15 a 16.

Vyhodnym zptsobem je také ten, ve kterém vektor obsahuje
alespoii jednu sekvenci nukleové kyseliny, jejiZ vlastnictvi
(t.j., pfitomnost, transkripce nebo translace) udili
selektivni vyhodu hostitelské bufice infikované vektorem nad
buiikou infikovanou pfirozenym kmenem viru, kterym je,
optimadlné, kmen viru, ze kterého byl vektor odvozen.

Z tohoto hlediska miZe vektor obsahovat alespoﬁ jednu
sekvenci nukleové kyseliny, kterd udili selektivni vyhodu
hostitelské bufice infikované virem, a alespoll sekvenci
nukleové kyseliny, kterd udili selektivni vyhodu vektoru nad
pfirozenym kmenem viru odpovidajicimu viru, ze kterého byl

vektor odvozen.

V souladu s tim je zplsob vyhodné proveden tak, Ze
sekvence nukleové kyseliny obsahuje nukleotidovou sekvenci
kédujici gen pro mnohotnou lékovou resistenci. Alternativnim
provedenim je zplisob, kde sekvence nukleové kyseliny
obsahuje nukleotidovou sekvenci kédujici mutovanou
(mutantni) proteasu a nukleotidovou sekvenci kédujici
mutovanou (mutantni) reverzni transkriptasu, jako je tomu
tehdy, kdyZ je profylakticky nebo terapeuticky lé&enou

infekci retrovirova infekce.

Zptsob dale zahrnuje podéni ¢inidla vybraného ze skupiny
zahrnujici cytotoxickd 1léc&iva, inhibitory proteasy a
inhibitory reverzni transkriptasy (t.j., kromé podani

vektoru) hostitelské builce.




74 . ':.. 009 6000 LA ee

Tak mGZe byt vektor pouZit ve vy3e uvedeném zpusobu nejen
pro terapeutickou 1léc&bu virové infekce, ale také pro
chranéni potencidlni hostitelské buiniky pfed virovou infekci,
tj. v profylaktické 1é&bé virové infekce nebo ve "vakcinaci”
proti danému viru, jako je RNA virus, konkrétné retrovirus,
jako je HIV. Zplsob v podstaté inhibuje replikaci
prirozeného kmene viru pfed tim, neZ hostitelské buiiky
prijdou do kontaktu s pfirozenym kmenem viru. Z tohoto
hlediska miZe vektor obsahovat nebo kédovat proteiny, které
blokuji superinfekci pfirozenym virem. ZplUsob zahrnuje
kontaktovani hostitelské buiiky s podminéné se replikujicim
vektorem, jak je popsan vySe, a “pomocnym expresnim
vektorem” t.j., virovym genomem, ktery navozuje replikaci
“vektorﬁ” v neinfikované hostitelské bule. Podminéné se
replikujici vektor obsahuje selektivni vyhodu pro baleni
a/nebo propagaci.Dale miZe vektor obsahovat sekvence, které
zvy3uji preZivani buniky, podporuji produkci viru, indukuji
apoptosu, usnadiiuji produkci proteinti a/nebo podporuji
imunitni funkce a/nebo cilené ovlivnéni. “Pomocny expresni
vektor” je jakykoliv expresni vektor, ktery komplementuje
neschopnost vektoru replikovat se. Takové pomocné expresni
vektory jsopu snadno konstruovany odborniky v oboru. Pomocny
expresni vektor miZe byt balen do virionti, jako vektor, nebo
miiZe byt exprimovan bez nutnosti baleni. ProtoZe ma vektor
selektivni wvyhodu pro baleni a/nebo propagaci, poskytuje
tento systém bezpe&ny prost¥edek pro dosaZeni vysoké trovné
replikace viru bez moZného patogenniho efektu, ktery by
potencidlné mohl mit Zivy atenuovany virus. Dale miZe byt
vektor smisen s nespecifickym adjuvans, za ucelem zvySeni
imunogenity. Takova adjuvans jsou znédmd odborniktim v oboru a
patfi mezi n&, napfiklad, Frendovo nekompletni a kompletni
adjuvans, emulze sloZené ze sloZek bakterialni a

mykobakteridlni stény, a podobné.
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Podminéné se replikujici virové vektory, nebo vyhodné
lentivirové vektory, podle pf¥edkladdaného vynalezu, mohou byt
také pouZity pro imunoterapii v 1é¢&bé virové infekce nebo
1é¢bé onkologickych onemocnéni. Dendritické buiiky nebo
jejich prekursory (nap¥. CD34+ hematopoetické buiniky nebo
krevni monocyty, napfiklad), stejné& jako bufiky prezentujici
antigen, mohou byt transdukovany vektorem, ktery exprimuje
HIV proteiny nebo proteinové sekvence, které obsahuji hlavni
epitopy, pomoci kterych hostitel udrZuje imunitni reakci
proti cizorodému agens, jako je virus. Takové proteinové
epitopy pro HIV jsou popsadny v “HIV molecular immunology
database”, 1998, National Institutes of Allergy and
Infectious Diseases, Maryland & Los Alamos National
Laboratory, New Mexico, kterd je zde v plném rozsahu uvedena
jako odkaz. Vyhodné provedeni pro HIV epitopovy protein je
integrovand nebo kompozitni CTL sekvence (nebo jeji
fragmenty) uvedené v nasledujicim p¥ikladu 14. Dalsi
epitopy, které mohou byt podobnym zplisobem exprimovény, jsou
epitopy z jinych virt, bakterii, hub, parazitl, nédorovych
bundk a geneticky modifikovanych bunék. Do proteinové
sekvence miZe byt zapracovan vice neZ jeden epitop tak, aby
byla vyloulena neimunogenni mista, za zisku vektoru s vy3si
bezpelnosti, protoZe sekvence kédujici proteiny jsou té&ice
narudené. Vyhodnym provedenim diskontiudlni sekvence je
degenerovand diskontinudlni sekvence (s nebo bez vhodnych
spojovacich aminokyselinovych sekvenci pro stabilizovéani
struktury proteinu, pokud je to nutné) kdédujici imunologicky
relevantni epitopy. PouZiti degenerovanych sekvenci sniZuje
riziko rekombinace. DalSim vyhodnym provedenim je exprese
popsané proteinové sekvence (nebo jejiho fragmentu) pomoci

sesttiZené informace z retrovirového LTR, jako je HIV-LTR.

Obavou p¥i pouZiti retrovirovych vektord v 1léc¢bé lidskych

infekci a onemocnéni je moZnost vzniku replikace-
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kompetentniho viru (RCV). Homologni rekombinace mezi
pomocnym vektorem a podminéné se replikujicim vektorem je
pravdépodobné& hlavnim zpusobem vzniku RCV. Tak pfedkladany
vynalez poskytuje modifikaci pomocného vektorového
konstruktu tak, aby se minimalizovala nebo eliminovala
moZnost homologni rekombinace. Jakdkoliv modifikace, ktera
slouZi pro sniZeni pravdé&podobnosti dimerizace, soucasného
baleni a/nebo rekombinace pomocného vektoru a podminéné se
replikujiciho vektoru, spadé do rozsahu pfedkladaného

vynélezu.

Jednim provedenim pfedkladaného vynalezu je inserce
jednoho nebo vice anti-vektorovych ribozymli nebo
protismyslnych sekvenci (volitelné ve formé kazety,
definované alespoil dvémi takovymi sekvencemi navazanymi
v tandemu pro ribozymy a definované jako alespon dvé
sekvence navéazané v tandemu a cilené na diskontinuélni
region cilové vektorové nukleové kyseliny pro protismyslné
sekvence) do 3’ konce kédujici sekvence pro pomocny gen, ale
5’ k terminaénimu mistu pro transkripci. Ackoliv miZe dojit
k nespecifickému baleni pomocnych genomd do vektoru, je
pravd@podobné, Ze takové baleni bude dependentni na vektoru.
Proto miZe byt mnoho strategii pouZito pro sniZeni baleni
vektoru do vektorovych Castic, coZ je jinak prvni krok

v moZném generovani RCV.

Vyhodny pomocny konstrukt obsahuje anti-vektorovy ribozym
nebo protismyslnou molekule na 3’ konci sekvence kddujici
strukturalni protein nebo sekvence kdédujici obal (homologni
nebo heterologni). Vyhodné&j8i pomocny konstrukt obsahuje
anti-vektorovy ribozym nebo protismyslnou molekule na 3’
konci sekvenci kédujici strukturdlni protein a sekvenci
kédujici obal. Pokud je sekvenci nukleové kyseliny

protismyslna molekula, tak miZe u&inkovat intracelulérng,
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kde destruuje ko-lokalizované dvojfetézcové molekuly
pomocného vektoru prostfednictvim bunéénych nukleas. Pokud
je pomocny konstrukt balen s vektorovou RNA do virovych
¢astic, tak jsou tyto molekuly neschopné dokoncit reverzni

transkripci, které vede ke vzniku RCV.

Jiné vyhodné provedeni vklddd na pomocny konstrukt
sekvence, které zpisobuji odliSny transport nebo lokalizaci
pomocné nukleové kyseliny vzhledem k vektoru. Napriklad,
pouZiti heterologniho intronu a poly A sekvence v pomocnych
konstruktech, jak je uvedeno na obr. 6, je jednim takovym
provedenim. Tyto sekvence umoZni odlisny transport vektoru a
pomocnych nukleovych kyselin do rGiznych buné&nych nebo
subceluldrnich lokalizaci. Vyhodné& neni titr produkovaného
vektoru ovlivnén vice neZ 100-krat, lépe vice neZ 10-krat a
nejlépe neni takovou modifikaci pomocného vektoru ovliivnén

viabec,

Obr. 7 ukazuje, Ze pritomnost jednoho ribozymu
(pVirPacl.2Rz) nebo ribozymu a intronu navrZeného tak, aby
se ovlivnil bunéény pfenos pomocné RNA (pVirPacl.2RzIn)
neméla Zadny vliv na titr wvektoru. Obr. 12 ukazuje, Ze PCR
analyza titrtl vzorkd pro spoledné balené pomocné konstrukty
ukdzala redukované soucdasné baleni za pritomnosti ribozymu
ve srovnani s vysokym stupném soucasného baleni za
nepfitomnosti ribozymu. P¥itomnost dvou ribozymd zcela
branila soucCasnému baleni pomocného vektoru do virovych
Castic. Tak vynadlez obsahuje u¢inné prostfedky pro pouZiti
dvouplasmidového baliciho systému pro produkci vysokych
titrd vektoru, za zlep3ené bezpelnosti takovych vektoru,
kterd je dosaZena tim, Ze je sniZeno nebo eliminovano

soucasné baleni pomocného vektoru.
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Data naznacuji, Ze baleni pomocnych konstruktd do virioni
neni ndhodné, ale zavislé na vektoru. Alternativnim vyhodnym
provedenim branicim soucasnému baleni pomocnych nukleovych
kyselin s vektorem je degenerovani pomocného konstruktu
v regionech, které jsou dileZité pro asociaci pomocnych a
vektorovych sekvenci. Tento postup miZe byt dale modifikovan
tak, Ze se provede kompletni degenerovani pomocné sekvence
pro zabrénéni soulasného baleni pomocnych a vektorovych

sekvenci.

Napfiklad, nukleotidova sekvence pomocného vektoru miZe
byt CasteCné nebo zcela degenerovéana. ACkoliv takova
degenerace vyznamné sniZuje nebo eliminuje pravdépodobnost
homologniho parovani a rekombinace pomocného vektoru a
podninéné se replikujiciho vektoru, neovlivinuje schopnost
pomocného vektoru kdédovat proteinové produkty nutné pro
replikaci a baleni viru. Tato degenerace miZe byt provedena
v jakémkoliv moZném genu a otevieném Ctecim ramci (ORF),
ktery je homologni mezi pomocnym vektorem a podminéné se
replikujicim vektorem, nebo je cilené&ji provedena
v konkrétnich genech nebo ORF v pomocném vektoru. Je tfeba
si uvédomit, Ze kompletni degenerace neni nutnd pro redukci
pravdépodobnosti homologni rekombinace a Ze chybéni
homologie sekvence v délce vét3i neZ 18 nukleotidd miZe byt
dostatecné. Proto bude degenerace, pfi které nebude
v sekvenci identickych vice neZ 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12,
11, 10, 9, 8, 7 nebo 6 nukleotidli, branit nebo sniZovat
rekombinaci. Sekvence miZe byt degenerovéna za pouZiti
kodonli, které jsou pfednostné exprimovany v konkrétnim typu

bunék, nap¥iklad v lidskych bufikach.

Napriklad, nukleotidova sekvence kédujici gag, rev,
a/nebo tat miZe byt zcela nebo Castelné degenerovana. Mezi

dalsi priklady pat¥i degenerovani prvnich 42 nukleotidli gag
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sekvence, prvnich 208 nukleotidl rev sekvence, poslednich
183 nukleotidd tat sekvence, a poslednich 545 nukleotidit Pol
sekvence. P¥iklady pomocnych vektor®t s takovou degeneraci
jsou pVirPacl.2, pVirPacl.2Rz, pVirPacl.2Rz2 a
pVirPacl.2RzIn nebo jejich derivaty. Je samoz¥ejmé, Ze
jakakoliv nukleotidova sekvence kédujici jakykoliv jiny
virovy produkt miZe byt také degenerovéna zpisobem podle
pfedkladaného vynalezu, za uCelem sniZeni, minimalizace nebo

eliminace pravdépodobnosti homologni rekombinace.

Alternativnim provedeni p¥edklédaného vynaélezu je vloZeni
takového prvku do pomocného vektoru, ktery je namifeny na a
degraduje podminéné se replikuijici vektor za situace, kdy
jsou tyto dva vektory lokalizovany soulasné&, baleny souCasné
nebo jinak sparovany. Ribozym je jednim p¥ikladem takového
prvku. Jakykoliv ribozym, ktery selektivné ovliviuje
podminéné se replikujici wvektor, spadéd do rozsahu
p¥edkladaného vyndlezu. MiZe byt také pouZito vice ribozymi,
jako je dvojitad nebo trojitad ribozymova kazeta. Nap¥iklad
miZe byt ribozym namifen na U5 region (nap¥. U5 region HIV-
1, HIV-2, nebo jiného retroviru pouZitého v podminéné se
replikujicim vektoru) podminéné se replikujiciho vektoru.
St&peni podmindné& se replikujiciho vektoru brani rekombinaci
s podminéné se replikujicim vektorem vedouci ke wvzniku RCV,
ke které miZe dojit tehdy, kdyZ jsou dva baktory sbaleny
spoleCné. Priklady pomocnych vektorli obsahujicich ribozym
jsou pVIRPAC-1.1Rz a pVIRPAC-1.2Rz2, které jsou uvedené na
obr. 6. .

Jesté dalSim provedenim predkladdaného vyndlezu je
substituce heterologniho RRE, vietné retrovirového RRE, ale
nejlépe jiného lentivirového RRE, v pomocném vektoru, jako
je substituce HIV-2 RRE za HIV-1 RRE, CTE nebo PRE. Toto

pfispivad k minimalizaci nebo eliminaci moZnosti homologni
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rekombinace v disledku toho, Ze rtzné RRE maji rlzné
sekvence. Dal8i vyhodou takové substituce podle
predklddaného vynédlezu je prekvapivé neolekavané zvy3eni
produkce podminéné se replikujiciho vektoru, které je asi 5-
nasobné. Bez vazby na konkrétni teorii pfedpokléadéme, Ze
pfitomnost rtznych REE v pomocném vektoru a podminéné se
replikujicim vektoru miZe byt védzédna na jeden nebo vice
ruaznych bunécnych faktorti, kterych miZe byt omezené
mnoZstvi. Tak midZe pouZiti rlznych RRE redukovat kompetici
mezi dvéma vektory o limitované buné&&né faktory. Priklady
pomocnych vektort obsahujicich HIV-2 RRE element pro baleni
retrovirovych vektord na bédzi HIV-1 jsou pVIRPAC-1.2 a
PVIRPAC-1.2Rz2, jak jsou uvedeny na obr. 6.

Je3té dalSim provedenim je inkorporace nukleotidové
sekvence kodujici heterologni env protein, jako je VSV-G
viru vesikularni stomatitidy, Rabies G protein, GalV,
Alfavirovys E1/2 glykoprotein, nebo RD114, env protein
koCo€iho endogenniho viru, do pomocného vektoru. Toto
umoZiiuje, aby byl podminéné& se replikujici vektor balen do
¢astic s heterolognim env proteinem. Dale, ligand miZe byt
pfipadné insertovén do obalového proteinu pro navozeni
stimulace cilové buiiky bé&hem transdukce, pokud je to
Zadouci. ProtoZe modifikovani obalového proteinu miZe
narud8it jeho vazebnou schopnost, je vvhodné exprimovat b&hem
-produkce jak modifikovany ligand obsahujici chiméricky
obalovy protein, tak nemodifikovany pseudotypovy obalovy
protein. Tak budou na povrchu buiiky oba typy obalovych
proteinti, jeden pro stimulaci cilovych bun&k a druhy pro
zprost¥edkovani vazby a vstupu. Vyhodny pseudotypovy
Lentivirovy vektor je takovy vektor, ktery také exprimuije
chiméricky receptor pro stimulaci bunék, kterym je VSV-G
obalovy protein a chiméricky VSV-G obalovy protein.

Vyhodné&j3im chimérickym obalovym proteinem je VSV-G/RD114
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chiméricky obalovy protein (viz obr. 14A a 14B). Mezi dalsi
vyhodné proteiny (nebo jejich fragmenty) pro tvorbu
chimérickych proteinti s VSV-G pat¥i notch, delta, FLT-3
ligand, TPO, Kit ligand, ligand, ktery se vaZe na CD3,
ligand, ktery se vaZe na CD28, a ligand, ktery se vaZe na

GM-CSF.

Sekvence kédujici heterologni env protein miZe byt
operativné navézand na druhy indukovatelny promotor pro
zajisténi vétSich dodavek env proteinu pro baleni viru.
Tento zplsob miZe byt pouZit pro dal3i zvy3eni produkce
viru, zejﬁéna za podminek, kdy je produkce env proteinu
limitujicim faktorem. Sekvence kédujici heterologni env
protein miZe byt obsaZena bud na stejném pomocném vektoru
jako komplementarni kédujici sekvence pro virovy protein,
nebo na separatnim vektoru. Tato sekvence miZe byt také
integrovana do produk&ni hostitelské buiiky nebo buné&dné

linie.

Dal8im provedenim p¥edkladaného vynalezu je selektivni
umisténi sestfihovych donorovych nebo akceptorovych mist v
pomocném vektoru tak, Ze sélektivni sest¥ih nékterych
virovych sloZek slouZi pro minimalizaci nebo eliminaci
moZnosti homologni rekombinace p¥i podmin&né replikaci.
Napfiklad, mista pro sest¥ih mohou byt umisté&na tak, aby
byla moZna delece RRE a/nebo baleni nebo dimerizace signalt
v diasledku sest¥ihu. Tak mohou byt okolnosti, p¥i kterych
jsou nukleové kyseliny exprimovany, ¥izeny umisténim
sestfihovych mist do vektoru. Nap¥iklad mohou byt sest¥ihova
mista umisténa distdlné& k ribozymu nebo protismyslné
sekvenci tak, aby byly ribozymy nebo protismyslné sekvence
inkorporovadny v nesest¥iZené RNA. Alternativné mohou byt

ribozymy a protismyslné sekvence umist&ny za misto sest¥ihu,
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pokud je cilem exprimovat ribozymy nebo protismyslné

molekuly ze v3ech molekul mRNA a ne z konkrétniho podtypu.

KdyZ je vektor pouZit ve vySe uvedenému zplsobu pro
profylaktickou 1lécébu virové infekce, tak miZe vektor kdbédovat
antigen proteinu, ktery neni kédovany prirozenym virem, jako
je mutantni virovy protein nebo nevirovy protein. V souladu
s tim miZe byt antigen kédovany vektorem bakteri&lniho
puvodu nebo z nadorovych bunék. Dale, podminéné se
replikujici virovy vektor, nebo vyhodné lentivirovy vektor,
miZe také koédovat MHC gen pro spravnou prezentaci antigenu
imunitnimu systému hostitele. Takové vektory mohou byt
pouZity pro usnadnéni persistujici imunologické reakce proti
riznym saddm potencidlnich patogent a/nebo endogennich
proteind (napf¥iklad tumor-specifickych antigen®l), které jsou

selektivné exprimovany v abnormalnich buiikach.

VySe uvedené ptriklady neomezuji pouZiti p¥fedkléadaného
vynalezu na podani antigenu dendritickym bufikdm za utdelem
imunoterapie. Naopak, vynalez poskytuje zplsoby a prostfedky
pro dodéni jakéhokoliv vybraného genu a pro jeho exprimovani
v jakémkoliv vybraném typu bunék. Dale vynadlez také
umoZnuje, aby bylo vice genl poddno a exprimovano pomoci
jednoho vektoru. Vice genl miZe byt exprimovano za pouZiti
jakékoliv vhodné strategie pro genovou expresi. P¥ikladem je
pouZiti wvnit¥niho ribosomalniho vstupniho mista (IRES),
které miZe byt umisténo distdlné k prvnimu genu, ktery ma
byt exprimovan. Vyhodnym pfikladem je exprimovani vybraného
genu pomoci IRES sekvence, kterd je umisténa distalné
k varianté MGMT genu. Vyhodnéjsi provedeni vektoru exprimuji
vybrany gen a vybrany gen vazany na IRES z nemodifikovaného
nebo modifikovaného HIV-LTR promotoru mimo sest¥ihovanou
informaci. Dal3i vyhodny vektor exprimuje dva vybrané geny

z nemodifikovaného nebo modifikovaného HIV-LTR promotoru,
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ktery - pokud je modifikovany - tak je modifikovany
v sekvencich, které se v4Zi na transkripéni faktory. Je
samozfejmé, Ze kromé HIV LTR miZe byt pouZita jakakoliv

nemodifikovand nebo modifikovand lentivirova LTR.

DalsSim p¥ikladem je exprimovani poZadovaného genu z HIV-
LTR za pouZiti mist pro sest¥ih, kterd jsou odvozena od HIV.
Napriklad, jeden vybrany gen miZe byt exprimovany z Nef
akceptorového sestf¥ihového mista, zatimco druhy vybrany gen
miZe byt exprimovany z Tat akceptorového sest¥ihového mista.
Timto zplhsobem mohou byt exprimovany dva geny bez potfeby
IRES elementu. MiZe byt pouZito jakékoliv sest¥ihové misto,
vEetn& mist Tat, Rev, Vif, Vpr, Vpu, Nef a Env genti. Env
protein je exprimovan z jednou sestfiZené sekvence, takZe
exprimovani poZadovaného genu pomoci tohoto sest¥ihového
mista miZe vyZadovat Rev, kdyZ je Zadouci vyznamna exprese
genu. Kromé& toho, exprese z HIV-LTR miZe byt upravena tak,

aby byla Tat a Rev dependentni, pokud je to Z&douci.

Dédle, “pomocny virovy” (téZ “pomocny”) expresni vektor -
miZe byt upraven tak, aby byl exprimovan pouze ve
specifickych typech bundk (Jako jsou nap¥. kmenové buiiky,
profesionalni buiiky prezentujici antigen a nadorové buiiky),
pomoci adice nebo vynechéni specifickych genetickych |
elementd/faktort (bud ve vektoru nebo v pomocném expresnim
konstruktu), které zpusobuji replikaci a Zifeni viru
specifickou pro urcity typ bun&k. Tak se miZe vektor 3ifit
pomoci komplementace s pomocnym virovym konstruktem, ale
toto Sifeni je specifické pro urdity typ bunék, podle toho,
které genetické elementy/faktory jsou p¥idany do vektoru
nebo vynechény ve vektoru nebo v pomocném virovém
konstruktu. Toto miZe byt provedeno samostatn& nebo

v kombinaci s jinymi vy3e uvedenymi strategiemi.
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Naptiklad m@Ze byt podminén& se replikujici HIV vektor
navrZen tak, aby se replikoval specificky makrofézich misto
T-lymfocytd. Vektor, ktery bude tvofit Tat-defektni HIV
(vektor kbéduje dald8i HIV proteiny, ale tyto nejsou
exprimovany v disledku absence Tat transkripé&niho
transaktivatoru), miZe kdédovat ribozym, ktery Stépi
pfirozeny HIV, ale ne podminéné se replikujici HIV RNA.
Pomocny expresni vektor pro tento vektor miZe kdédovat tat
gen exprimovany mimo promotor specificky pro makrofagy. Tak
se bude crHIV podminéné replikovat pouze v makrofézich, a

nebude schopen replikace v T-lymfocytech nebo bufikdch jiného

typu.

Alternativné miZe byt tat gen operativné navazany na
tumor-specificky promotor; tak se crHIV bude replikovat
pouze Vv nadorovych CD4 bufikdch a ne v normalnich CD4
bufikdch. Genetickym elementem/faktorem miZe byt také
modifikace promotorové sekvence vektoru tak, Ze je
exprimovana pouze ve specifickych typech bunék a ne v jinych
typech buné&k, spole&né s pomocnym virovym expresnim

konstruktem.

V jiném provedeni mohou byt obalové proteiny pomocného
expresniho konstruktu nebo vektorového konstruktu (pokud
jsou tyto konstrukty pfipraveny tak, Ze obsahuji obalové
proteiny) modifikovany tak, Ze vektor-virion infikuje pouze
urcité typy bunék (napf¥iklad nadorové buiiky), ale neni
schopen infikovat jiné typy bun&k (nap¥iklad normalni
buiiky) . V jeSt& jiném provedeni miiZe byt adenovirus, kterému
chybi jeden nebo vice klidovych faktor®i pro replikaci,
komplementovan pomoci pomocného konstruktu, ktery poskytuje
takové faktory vazané na tumor-specificky promotor. Tak
budou faktory, které komplementuji replikaci adenoviru

exprimovany pouze v nadorovych bufikdch, coZ umoZni replikaci
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viru v néddorovych buiikdch (s expresi protein@i nutnych pro

usmrceni buiiky), ale ne v normalnich buiikach.

V dald3im provedeni miZe vektor exprimovat negativni
selek&ni gen pro usmrceni bufiky za pouZiti 0°-guaninového
alkylac¢niho ¢&inidla, jako je napt¥iklad BCNU (nebo funk&ni
analog BCNU), jako 1éCiva pro negativni selekci. Lentivirovy
vektor exprimujici protismyslnou sekvenci nebo ribozym
cileny na MGMT gen mliZe byt dopraven do normalnich bunék.
Potom mohou byt buiiky oSet¥eny BCNU nebo jeho analogem, ex
vivo nebo in vivo, za ufelem usmrceni buné&k trandukovanych
vektorem. Ve vyhodném provedeni jsou normalni buiiky
transdukovany vektorem exprimujicim protislyslnou MGMT
sekvenci profylakticky a potom jsou usmrceny, kdyZ se stanou
abnormalnimi. P¥ikladem tohoto postupu je postup, kdy se
z transdukovanych bunék stanou néddorové buriky, které mohou
byt potom usmrceny oSet¥enim bunék BCNU nebo jeho funk&nim
analogem. Jinym vyhodnym provedenim je exprimovani anti-MGMT
protismyslné sekvence nebo ribozymu z Ul promotoru, kde tato
sekvence je obsaZena v Ul snRNA. Je3té vyhodnéjsim
provedenim je transdukovani anti-MGMT lentivirového vektoru
do populace hematopoetickych bunék, jako jsou lymfocyty,

kmenové buniky a dendritické butiky.

V jiném vyhodném provedeni jsou normalnimi bufikami
hematopoetické buniky, vyhodné T-lymfocyty, a jsou
transdukovény vektorem pfed transplantaci allogenimu
hostiteli. Takové buiiky mohou byt usmrceny lé&bou BCNu nebo
jeho funk&énim analogem, pokud se stanou 3kodlivymi pro
hostitele (nap¥. pokud dojde k reakci 5tdpu proti
hostiteli). V je3té jiném provedeni miZe byt stejny
lentivirovy vektor exprimujici anti-MGMT protismyslnou
sekvenci nebo ribozym pouZit pro eliminaci neZidoucich bunék

ze smiSené populace bunék. P¥ikladem tohoto provedeni je
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nadorovymi bufikami kontaminovand kostni dfefi, kteréa se
pfipravuje pro transplantaci. Bylo pozorovano, Ze nadorové
butiky jsou velmi U¢inné transdukovany p¥i relativné& nizkych
MOI v jednom kole transdukce (viz obr. 13A). naopak,
normalni buiiky, zejména CD34+ hematopoetické kmenové buiky,
je obtiZné&jsi uc¢inné transdukovat a pro dosaZeni vysoké
u¢innosti transdukce je pot¥eba vice kol transdukce (viz
obr. 13B). Proto je atraktivni strategii pro eliminaci
neZadoucich bunék transdukce transdukce kontaminované kostni
dfené vektorem obsahujicim anti-MGMT protismyslnou molekulu
v MOI, pfi které je dosaZeno ufinné transdukce
kontaminujicich nadorovych bunék, ale ne normélnich.bunék.
Tento pfiklad neomezuje predkladany vyndlez pouze na pouZiti
ex vivo nebo na pouZiti p¥i nadorovych onemocné&nich. Dalsi
aplikace selektivniho genového pfenosu in vivo, naptiklad
pEi 1éCb&€ nadort mozku, ale také p¥i jakychkoliv jinych
onemocnénich, kdy miZe byt pouZita rlGiznd u&innost transdukce
mezi chorobnymi a normdlnimi buifikami, spadaji také do

rozsahu predklédaného vynédlezu.

Tak pfedkladany vyndlez poskytuje zplsob pro lé&bu
nadorovych onemocnéni, konkrétné& pro 1é&bu T-lymfocytarni
leukemie. “Lé¢&ba naddorového onemocn&ni” podle predkladaného
vynalezu zahrnuje podéani modifikovaného vektoru podle
pfedkladaného vyndlezu hostiteli za tu&elem dosaZeni
terapeutické odpovédi. Takova odpovéd miZe byt hodnocena,
napriklad, pomoci sledovani zpomaleni r@istu nadoru a/nebo
regrese nadoru. Ristem nadoru se rozumi zvétdeni velikosti
nadoru a/nebo zvySeni poltu nadorli. Regresi nadoru se rozumi

redukce hmoty néadoru.

“"Nadorem” je podle pfedkladaného vynadlezu nador, ktery je
charakterizovéan abnormélni bun&&nou proliferaci a

nep¥itomnosti kontaktni inhibice, coZ se mife projevit
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vznikem nadoru. Termin zahrnuje nadorové bujeni lokalizované
v nadorech, stejné jako nadorové bujeni nelokalizované

v nadorech, jako jsou napfiklad nadorové buiiky expandujici

z nadoru lokalni invazi nebo systémovym metastazovanim.
Teoreticky miZe byt zplsobem podle p¥edkladaného vynalezu
1éCen jakykoliv typ nddorového bujeni. Vyhodn& je v3ak nador

nadorem virového puvodu.

Konelné&, vySe uvedené vektory mohou byt pfimo pouZity pro
genovou terapii in vivo. Soulasné strategie pro genovou
terapii maji ten nedostatek, Ze nemohou dopravit geny do
vét8iho procenta bunék; obvykle je infikovano pouze urdité
procento bunék. Toto je zejména vyznamné v protinddorovych
strategiich, ve kterych je zasadni, aby byla infikovéana celé
populace bunék. Pfidanim vektoru spolelné& s pomocnym
konstruktem se dosdhne toho, Ze okamZité& transdukované buiiky
budou produkovat virové Castice, které mohou potom infikovat
sousedni bufiky a tak umoZni dosaZeni vysoké, ne-1li
kompletni, uc€innosti transdukce. V jednom provedeni
pfedkladaného vyndlezu miZe byt lidsky retrovirus (kterym
miZe byt HIV nebo retrotransposonovy element) dopraven do
tkané (nebo do bunék in vitro) s "pomocnym konstruktem”.
Buiiky okamZité obsahujici vektor a pomocny konstrukt budou
produkovat virus a budou za urditych okolnosti balit vektor
do virioni. Tyto viriony budou schopny zptisobit vysoce
uc¢innou trandukci sousednich bunék (protoZe kontakt buifika-
bunika je nejuc¢inné&jsim zplsobem transdukcé bunék) . OkamZité
transdukované mohou a nemusi zem¥it, podle toho, zda
kombinace vektor/pomocny konstrukt vede k cytolytické
infekci. V pripadé€ retrotransposonu nemusi pomocny konstrukt
obsahovat strukturdlni proteiny,protoZe normalni nebo
nadorové buiiky mohou obsahovat proteiny/faktory nutné pro
enkapsidaci do virionl. V tomto pfipad& miZe pomocnym

konstruktem byt, napfiklad, transaktivatorovy protein, ktery
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aktivuje transkripci faktor® nutnych pro enkapsidaci
retrotransposonu. V p¥ipadé@ HIV mohou byt pro enkapsidaci
HIV genomu do viriondi pro infikovani/transdukci bun&k nutné

dalsi faktory.

VySe popsané vektory mohou byt pouZity také v boji proti
biologickym nebo chemickym zbranim. Napfiklad miZe byt
podminéné se replikujici vektor podén jedinci nedavno
infikovanému vysoce patogennim virem nebo bakterii nebo

zasaZenému chemickou latkou (napfiklad toxinem). Vektor bude

interferovat s replikaci patogenniho viru, jak bylo popséano
vySe. Nicméné, podminén& se replikujici vektor miZe byt také
pouZit ve strategiich proti bakteriim nebo chemickym latkam,

spolefné s pomocnym expresnim vektorem.

Napfiklad miZe podminénd se replikujici vektor secernovat
protilatky proti bakteriim nebo toxintm potom, co pomocny
konstrukt umoZni jeho expresi a propagaci. Pomocny konstrukt
miZe byt - napfiklad - #izen indukovatelnym promotorem,
ktery umoZni jeho expresi po aktivaci bakterii, cytokinem (v
reakci na bakteridlni infekci), antibiotikem (jak je tomu
napriklad v tetracyklinem indukovatelném promotorovém
systému (Paulus et al., J. Virol., 70, 62-67 (1996)) nebo
chemickou latkou (nap¥. toxinem samotnym) . Tak neni
podminéné se replikujici vektor pouze selektivn& propagovéan
s cilem pomoci "pomocnému konstruktu” v reakci na patogen
nebo toxin (v disledku aktivace pomocného konstruktu), ale
také secernuje protilatky proti patogenu nebo toxinu, které
inhibuji patologické ucinky nédorového antigenu, patogenu
nebo chemické latky (nap¥iklad toxinu). Tak miFe byt
jakykoliv protein, faktor nebo geneticky element, ktery muZe
byt transkribovan do mRNA a/nebo proteinu insertovan do
podminéné se replikujiciho vektoru pro inhibici patogenni

reakce - sou€asné s "pomocnym konstruktem”, ktery podporuje
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jeho selektivni propagaci a expresi (selektivni proto, Ze
produkty pomocného konstruktu jsou exprimovany podminéné
(napfiklad (a) systém indukovatelny promotor-faktor

v néddorovych butikdch aktivuje produkci faktoru pomocného
konstruktu, sekvence reaktivni na toxin, kterd exprimuie
faktor pomocného konstruktu, nebo promotor reagujici na
cytokiny, ktery indukuje produkci faktoru pomocného
konstruktu, (b) pomocny RNA/protein/faktor je selektivné
stabilizovan v nékterych builkdch a ne v jinych), a (c)
nepfima indukce tfetiho genu, ktery ovliviiuje produkci
pomocnych proteinti, chaperonovani, cileni, strukturu nebo
jinou biologickou funkci). Takové strategie mohou byt
pouZity u transgennich rostlin a zvifat pro jejich chréanéni
pfed patogenem. Obdobné mohou byt takové strategie pouZity
é'transgennich systémech pro produkci poZadovanych

heterolognich proteinli proteint/faktoru.

V jiném provedeni zpusobu podle pfedkladaného vynalezu
miZe byt vyvinuta bunéfnd linie pro skrining lé&iv/faktort
za UCelem stanoveni napt¥iklad toho, ktera &ast
proteinu/faktoru je dileZitd pro urditou funkci. MiZe byt
pfipraven vektor, ktery bude exprimovat vybrany
mutagenizovany protein v dané buné¢né linii. RNA kédujici
mutagenizovany protein bude vSak upravena tak, aby byla
resistentni na ribozym, napifiklad pomoci inserce silentnich
bodovych mutaci. Exprese pfirozeného proteinu v3ak bude v
bunéfné linii inhibovéna. Také mohou byt vyrobeny vektory
exprimujici ribozym k danému proteinu a mutantni testovany
protein. KdyZ je vektor transdukovan do bundk, tak je
vétSina nativni RNA kédujici normalni protein rozstépena, a
je exprimovan mutantni testovany protein. Tento zptsob miZe
byt pouZit s nové vyvinutymi technikami selekce a genového

pfenosu jako rychld a G&inné technika pro urdeni toho, jak
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dany protein funguje a jak dany faktor/lé¢ivo interaguje

s proteinem.

V jedtd jiném provedeni, kdy je vektor pouZit pro lécbu
hematologickych onemocnéni, je pacientovi provedena
leukoferesa pro ziskani dostatecného mnoZstvi bilych krvinek
z krve. Po leukoforese jsou izolovany poZadované butniky,
které jsou transdukovany vektorem a jsou kultivovany pro
dosaZeni poZadovaného po¢tu bunék. Béhem ex vivo expanze
poZadovaného typu bunék jsou pacientovi infuzné& podany
protiléatky namifené proti povrchovému bunéfnému proteinu na
poZadovaném typu bunék, s cilem destruovat tyto buiiky béhem
expanze bunék poZadovaného typu. Transdukované buiiky se
potom infunduji zpét pacientovi tak, aby se doplnila ztrata

buné&k zpusobend protilatkami in vivo.

Vyhodnym provedenim vySe uvedené techniky je izolace
CD4+ T-lymfocytl z leukoforesovaného materidlu a potom
transdukovani bunék HIV vektorem, ktery obsahuje anti-HIV
protismyslnou sekvenci nebo ribozymovou sekvenci pro expanzi
ex vivo. B&hem ex vivo expanze bunék se endogenni CD4+ bunky
pacienta destruuji podénim, napfiklad, Anti-thymocytarniho
Globulinu (ATG) (Pasteur Merieux Serums et Vaccins, Lyon,
France, distribuovany SangStat Medical Corporation, Menlo
Park, CA, USA) nebo Atgam (Upjohn Company, Kalamazoo, MI,
Usa), ale odbornik v oboru miZe pouZit jakoukoliv vhodnou
cytoredukéni protilédtku. Po expanzi transdukovanych CD4+ T-
lymfocytl jsou buiiky infundovéany zpét pacientovi. Ve
vyhodném provedeni jsou CD4 negativni bunky ziskané béhem
izolace CD4 pozitivnich bunék zachovény, zmraZeny a
rozmraZeny pro infusni podéni v dobé podani transdukovanych

CD4 pozitivnich bunék zpét pacientovi.
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VySe uvedené priklady neomezuji rozsah predkladaného
vynadlezu na ATG nebo CD4+ T-lymfocyty. Bufiky jakéhokoliv
typu mohou byt cilené ovlivnény za pouZiti protilatky, kteréa
se vaZe na buné&ny povrchovy protein a je cytocidni.
Protilatka miZe byt pacientovi podana exogenné, nebo miZe
byt do téla vloZen druhy vektor secernujici protiléatku.
Tento vektor miZe produkovat protildtku bud konstitutivné
(po dobu Zivota buiiky), doCasné€ (napfiklad jako integrasa-
minus vektor) nebo indukovatelné (napifiklad jako

tetracyklinem—-indukovatelny promotorovy systém).

V jedté& jiném provedeni predkladaného vynalezu miZe byt
jakykoliv vektor podle piredkladaného vynédlezu pouZit pro
prevenci nebo inhibici produktivni virové replikace tim, Ze
interferuije s produkci virové DNA. Bez vazby na konkrétni
‘teorii mdZe byt takovou interferenci naruSeni produkce nebo
replikace DNA, jako je naru3eni syntézy prvniho nebo druhého
fetézce DNA v procesu reverzni transkripce nebo replikace
zprostfedkované DNA polymerasou, inhibice nebo integrace
virové ‘DNA do genomu hostitelské buliky, nebo zvySeni

degradace nebo nestability virové DNA.

Virovéd DNA je jakédkoliv DNA, kterd je produkovéna béhem
Zivotniho cyklu viru. Pf¥ikladem jsou retroviry véetné
lentiviru, adenovirll a adeno-asociovanych virt, herpes virt
a hepadna virtli. Pro viry se Zivotnim cyklem, ktery zahrnuje
integraci do genomu hostitelské buiiky, oznafuje termin
virovd DNA také formu virového genomu, kterd mad byt nebo jiZ

je integrovéana do genomu hostitelské buiiky.

Pro pfimou interferenci s integraci viru pfedkladany
vyndlez zahrnuje pouZiti p¥isludného virového vektoru, ktery
mé& integracni krok ve svém replikaénim cyklu. Vyhodné&

probihéd integrace vektoru pf¥ed tim, neZ dojde k virové
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infekci. Integrace vektoru je vyhodné provedena za pouZiti

v s

davky infekce ("MOI") vy88i neZ jedna, lépe od p¥ibliZné 2 do
ptibliZné 10, pfibliZné 20, nebo pribliZiné 50. MOI do
pfibliZné& 100 nebo 200 mhZe byt také pouZita p¥i pouZiti
vysoce koncentrovanych vektorovych p¥ipravkil a ur&itych typl
bunék. Zejména vyhodné jsou hodnoty MOI od pf¥ibliZné 2 do
pfibliZné 20, p¥ibliZné 2 do pr¥ibliZné 15, p¥ibliZné 2 do
pfibliZné& 10, nebo pf¥ibliZné 2 do pfibliZné& 5. Tyto hodnoty
jsou vhodné pro pouZiti s primdrnimi bunkami. Terapeutické
pouZiti takovych hodnot miZe byt provedeno pomoci oSetfeni
hostitelskych bunék in vitro nebo ex vivo, po kterém
nasleduje jejich podani nebo navraceni paéientovi nebo

jedinci.

Vektor miZe byt také konstruovén tak, aby obsahoval
antivirové genetické ¢inidlo nebo aby mohl byt zbaven
takového ¢€inidla, kdyZ neni nutné. D&le mohou byt vektory
pouZity pro inhibici produkce virové DNA prirozeného viru,
ktery se 1i8i od wviru, od kterého je virovy vektor odvozen.
Napfiklad, vektor odvozeny od viru lidské imunodeficience
miZe inhibovat produkci nebo integraci DNA viru hepatitidy A

nebo B v hepatocytech.

Bez vazby na konkrétni teorii mechanismu inhibice
produkce virové DNA, a jak je uvedeno na obr. 19 a
v pfikladu 12, brani vektor produktivni replikaci
pfirozeného viru tim, Ze inhibuje tvorbu DNA p¥irozeného
HIV-1 (wt-HIV) p¥i infekci wt-HIV, ¢imZ narusSuje daleZity
stupenl Zivotniho cyklu tohoto wviru. Obr. 192 ukazuje efekty
vektoru na bazi HIV (cPT2, jak je popsan vySe) na tvorbu DNA
wt-HIV vneseného do primdrnich lidskych CD4 T-lymfocytt.
JelikoZ metoda pro detekci wt-HIV pouZitid na obr. detekuje
také integrované formy DNA, miZe vektor interferovat

s tvorbou wt-HIV DNA tim, Ze brani jeji integraci (nap¥iklad
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saturovanim integra&nich mist pro HIV) a tak umoZiiuje, aby

byl degradovan nebo jinak eliminovéan z bunék.

Vynalez také neni omezen na pouZiti virovych vektorid, ale
miiZe byt kombinovan s jinymi anti-virotiky, jako jsou
lé¢iva, kterd inhibuji produktivni virovou infekci
v jakémkoliv bodé Zivotniho cyklu viru, v&etné integrace
piirozeného viru nebo produktivni replikace. Prevence
integrace p¥irozeného viru alternativnimi a komplementarnimi
modélitami (napfiklad lécCivem + vektorem) umoZnuje pouZiti
davek vektoru a léciva niZ3ich neZ p¥i samostatném pouZiti,
kde tyto davky stdle G¢inné inhibuji produktivni virovou

replikaci in vivo.

Existuje mnoho pouZiti metod a vektoru podle
predkladaného vyndlezu in vitro. Napriklad mohou byt vektory
pouZity pro objasnéni urcitych virové replikace a funkce
ribozymu. Vektory obsahujici ribozym mohou byt také pouZity
jako diagnostické nastroje, napfiklad pro hodnoceni mutaci
pritomnych v chorobou postiZenych bufikdch, nebo pro
hodnoceni genetického driftu. Vektory mohou byt také pouZity
pro urceni nebo potvrzeni funkce genu, at je jeho funkce
zndmé, neznamd nebo pouze pfredpokladand. VySe uvedeny popis
- neni vylerpavajici z hlediska pouZiti p¥edklédaného

vynalezu.
Vyhody p¥edkladdaného vynalezu

Vvhody pouZiti crHIV strategie pro genetickou
terapeutickou lé¢bu AIDS a jinych onemocnéni jsou znaclné.
Napr¥iklad vynadlez Ye3i problémy zacileni vektoru na bunky
infikované HIV. Po in vivo transfekci crHIV do infikovanych
CD4+ bunék se crHIV bali do virionlli za pouZiti endogennich

infekénich HIV obalovych proteini. Tak se crHIV RNA koncovky
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spoletné& s viriony p¥itomnymi v bufice a infikuji ty typy
bunék, které jsou normélné infikovatelné timto kmenem HIV,
ov3em za produkce nepatogennich viriond. Sem patfi téZ
obtiZné cilené ovlivnéni bunék, jako jsou mikroglie v mozku,
které jsou hlavnim zasobnikem HIV infekce v centralnim
nervovém systému. S crHIV vektory, které infikuji
neinfikované CD4+ buliky, je patrné spojena pouze slabé
toxicita, protoZe crHIV vektory nekédduji Zadné virové
proteiny. Dale, vysledkem kompetice crHIV vektoru

s pfirozenymi HIV je produkce nepatogennich &astic, coZ vede
ke sniZeni virové naloZe. SniZeni né&loZe patogenniho HIV-1
miZe nejen prodluZovat preziti infikovanych jedinct, ale
také sniZovat pfenos na neinfikované jedince, protoZe crHIV
Castice se mohou také Zitit systémové (tj. jako neinfekéni
HIV). SniZend naloZ patogenniho HIV-1 v krvi bude zejména
vyznamna u téhotnych pacientek infikovanych HIV, protoée
produkce crHIV muZe také sniZovat prenos od matek

infikovanych HIV na jejich plody in utero.

Smé&s plasmidova DNA/lipidy, kterd miZe byt pouZita pro
vneseni crHIV vektor do hostitelskych bunék, by méla byt
stabilni a levnéa, aby se obeSli nadkladné ex vivo postupy. Je
jasné, Ze zpusob podle predkladdaného vyndlezu je znadlné
flexibilni, protoZe miZe byt pouZit také pro pfenos genlu ex
vivo, pokud je Zadouci. Nicméné, moZnost liposomy-
zprostfedkovaného pfenosu otevira moZnost pro lécbu obecné
populace - tato moZnost neni dostupnad pf¥i pouZiti soucCasnych
terapeutickych genovych strategii. crHIV vektory mohou byt
také upraveny tak, aby obsahovaly nékolik ribozymi, které
mohou byt namifeny na r0zné cile v HIV genomu. Toto sniZuje
moZnost toho, Ze bude infekéni HIV mutovat a unikne G¢inkim
anti-HIV ribozymil. Dale, strategie vyuZivajici virus

s podminénou schopnosti replikace miZe byt pouZita na 1é&bu
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jiné virové infekce, zejména takové infekce, p¥i které je

obrat viru vysoky.

Zejména vyhodnou vlastnosti crHIV vektort je to, Ze mohou
byt pouZity pro exprimovéni genetickych antivirovych
¢inidel, napiiklad, ribozymu, post-transkrip&né. Tak vede
infekce neinfikovanych bun&k crHIV vektory k nizké toxicitég,
protoZe za nepfitomnosti Tat proteinu dochédzi pouze k slabé
expresi z promotoru dlouhé termindlni repetitivni sekvence
(LTR) . K vysoké Urovni crHVI exprese - a tak k antivirové
aktivité - dojde pouze tehdy, kdyZ je dodan Tat protein
z ptirozeného HIV. Tak nejsou crHIV vektory navrZeny tak,
aby branily buiky pred infekci HIV, ale tak, aby sniZovaly
velikost infekce prirozenym HIV v disledku selektivni

akumulace nepatogennich crHIV &astic.

Bez vazby na jakoukoliv konkrétni teorii tykajici se
funkce a mechanismu G&inku pY¥edkladaného vynéalezu
p¥edpokladéame, Ze ribozymy mohou byt pouZity (viz p¥iklady)
pro dodani selektivni wvyhody crHIV genomim v disledku dvou
vyhodnych vlastnosti: (1) maji vysoky stupeil specificity, a
(2) maji relativni U&innost zavisejici na jejich schopnosti
ko-lokalizace s cilovymi RNA (Cech, Science, 236, 1532-1539
(1987)). Specificita ribozymi je zplsobena jejich
specifickou hybridizaci na komplementdrni cilové sekvence
obsahujici XUY misto. Ribozymy jsou relativné Gc¢inné proto,
Ze 5tépi cilové RNA s vysokou ucinnosti pouze tehdy, kdyZ
jsou ko-lokalizovany s cilovymi RNA. P¥i smiSené HIV/crHIV
infekci musi dochazet k soucCasné lokalizaci ribozym-
obsahujici crHIV RNA s RNA p¥irozenych HIV, protoZe HIV RNA
genomy dimerizuji pfed balenim do virionli. Sté&peni
negenomovych typt pfirozené HIV RNA, nutné pro produkci
virovych proteintl, je pravdépodobné méné u¢inné neZ Stépeni

genomové RNA prirozeného HIV, protoZe negenomova RNA HIV
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nedimerizuje. Ve zde popsanych pokusech bylo zji3téno, Ze
selektivni vyhoda udilend crHIV RNA byla zpisobena
sélektivnim balenim crHIV do virovych Castic. Tyto vysledky
naznacuji, Ze nejucinnéjsi Stépeni probihd intracelulérné
béhem dimerizace, coZ vede k selektivni destrukci RNA
pfirozeného HIV nukleasami hostitele. Toto umoZiiuje

pfednostni baleni crHIC do virovych ¢éastic.

Aplikace crHIV vektort pro terapii HIV miZe zahrnovat
nejen genomovou selekci crHIV, ale také bunélnou selekci
bunék produkujicich crHIV cCastice. Jinak Feleno, buiiky
produkujici pfirozeny HIV budou produkovat Castice
pfirozeného HIV se selektivni vyhodou ve srovnani s buiikami
- produkujicimi crHIV Castice, a rychle zalnou prevladat.
Selektivni vyhoda mlZe byt udélena buiikdm exprimujicim crHIV
inserci genu do crHIV genomit (nap¥iklad genu pro mnohotnou
lékovou resistenci), ktery dodd bufikdm exprimujicim crHIV
(za pfitomnosti 1éc¢ku) vyhodu v preZivadni ve srovnéni
s bunkami exprimujicimi crHIV. Za téchto podminek budou
buniky exprimujici p¥irozeny HVI progresivné umirat, ale
stdle budou je3té produkovat urc¢ité mnoZstvi pfirozeného
HIV, zatimco bufiky exprimujici crHIV, které selektivné
produkuji crHIV, budou p¥eZivat. Infekce buné&k obsahujicich
crHIV zbyvajicim pfirozeﬁ?m HIV povede k dal3i produkci
virovych &astic obsahujicich crHIV. Tak miZe vést posun
virového genomu ke kumulativni infekci CD4+ bundk crHIV
genomy, coZ zméni virovou rovnovdhu u jedince od patogennich
pfirozenych HIV genom k nepatogennim crHVI genomtm. Takova
strategie miZe vést k eliminaci p¥irozeného HIV v disledku
selektivniho posunu rovnovadhy HIV genomi od p¥irozeného HIV
k c¢rHIV. Virova replikace potom eventudlné& ustane, protoZe
crHIV se miZe replikovat pouze za pFitomnosti pomocného
genomu p¥irozeného HIV. Proto je za takovych oboustranné

restriktivnich podminek moZné upravit crHIV vektory tak, aby
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ale aby tézZ

eliminvaly virus z jedincti infikovanych HIV.
Zplsoby produkce

Vektor miZe byt produkovidn metodou komplementace, bud za

pouzZiti
bunécné
nebo za
docCasné

pouziti

dotasné transfekce vektorového a pomocného genomu do
linie, vyhodné€ do dobfe nezamé 293T bunécné linie;
pouZiti balici bunécné linie. Vyhodné je bunka
transfektovédna pfri vysoké ucinnosti transfekce za

transfekéniho ¢inidla, vyhodné fosfore&nanu

véapenatého, elektroporace nebo lipidového transfekéniho

¢inidla. Poté, co probéhne transfekce, se vektor ziska ze
supernatantu; vyhodné se vektor ziskd ne ménd neZ za 12
hodin po transfekci a ne vice neZ 7 dnt po transfekci.
Vektor mlZe byt koncentrovéan, pokud je to vhodné, tak
odstfedénim p¥i vysoké rychlosti bez vysrdZeni nebo
ultraodstfedénim. Vyhodnymi podminkami pro odstfedéni je
odstfedéni pfi p¥ibliZn& 5000-12000 x g, vyhodné&ji pt¥i
pfibliZné 10000 x g. NejvyhodnéjSimi podminkami pro

odst¥ed&ni je odst¥edéni pti 4°C pf¥es noc.

ZplUsoby pro prelisténi vektoru

Zplsob 1

1. Pro¢isténi virového supernatantu

2. Zahudténi ultrafiltraci

3. Diafiltrace s nebo bez zpracovadni benzonazou

4, Iontoménifovad chromatografie

5. Chromatografie s vyluCovanim podle velikosti nebo
diafiltrace

6. Volitelné zahusténi ultrafiltraci
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Zpusob 2

1. Pro¢isténi virového supernatantu

2. IontoméniCova chromatografie

3. Diafiltrace nebo chromatografie s vylucovanim podle
velikdsti

4, Volitelné zpracovani benzoazou

5. Chromatografie s vyludovanim podle velikosti nebo
diafiltrace

6. Volitelné zahudténi ultrafiltraci

Pro vySe uvedeny postup mohou byt pouZity razné
pryskyfice, vCetné Poros 50HQ od Perseptive Biosystems.
Naplné& z dutych vldken mohou byt pouZity pro ultrafiltraci
nebo diafiltraci, vCetné naplni (UFP-750 série) od A/G

Technologies.
Zpusoby podéni

Podle predklédaného vyndlezu je vektor vnese do
hostitelské butiky pot¥ebujici genovou terapii virové
infekce, jak bylo popsano vy3e. Mezi techniky pro vneseni
vektoru patfi kontaktovani hostitele schopného byt infikovan
virem s vektorem podle pfedkladaného vyndlezu. Vyhodné
takové kontaktovani zahrnuje jakékoliv prost¥edky, pomoci
kterych je vektor vnesen do hostitelské buiiky; zpusob neni
zavisli na jakychkoliv konkrétnich prost¥edcich pouZitych
pro vneseni vektoru. Takové techniky jsou dobfe znamé

odbornikim v oboru a jsou zde uvedeny jakobpfiklady.

Takové vneseni vektoru miZe byt provedeno bud in vitro
(nap¥. v genové terapii ex vivo) nebo in vivo, a miZe byt
pouZito elektroporace, transformace, transdukce, konjugace

nebo triparenté&lni mnoZeni, transfekce, infekce, faze
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membrény s kationtovymi lipidy, ostfelovani mikrocésticemi
potaZenymi DNA o vysoké rychlosti, inkubace se sraZeninou
DNA-fosforeCnan vapenaty,, pfimé injekce do jednotlivych

bunék a podobné. Jsou dostupné i dal3i metody a tyto mohou

byt pouzity.

Vyhodné jsou vSak vektory nebo ribozymy vneseny za
pouZziti kationtovych lipid@i, nap¥. liposomii. Takové liposomy
jsou komer¢né dostupné (nap¥., Lipofectin™, Lipofectamine™
a podobné, od Life Technologies, Gibco BRL, Gaithersburg,
Md.). Dale mohou byt v pfedlddaném vynadlezu pouZity liposomy
majici zvySenou prenosovou kapacitu a/nebo redukovanou
toxicitu in vivo (nap¥. jak je popséano v PCT patentové
p¥ihlasce ¢. WO 95/21259). Pro podéni liposomlt jsou
doporuceni uvedena v PCT patentové p¥ihlasSce &. WO 93/23569
a tato doporuceni mohou byt pouZita. Cbvykle je p¥i takovém
podédni pripravek vychytan vétSinou lymfocytl bé&hem 8 hodin
p¥i 37 °C, a vice neZ 50% injikovani davky je detekovano ve
sleziné jednu hodinu po intravenosnim podéni. Mezi dals§i
vhodnd vehikula patf¥i hydrogely a polymery s ¥izenym

uvoliiovanim.

Forma vektoru vneseného do hostitelské buiiky mliZe byt
ruzné, CasteCné v zavislosti na tom, zda je vektor vnesen in
vitro nebo in vivo. Nap¥iklad mohou byt nukleové kyseliny
cirkularni, se zé&F¥ezem nebo linearizované, podle toho, zda
méa byt vektor uloZen extragenomové (t.j. jako autonomnd se
replikujici vektor), zda mé& byr integrovadn jako provirus
nebo profag, docasné transfektovan, do¢asné infikovan jako
replikaci-deficitni nebo podminéné se replikujici virus,
nebo stabilné vloZen do genomu hostitelské butfiky v dusledku

Mz~

dvojité nebo jediné p¥ek¥iZené rekombinace.
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Pfed vnesenim do hostitele miZe byt vektor podle
pfedkladaného vynalezu formulovan do rtiznych pIipravkd
pouZitelnych v terapeutické a profylaktické 1écbé.
Konkrétné, vektor miZe byt pripraven ve farmaceutickém
prostfedku, kde je kombinovan s vhodnymi farmaceuticky
pfijatelnymi nosi¢i nebo Ffedidly, a miZe byt formulovan tak,
aby byl vhodny pro pouZiti v lidské nebo veterinarni

mediciné.

Tak mohou prostfedky pro pouZiti ve zplisobech podle
pfedkléadaného vyndlezu obsahovat jeden nebo vice vyse
uvedenych vektorti, vyhodné& v kombinaci s farmaceuticky
ptijatelnymi nosici. Farmaceuticky prijatelné nosice jsou
dobfe znamé odbornikim v oboru, stejné& jako vhodné zplsoby
podédni. Volba nosiCe zavisi na konkrétnim vektoru, stejné
jako na konkrétnim zpisobu pouZitém pro podéni prosttedku.
"Odbornikiim v oboru bude jasné, Ze existuji rtzné zpusoby
podéni a Ze ackoliv pro podani prostfedku miZe byt pouZit
vice neZ jednoho zplsobu podéni, povede jeden konkrétni
zpusob podani k okamZitéjsi a U¢innéjs$i reakci neZ jiny.
Proto existuje vice vhodnych prostfedkli podle pf¥edkladaného

vynéalezu.

Pripravek obsahujici vektor podle pfedkladaného vynalezu,
samostatné nebo v kombinaci s jinymi antivirovymi
slouCeninami, miZe byt pfipraven ve formé prostfedku
vhodného pro parenterédlni podani, vyhodné intraperitoneélni
podani. Takové prostfedky mohou obsahovat vodné a non-vodné
izotonické sterilni injeké&ni roztoky, které mohou obsahovat
antioxidacni c¢inidla, pufry, bakteriostatika a soluty, které
upravuji izotonicitu roztoku tak, aby odpovidala izotonicité
krve pacienta, a vodné a non-vodné sterilni suspenze, které
obsahuji suspendacni ¢inidla, solubilizadni ¢inidla,

zahustovaci ¢inidla a konzervad¢ni &inidla. Prostredky mohou




byt pfipraveny v zasobnicich
vice davek, jako jsou ampule
za lyofilizovaného stavu, ve

sterilniho kapalného nosice,
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obsahujicich jednu davku nebo
a fioly, a mohou byt uskladnény
kterém vyZaduji pouze pfidani

napfiklad vody pro injekce,

pfed pouZitim. Injek¢éni roztoky a suspenze k okamZitému
pouZiti mohou byt p¥ipraveny ze sterilnich praskl, granuli a

tablet, jak je zde popsano.

Vektor miZe byt skladovan v jakémkoliv vhodném roztoku,
pufru nebo lyofilizované formé&, pokud je to Z&douci.
Vyhodnym skladovacim pufrem je Dulbecco fosfatem pufrovany
salinicky roztok; Dulbecco fosfatem pufrovany salinicky
roztok smiSeny s 1-50% roztokem trehalosy ve vodé (1:1),
vyhodné 10% roztokem trehalosy ve vodé (1:1), kdy je
dosaZeno konelné koncentrace 5% trehalosy; Dulbecco fosfatem
pufrovany salinicky roztok smiSeny s 1-50% roztokem ve vodé
(1:1), vyhodné 10% roztokem glukosy ve vodé (1:1), takZe
konelnéd koncentrace glukosy je 5%; 20 mM HEPES-pufrovany
salinicky roztok smiSeny 1-50% roztokem trehalosy ve vodé
(1:1), vyhodné 10% roztokem trehalosy ve vodé& (1:1), takiZe
kone&na koncentrace trehalosy je 5%; nebo Dulbecco fosfatem
pufrovany salinicky roztok smiSeny s 1-50% roztokem

mannitolu ve vodé (1l:1), vyhodné s 5% roztokem mannitolu ve

vodé (1:1), takZe konelnad koncentrace mannitolu je 2,5%.

Prostfedek vhodny pro oralni podani miZe byt prostredek
obsahujici kapalné roztoky, napfiklad miZe byt Glinné
mnoZstvi sloucdeniny rozpusténo ve vodé, salinickém roztoku
nebo ovocném dZusu; nebo mohou byt prost¥edkem kapsle, vacky
s praskem nebo tablety, kaZdad obsahujici pfedem urcené
mnoZstvi aktivni sloZky, ve formé pevné latky nebo granuli;
roztoky nebo suspenze ve vodné kapaliné; a emulze olej-ve-
vodé nebo voda-v-oleji. Tabletové formy mohou obsahovat

laktosu, mannitol, kukufiény Skrob, bramborovy Skrob,
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mikrokrystalickou celulosu, arabskou klovatinu, Zelatinu,
koloidni oxid k¥emicity, kroskarmellosu sodnou, talek,
magnesium-stearat, kyselinu stearovou a jiné prisady,
barviva, fedidla, pufrovaci ¢inidla, zvlh&ovaci ¢&¢inidla,
konzervacni ¢inidla, chutova korigens a ofarmakologicky

kompatibilni nosice.

Také miZe byt pripraven aerosolovy prostfedek vhodny pro
inhala¢ni poddni. Aerosolovy prost¥edek miZe byt umistén do
vhodného hnaciho plynu, jako je dichlordifluormethan,

propan, dusik a podobné.

Obdobné, prostfedky vhodné pro oralni podéni mohou byt ve
formé bonboni, které mohou obsahovat aktivni sloZku
v ochuceném zakladu, obvykle v sacharose, arabské klovatiné
nebo tragantu; pastilek obsahujicich aktivni sloZku
v inertnim zdkladu, jako je Zelatina a glycerin, nebo
sacharosa a arabska klovatina; a tstnich vod obsahujici
aktivni sloZku ve vhodném kapalném nosii; stejn& jako ve
form& krémi, emulzi, gell a podobné& obsahujicich, kromé

aktivni sloZky, nosiCe znamé a pouZivané v oboru.

Prostfedky vhodné pro lokdlni podéni mohou byt ve formé&

krémi, masti a pletovych vod.

Prostfedky pro rektdlni podani mohou byt ve formé& &ipka
vyuZivajici vhodnych bazi, obsahujicich, nap¥iklad, kakaové
méslo nebo salicylat. Prost¥edky pro vaginadlni podani mohou
byt ve formé pesarti, tampont, krémi, gelli, past. P&ny nebo
spreje obsahujicich, krom& aktivni sloZky, noside znéné
v oboru. Aktivni sloZka miZe byt také kombinovéana

s lubrika&nim &inidlem a pouZita pro naneseni na kondom.
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Davka podand ZivocCichovi, konkrétné C¢lovéku, ve zplsobech
podle predkladdaného vynélezu, by mé&la byt davka dostatelné
pro vyvolani terapeutické odpovédi u infikovanych jedinci za
rozumnou dobu. D&vka bude urcena ucinnosti konkrétniho
vektoru pouZitého p¥i 1éc¢bé, zavaZnosti onemocnéni, stejné
jako té&lesnou hmotnosti a vékem postiZeného jedince.
Velikost davky bude také urcena existenci jakychkoliv
neZaddoucich ufinkl doprovéazejicich konkrétni pouZity vektor.

Je Z&douci udrZovat neZadouci uc¢inky na minimdlni drovni.

Davka mtiZe byt ve form& davkové jednotky, jako je tableta
nebo kapsle. Termin “davkové jednotka”, jak je zde pouZit,
oznaCuje fyzikadlné& diskrétni jednotky vhodné pro pouZiti
jako jednotkové davky u ¢lovéka nebo ZivoCicha, kde kaZda
jednotka obsahuje pfedem urcené mnoZstvi vektoru, samostatné
nebo v kombinaci s jinymi antivirovymi &inidly, kde toto
mnoZstvi je vypoclteno tak, aby bylo dostate&né pro produkci
poZadovaného u&inku,a dale obsahuje farmaceuticky p¥ijatelné
fedidlo, nosi¢ nebo vehikulum. Specifikace pro jednotkové
davkové jednotky podle pfedkladdaného vynadlezu zavisi na
konkrétni pouZité slouceniné a na efektu, kterého ma byt
dosaZeno, stejné jako na farmakodynamice asociované s kaZdou
slouCeninou u hostitele. Podané mnoZstvi by m&lo byt
“antivirové ucinné mnoZstvi” nebo mnoZstvi dostatelné pro

dosaZeni "u&inné koncentrace” u jedince.

ProtoZe je "d¢innd koncentrace” pouZita jako cil pro
davkovani, miZe se skutelnéd davka a davkovani znadné 1ijit,
v zavislosti na interindividudlnich rozdilech ve
farmakokinetice, distribuci 1léku a metabolismu. "U&innéa
koncentrace” midZe byt definovana, nap¥iklad, jako
koncentrace v krvi nebo ve tkéni poZadovand u pacienta,
kterd odpovida koncentraci jednoho nebo vice vektord podle

predkléddaného vynalezu, kde tato koncentrace inhibuje virus,
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jako je HIV, v testu prediktivnim pro klinickou antivirovou

aktivitu chemické slouleniny. "0U&inné koncentrace” pro
sloueniny podle predklddaného vyndlezu se mdZe také 1isit,
kdyZ jsou slouleniny podle pfedkladaného vynélezu pouZity
v kombinaci se zidovudinem nebo jinymi antivirovymi

slouCeninami nebo jejich kombinacemi.

Odbornik v oboru snadno urci vhodhou davku, protokol
podavani a zpusob podadvani pro konkrétni pouZity prost¥edek,
které povedou k dosaZeni "a¢inné koncentrace” u konkrétniho
jedince. Odbornik v oboru také snadno vybere a pouZije
vhodny indik&tor "G¢inné koncentrace” sloudeniny podle
p¥edkladdaného vynédlezu, pomoci p¥imé (nap¥. analytické
chemické analyzy) nebo nepfimé (napf. pomoci vedlejdich
indikatorli virové infekce, jako je p24 nebo reverzni
transkriptasa pf¥i 1é¢bé AIDS nebo AIDS-like syndromu)
analyzy vhodnych vzork® od pacienta (nap¥iklad krve a/nebo

tkané) .

Dadle, pfi urcovani uc¢innych koncentraci u pacientl pf¥i
1é¢b& AIDS nebo AIDS like onemocnéni jsou dostupné zvifeci
modely a tyto modely se zna&né vyuZivaji p¥i hodnoceni in
vivo Uéinnosti rlznych protokold genové terapie proti HIV
(Sarver et al. (1993b), vySe). Mezi tyto modely pat¥i, my3i,
opi¢i a koCic¢i modely. Alkoliv nejsou tato zvifata prirozené
citliva na HIV, mohou byt chimérické my3i (nap¥., SCID,
bg/nu/xid, NOD/SCID, SCID-hu, imunokompetentni SCID-hu,
BALB/c s ablovanou kostni d¥eni) rekonstituované lidskymi
mononuklearnimi buifikami periferni krve (PBMC), tkané&mi
lymfatickych uzlin, fet&lnich jater/thymu nebo jinymi
tkanémi, infikovany vektorem nebo HIV a potom mohou byt
pouZity jako modely pro patogenesi HIV a genovou terapii.

Obdobné&, miZe byt pouZit model virus opi&i imunodeficience
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(SIV) /opice, stejné jako model virus kolici

imunodeficience/kocka.

Tyto modely mohou byt také pouZity pro urceni bezpelnosti
vektoru pro validaci vektorového systému pro klinické |
studie. Vyznamnou aplikaci je pouZiti téchto zvifecich
modelld pro studie biologické distribuce. Transdukované
buiiky, vyhodné lidské bufiky, obsahujici vektor, jsou
injikovany do zvifeciho modelu a bezpelnost vektoru se urci
podle absence genetického materidlu vektoru ve zvifecich
‘tkadnich. Absence genetického materidlu vektoru ve zvi¥ecich
tkédnich znamend, Ze vektor se autonomné nereplikuje bez
p¥itomnosti pomocného elementu nebo ptrirozeného virus a
proto se povaZuje za bezpelny pro klinické pouZiti u 1idi.
Pritomnost vektoru za nep¥itomnosti pomocného vektoru nebo
pomocného viru bude povaZovéna za bezpelnostni riziko, pokud
se nepredpokladd, Ze by se vektor replikoval autonomné.
Nicméné, v pfipadé, Ze se predpokladéd autonomni replikace
vektoru, tak musi byt vybréana jinad kriteria bezpeénosti,
napfiklad neptfitomnost replikace v nékterych tkanich nebo
urovein replikace u Zivoclicha. PFitomnost nebo absence
vektoru miZe byt urdena PCR, nebo FACS analyzou, kdyZ
testovany vektor exprimuje markerovy gen, ktery miZe byt

vizualizovan FACS, ale existuji i jiné zplsoby detekce.

Obecné, vyhodné je mnoZstvi vektoru dostatedné pro
dosaZeni tkanové koncentrace podaného ribozymu (nebo
vektoru) od prfibliZné 5 pg/kg do pf¥ibliZné 300 mg/kg t&lesné
hmotnosti a den, zejména od p¥ibliZné& 10 ug/kg.do pfriblizZné
200 mg/kg télesné hmotnosti a den. V nékterych aplikacich,
napfiklad p¥i lok&lnim, o&nim nebo vaginédlnim podani, je
vyhodné podani vice déavek za den. Dale, polet davek se 1i3i

v zéavislosti na zplsobu poddni a konkrétnim vektoru.
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Pfi 1é¢bé&€ nékterych jedinclh infikovanych virem je nutné

20

pouZit "mega-davkovaci” reZim, p¥i kterém jsou aplikovany
velké davky vektoru, ponechd se urcita doba pro ucinek
vektoru a potom se podd jedinci vhodné ¢inidlo pro
inaktivaci aktivni sloZky. Ve zpusobu podle pfedkladaného
vyndlezu je lécba (tj. replikace vektoru v kompetici

s léCenym virem) nutné omezena. Jinymi slovy, jak se
koncentrace — nap¥iklad - HIV sniZuje, tak se koncentrace

vektoru zavislého na HIV v produkci wvirionti také sniZuje.

Farmaceuticky prostfedek miZe obsahovat dalsi
farmaceutickd ¢inidla spoleCné s vektorem podle
ptedkladaného vyndlezu, kdyZ je pouZit pro terapeutickou
1éCbu AIDS. Tyto dalsi farmaceuticka ¢inidla mohou byt
pouZita obvyklym zplsobem (t.j. jako ¢inidla pro 1é&&bu HIV
infekce), stejné jako mohou byt pouZita pro selekci crHIV
vird in vivo. Takova selekce, jak je zde popséna, podporuje
gifeni podminéné se replikujiciho HIV a umoZiiuje GCinné&jsi
kompetici podminéné se replikujiciho HIV s p¥irozenym HIV,
coZ nutné omezuje patogenitu pf¥irozeného HIV. Konkrétné& se
predpokladd pouZiti antivirového &inidla, jako je zidovudin.
Dalsimi pfiklady &inidel, ktera mohou byt pouZita, jsou
antivirové slouceniny, imunomoduléitory, imunostimulad&ni
¢inidla, antibiotika a dalsi ¢inidla a terapeutické reZimy
(v€etné téch, které jsou oznadovany jako alternativni
medicina), které mohou byt pouZity pro 1é&bu AIDS. Mezi
antivirové slouleniny pat¥i, napfiklad, ddI, ddcC,
gancyklovir, fluorované dideoxynukleotidy, non-nukleosidové
analogy, Jjako je nevirapin (Shih et al., PNAS, 88, 9878-9882
(1991)), TIBO derivaty, jako je R82913 (White et al.,
Antiviral Research, 16, 257-266 (1991)), a BI-RJ-70 (Shih et
al., Am. J. Med., 90(Suppl. 4A), 8S-17S (1991)). Mezi
imunoodulac¢ni a imunostimulacni slouleniny pat¥i nap¥iklad

rizné interleukiny, CD4, cytokiny, protildtkové piipravky,
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krevni transfuse a bunéCné transduce. Mezi antibiotika
pat¥i, napfiklad, antimykotika, antibakteridlni slouleniny a

lé¢iva proti Pneumocystis carinii.

Podani slouceniny inhibujici virus s dal3imi antivirovymi
‘ Cinidly a konkrétné se znamymi RT inhibitory, jako je ddcC,
zidovudin, ddI, ddA,.nebo jiné inhibitory, které ucinkuji
proti dal3im HIV protein®im, jako jsou anti-TAT ¢&inidla, bude
inhibovat vétSinu nebo v3echna replikadni stadia Zivotniho
cyklu viru. Davky ddC a zidovudinu pouZivané p¥i AIDS nebo
ARC byly publikovany. Virostatické rozmezi pro ddC je obecné
mezi 0,05 uyM a 1,0 pM. Rozmezi od p¥ibliZné& 0,005 do 0,25
mg/kg télesné hmotnosti je virostatické u vét3iny pacientd.
Davkové rozmezi pro ordlni podani je o n&co 5ir3i, nap¥iklad
0,001 aZ 0,25 mg/kg v jedné nebo ve vice davkéach

v intervalech 2, 4, 6, 8 a 12 hodin atd.. Vyhodné& se 0,01
mg/kg télesné hmotnosti poda kaZdych 8 hodin. P¥i podani

v kombinované terapii miZe byt antivirovd sloudenina podana
napriklad ve stejnou dobu jako vektor podle p¥edkladaného
vynalezu, nebo miZe byt aplikace rozvrZena podle potfeby.
Vektor maZe byt také kombinovan v prostfedku. Davky kaZdé
sloZky budou pf¥i kombinovaném podani o n&co ni¥3i neZ p¥i

' podani kaZdé sloiky samotné.

Pfiklady provedeni vynalezu

SloucCeniny a zplUsoby podle pfedkladaného vynalezu budou
nyni popsédny v nésledujicich p¥ikladech. Tyto p¥iklady
slouZi pro ilustrovéni p¥edklddaného vynalezu a nijak

neomezuji rozsah p¥edkladaného vynalezu.

Pfiklad 1
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Tento pfiklad popisuje konstrukci podminéné se
replikujicich vektorl podle p¥edkladaného vynédlezu.
Konkrétné tento priklad popisuje konstrukci podminéné se

replikujicich vektort na bazi HIV, tj. crHIV vektoru.

Jednim z nejvyraznéjSich aspektll patogenese HIV je
produkce genetickych variant viru. Rychld produkce variant
HIV in vivo naznacuje, Ze virus se musi zkoumat v ramci
Darwinistického genetického modelu (viz, napf¥., Coffin,
Curr. Top. Microbiol. Immunol., 176, 143-164(1992); a
Coffin, Science, 267, 483489 (1995)). Varianty wvznikaji
v disledku nespolehlivosti molekuly reverzni transkriptasy,
ktera vytvari mutace v provirech nové transkribovanych
z virové genomové RNA. Proto za in vivo podminek
postradajicich kritickd mista a p¥i mnoZstvi replikacnich
cykld dochdzi k vyznamné genetické variaci s produkci mnoha
variant viru. Za téchto podminek p¥irozeny HIV predominuje,
protoZe méd nejvét3i selek&ni vyhodu. Nicméné, za pfitomnosti
inhibitoru, napf¥iklad zidovudinu, bude selektovana varianta
viru, kterd m4 vy38i seleklni vyhodu neZ pfirozeny kmen, a
tato varianta nakonec pfevladne (Coffin (1992) a (1995),
vySe). Na tomto zékladé pfedkladany vynalez poskytuje
strategii podminéné& se replikujiciho virového vektoru, ktery
dodava nepatogenim HIV-1 genomim selekéni vyhodu na

patogenim p¥irozenym HIV-1.

Tyto nepatogeni, podminéné se replikujici HIV (crHIV)
vektory jsou defektni HIV, které se replikuji a bali pouze
v bunkéch, které jsou infikovany p¥irozenym HIV. CrHIV
genomy kompetuji s p¥irozenym HIV a sniZuji virovou ndloZ
patogeniho p¥irozeného HIV. SniZeni virové néloZe
pfirozeného HIV u infikovaného jedince vede ke zvy3ené 3anci
na preZiti. Toto sniZeni by mé&lo také sniZovat schopnost

infikovaného jedince pfendSet pfirozeny HIV na neinfikované
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jedince. Pro uspéSnou kompetici crHVI s pfirozenym HIV-1
jsou vyznamné dva faktory: (1) selektivni vyhoda crHIV
genomll nad prirozenymi HIV genomy, a (2) selektivni vyhodu
bunék exprimujicich crHIV nad buiikami exprimujicimi
pfirozeny HIV (t.j. selektivni vyhoda pro produkci crHIV
virionl z crHIV-exprimujicich buné&k nad butikami

exprimujicimi p¥irozeny HIV).

CrHIV vektory se podminéné replikuji v disledku
skuteCnosti, Ze obsahuji sekvence nutné pro expresi,
dimerizaci a baleni RNA, ale neexprimuji funkéni (t.j.,
pfirozené) HIV-1 proteiny. Selektivni vyhoda byla dodana
CrHIV vektorim inserci ribozymové kazety, ktera sté&pi U5

region p¥irozeného HIV genomu, ale ne crHIV U5 RNA.

Ribozymy pfitomné ve vektoru ne3tépi crHIV RNA proto, Ze
US region crHIV RNA byl modifikovén substituci konzervativni
baze (substituci baze pfitomné na jinych kmenech HIV), ktera
brani G¢inné vazbé& ribozymu a 3tépeni v té&chto mistech.
Dale, crHIV jsou nepatogenni, protoZe nekdédduji proteiny,
které se povaZuji za odpov&dné za smrt CD4+ bundk. KdyZ se
buriky infikované HIV (které byly transfektovany crHIV
vektorem) aktivuji, tak mohou komplementovat genomové

deficity crHIV, coZ vede k produkci crHIV viriona.

Obecné&, crHIV genomy byly konstruovény z kompletniho,
infek&éniho klonu HIV, pNL4-3 (Adachi et al. (1986), vyse) .
VSechny klonovaci reakce, manipulace s DNA, RNA a proteiny,
byly provedeny za pouZiti metod dob¥e znamych odbornikiim
v oboru, které jsou popsany, nap¥iklad, v Maniatis et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed. (Cold Spring
Harbor Laboratory, NY (1982)). Enzymy a ¢inidla pouZita
v téchto reakcich byly ziskany od komer&nich dodavatelu

(napf., New England Biolabs, Inc., Beverly, Mass.; Clontech,
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Palo Alto, Calif.; a Boehringer Mannheim, Inc.,
Indianapolis, Ind.) a byly pouZity podle navoda vyrobci.
Dale, udrZovani a propagace vektorli se provedly za pouZiti
technik dobfe znamych v oboru, které byly popséany dfive
(nap¥., Dropulic’ et al. (1992), vy3e; a Dropulic’ et al.
(1993), vyse).

PNL4-3 byl Stépen enzymy Pst I (ktery 3tépi v gag,
p¥ibliZné& v pozici +1000 od zalatku transkripce) a XhoI
(ktery 5tépi v nef, pfibliZné v pozici +8400 od zadatku
transkripce), a byla insertovéana polylinkerova sekvence
obsahujici b&Zn& restrikéni mista. 0,86 kb BglII aZ BamHI
fragment obsahujici rev responsivni element (RRE) se
klonoval do Bam HI mista p¥itomného na polylinkerové
sekvenci. Tyto Upravy vedly k deleci od gag kédujiciho
regionu do U3 kédujiciho regionu (t.j., téZ k deleci nef
genu) v sekvenci p¥irozeného HIV. Alkoliv byl vektor schopen
produkovat zkraceny gag transkript, nebyl kompletni funk&ni
Gag protein produkovan vektorem. Nicméné&, protoZe jsou
funkce pfirozeného Gag nutné podle pfedkladaného vynalezu,
miZe byt gag sekvence mutovadna pro zabranéni translaci Gag

proteinu.

Ribozymova kazeta obsahujici jeden nebo vice zde
popsanych ribozyml byla insertovédna do Sal I mista za Bam HI
misto. Pro provedeni tohoto byly syntetizovéany
komplementarni deoxyoligonukleotidové sekvence koéduijici
ribozym, ty byly tepelné zpracovany a potom klonovany do Sal
I mista. Ribozymy pouZité pro konstrukci crHIV vektord byly
kladivkové ribozymy. Tyto ribozymy obsahovaly katalytickou
doménu skladajici se z 22 parh bazi a dvé hybridizadni
domény skladajici se kaZdd z 9 paru bazi. Ribozymy byly
cilené na +115 nebo +133 mista (t.j. polet part bazi od

zaCatku transkripce) U5 RNA sekvence. Hybridiza&ni domény a
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katalyticka doména (podtrZena) ribozym cilenych na +115

misto a +133 misto jsou nasledujici:

CACACAACACTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAACGGGCACA (“+115 ribozym”)
SEQ ID NO:3;

ATCTCTAGTCTGATGAGGCCGAAAGGCCGAAACCAGAGTC (“+133 ribozym”)
SEQ ID NO:4.

Ribozymova kazeta se sklédala z jediného, dvojitého nebo
trojitého ribozymu umisténych v tandemu. Vektory obsahujici
jediny nebo trojity ribozym mohou byt snadno konstruovany a
cileny na U5 HIV RNA, v pozici +115. Vektory obsahujici
dvojité ribozymy mohou byt snadno konstruovédny a cileny na
stejné misto v pozici +115 nebo na raznd mista v pozicich

+115 a +133 U5 HIV RNA.

Pro dokonceni konstrukce vektorli se crHIV vektory
upravily tak, aby byly resistentni na 3té&peni ribozymy (t.j.
v jejich RNA manifestaci) mutovanim mista rozpoznavaného
kladivkovymi ribozymy v U5 regionu crHIV genomu. Pro
provedeni tohoto cile se dvoufetézcovy oligonukleotid (t.j.
AAGCTTGCCTTGAGTGCTCAAAGTAGTGTGTGCCCACCTGTTGTGTGACTGGCAG
CTAGAGATCCCACAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGARBRATCTCTAGCAGTGGCGCC SEQ
ID NO:13) obsahujici substituce bazi uvedené na Obr. 2 SEQ
ID NO:2 pouZil pro vloZeni modifikovanych mist do vektoru.
Konkrétné, substituce bazi byly vloZeny do ribozymovych
hybridizaénich a $tépicich mist v bazich 115 a 133.
Konkrétné&, jak je uvedeno na obr. 2, byly voZeny mutace
v bazich 113, 114, 132, 134 a 142. Tato mista mohou byt
modifikovana tak, aby obsahovaly jakékoliv mutace (t.j.,
GTGTGCCCNNCTGTTGTGTGACTCTGGNANCTAGAGANC, kde N miZe byt
jakykoliv mutantni nukleotid, SEQ ID NO:14). Vyhodné&, jsou

vS8ak tyto sekvence mutovany tak, Ze obsahuji, napfiklad, G
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na A substituci v misté +113 (t.j., tak, Ze sekvence
obsahuje GTGTGCCCATCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATC, SEQ ID
NO:15), a U (t.j., T, pro DNA sekvence) na C substituci v
misté& +114 SEQ ID NO:5, a U (t.j., T v DNA sekvencich) na C
substituci v misté +132 SEQ ID NO:6, A na G substituci v
misté& +134 (t.j., tak, Ze sekvence obsahuje
GTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAGCTAGAGATC, SEQ ID NO:16) a U
(t.j., T pro DNA sekvence) na A substituci v misté& +142, kde
tyto mutace mohou byt samostatné nebo kombinované.
Konkrétné&, za absence jinych U5 mutaci, brani U (t.j. T pro
DNA sekvence) na C substituce v misté +114 SEQ ID NO:5
a/nebo misté +132 SEQ ID NO:6 v crHIV U5 RNA 3tépeni
ribozymem (Uhlenbeck (1987), vy3e). Insertované substituce
bazi jsou p¥itomné v rdznych jinych kmenech HIV (Myers et
al., HIV Sequence Database, Los Alamos Nat. Lab. (1994)),
coZ naznaluje, Ze tyto substituce nesniZuji replikaé&ni

kapacitu HIV genomu.

Uvedeny zplUsob miZe byt pouZit pro konstrukci dalSich
podminéné se replikujicich vektorti, napfiklad skladajicich
se z odlisnych virovych genom (nap¥. riznych RNA virfa),
nebo obsahujicich rfiznd genetickd antivirova &inidla. Dale,
podminéné se replikujici vektor miZe byt dale modifikovan
tak, aby dodaval hostitelské buiice, do které je vektor
vloZen, selektivni vyhodu nad hostitelskou buifikou obsahujici
pfirozeny virus. Napfiklad miZe byt takovy vektor
modifikovan tak, aby dale kdédoval mnohotnou lékovou
resistenci, nebo mutovanou proteasu nebo reverzni

transkriptasu.

Tyto metody mohou byt také samozfejmé& pouZity pro
konstrukci rhznych pomocnych vektorovych konstrukta, jak

jsou zde popséany.
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Priklad 2

Tento priklad popisuje resistenci podminéné se
replikujicich vektorti, konkrétné crHIV vektor®i, na Ztépeni

ribozymem.

Pro potvrzeni resistence crHIV vektort na Stépeni
ribozymem se provedla transkripce in vitr. Pro provedeni
tohoto cile se ribozymové sekvence klonovaly do Xho I mista
pBluescript KSII (Stratagene, La Jolla, Calif.). 0,21
kilobazovy (kb) Bgl II fragment obsahujici mutovany crHIV U5
region se excidoval z crHIV vektoru a insertoval se do Bam
HI mista pBluescript KSII. Vzniklé modifikované pBluescript
KSII vektory se linearizovaly za pouZiti Bss HII p¥ed tim,
neZ se provedla transkripce in vitro. Podobny plasmid
exprimujici pfirozenou HIV U5 RNA (popsany v Myers et at.
(1994), vy3e) se pouZil jako kontrola. P¥ed transkripci in

vitro se linearizoval za pouZiti Eco RI.

Radioaktivné znacdend U5 HVI RNA a ribozymova RNA se
produkovaly in vitro transkripci vektorti, jak bylo popséano
df¥ive (Dropulic’ et al. (1992), vy3e). Radioaktivné znalené
transkripty se inkubovaly spole¢né (v moldrnim pomd&ru cilova
sekvence:ribozym 1:2) v 1x transkrip&nim pufru obsahujicim
40 mM Tris-HCl1l, pH 7,5, 6 mM MgCl,, 2 mM Spermidinu, a 10 mM
NaCl. Vzorky se zahfaly na teplotu 65°C a potom se ochladily
na teplotu 37 °C 5 minut p¥ed p¥idanim roztoku stop pufru
obsahujicim 95% formamid, 20 mM EDTA, 0,05% bromfenolovou
modf¥ a 0,05% Xylene Cyanol FF. Produkty se potom roz3tépily
pomoci elektroforesy na denaturaénim polyakrylamidovém gelu

(PAGE) a detekovaly se autoradigraficky.

KdyZ se pfirozend U5 HIV RNA inkubovala s transkriptem

obsahujicim jediny ribozym k mistu +115, tak bylo jasné
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pozorovatelné Stépeni. Takoyé Stépeni vede ke wvzniku
produktd P1 a P2. St&peni bylo také pozorovano, kdyZ byla
pfirozend HIV RNA inkubovana s RNA obsahujicimi dvojité
ribozymy bud ke stejnému mistu, nebo k rlznym mistim. KdyZ
byl transkript_obsahujici ribozym namifeny proti dvéma
riznym mistdm v pfirozené HIV RNA, tak vznikaly produkty

Pl, P2 a P3. P3 vznikal Stépenim v +133 misté&.

Pro srovnéani, kdyZ byla modifikovand US-obsahujici crHIV
RNA inkubovédna s jedinym ribozymem nami¥enym k mistu +115
nebo s dvojitym ribozymem namifenym k misttim +115 nebo +133,
tak nebyly detekovany produkty 3tépeni. Tyto vysledky tedy
potvrzuji, Ze crHIV U5 RNA jsou resistentni na 3té&peni
ribozymy, zatimco pfirozené U5 HIV RNA jsou 3tépeny anti-U5
ribozymy. Dale vysledky potvrzuji, Ze postupy podle
pfedkladaného vyn&lezu mohou byt pouZity pro dodani
selektivni vyhody v replikaci podminén& se replikujicim
vektorim (v€etn& vektorl jinych neZ jsou crHIV vektory), po
jejich vneseni do hostitelské bufiky, ve srovnani s '

pfirozenym kmenem viru.
Pfiklad 3

Tento pfiklad strucné popisuje klicové kroky v produkci
pomocnych vektorovych konstruktd podle p¥edkladaného
vynadlezu. Pokud neni uvedeno jinak, byly sekvence nukleové
kyseliny kédujici rtizné retrovirové elementy ziskany
z vefejné dostupnych zdroju. VSechny popsané kroky vyZaduji
sekvenovani celého kéddujiciho regionu pro vSechny proteiny

za UCelem detekovani chyb a p¥imé opravy, pokud jsou nutné.

Pro degenerovani tat sekvence a umoZnéni jejiho ovlivnéni
anti-tat ribozymy se plasmid pTAT mutoval za pouZiti

QuickChange kit od Stratagene tak, aby obsahoval misto pro
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cilené navazani anti-tat ribozymové kazety. Potom se
mutovana tat sekvence klonovala do expresnho vektoru na béazi
pMG plasmidu od InvitroGen. Tat sekvence se fuzovala na LRES
v prvnim ATG za pouZiti Ncol mista. Vektor se dale
modifikoval tak, aby obsahoval gen pro resistenci na

ampicilin a SV40 sekvenci rozpoznavajici polatek replikace.

Sekvence obsahujici HIV-1 rev a RRE elementy se ziskaly
excidovanim t¥etiho exonu rev spole&né s RRE z pNL4-3, a
klonovaly se do pLITMUS38 plasmidu. Rev sekvence do
nukleotidu 208, kteréd zahrnuje druhy exon a &ast tFretiho
exonu do BamHI mista, se sestavila ze 3 syntetickych
nukleotidd za pouZiti ETR a PCR. PCR produkt se klonoval do
pUC18 a potom se subklonoval do pLITIIRRErev3. Dva useky
rev se flzovaly za pouZiti QuickChange kitu. RRE z HIV-2 se
substituoval za HIV-1 RRE a oba konstrukty se klonovaly do
gag/pol/Rz vektoru. Degenerovana rev sekvence se také
pouzila p¥imo pro subklonovani do baliciho konstruktu pro

vektory, jako je pVLRPac-2.

Pro degenerovani prvnich 42 nukleotidd gag, které jsou
nutné pro baleni a které musi byt soudasti vektorového
plasmidu se BssHII/Spel fragment z pNL4-3 subklonoval do
pLITMUS38. Gag sekvence se degenerovala za pouZiti ,
QuickChange kitu tak, Ze byly eliminovany vSechny sloZky
baliciho signdlu, a HIV hlavni sest¥ihové donorové misto se
reinsertovalo misto prvniho ATG kodonu gag. Degenerovany
gag se subklonoval do pNgp plasmidu, daru Dr. Conde, misto
5’ LTR, za vzniku sousedni gag sekvence. Toto vedlo k tomu,
Ze si konstrutk stédle je3té zachoval sest¥ihové akceptorové
(SA) a sestfihové donorové (SD) sekvence pouZivané k expresi
vif proteinu. Tento sest¥ih mGZe vést k pFitomnosti
ribozymové kazety v sest¥iZené mRNA, coZ je neZadouci kvuli

moZnému 3tépeni sest¥iZené retrovirové (podminé&n& se
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replikujici) vektorové RNA a z toho plynouciho sniZeni titru
sbaleného transdukujiciho vektoru. P¥ekryvajici se PCR se
pouZila k mutovani SA a SD sekvenci. PCR produkt se
klonoval do gag/pol konstruktu a potom se provedla inserce

anti-US5 ribozymové kazety a rev a RRE elementt.

Env protein viru vesikularni stomatitidy (VSV-G) se
klonoval do prvniho MCS pMG-tat vektoru za zisku obalové
expresni kazety. Pro zjednoduSeni dalSich klonovacich krokt
se VSV-G klonoval jako lepivy fragment do BglII mista
doplnéného Klenow polymerasou. Ziskal se konstrukt s SV40
sekvenci rozpoznavajici polatek replikace (ori). Pro
dokonleni baleni plasmidl jako pomocnych vektortl se rev
sekvence subklonovala do druhého MCS, co? vedlo k zisku

plasmidu oznaeného jako pVIRPAC-2 (viz obr. 6).

Pro pfipravu pomocnych vektorl ze stejnych balicich
plasmidid se gag/pol/Rz/RRE/rev kazeta subklonovala do pMG-
tat-G plasmidu (bez SV40 ori). P¥ipravily se konstrukty s
RRE z HIV-1 nebo HIV-2 (pVLRPac-1.1 a 1.2Rz na obr. 6). Pro
kontrolu funkce ribozymu se ribozymové kazety deletovaly
v kone¢ném HIV-2 konstruktu obsahujicim RRE, za zisku
pPVIRPac-1.2. Nakonec se pro testovani hypotézy, Ze umisténi
gag/pol RNA do sest¥ihového mechanismu miiZe bréanit Stépeni
retrovirové (podminéné& se replikujici) vektorové genomové
RNA, se intron z B-globinu insertoval misto SV40 poly A
signalu (pVIRPac-1.2RzIn). V jinych provedenich
pfedkladaného vynadlezu je insertovany intron odvozen od HIV,
vyhodné jde o kompletni HIV intron, ktery sméruje RNA do

bunécného mechanismu sest¥ihu (nap¥iklad do spliceosomu) .
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Priklad 4

Tento pfiklad popisuje t&innost rfiiznych pomocnych
vektorovych konstruktd. V téchto pokusech se pouZily
standardizované protokoly pro produkci retrovirt do&asnou
transfekci. Megapfipravky plasmidové DNA se produkovaly za
pouziti znamych technik. Pro produkci viru se 293T builky ko-
transfektovaly retrovirovym vektorem a pomocnym vektorem za
pouZziti kalcium-fosfatové metody. Bunéfné supernatanty se
odebiraly p¥ibliZné& 40 hodin po transfekci, prefiltrovaly se
pfes 0,45 pm st¥ikalkové filtry a titrovaly se na HT1080
buiiky. Titry vektoru se vypoletly na zaklad& jeho
transdukCni ucinnosti mé¥ené priutokovou cytometrii p¥ibliZné
za 72 hodin po infekci. Pro vypodty titr@ se pouZil
arbitraZni vzorec N* 400000*, kde N je frakce
transdukovanych bunék; 400000 je p¥ibliZny podet buné&k

v dobé infekce; a F je faktor Fedéni.

Pro zvySeni bezpecnosti pomocného vektoru sniZenim
moZnosti generovéni RCV po rekombinaci s retrovirovym
vektorem na bazi HIV-1 se anti-U5 ribozymova kazeta
insertovala do nékterych pomocnych vektort. Ribozym S$tépi a
destruuje retrovirovou vektorovou RNA, pokud je soulasné
sbalena do viriont. Je v3ak moZné, Ze ribozym bude 35tépit
také vektorovou RNA v produk&nich bufikdch, coZ by
interferovalo s produkci viru. Pro dal$i zvy3eni bezpelnosti
obsahovaly poocné konstrukty také RRE-2 element, ktery déale
sniZoval pravdépodobnost sougasného baleni vektoru a _
pomocného elementu do virové &astice. Tyto pomocné elementy

byly pouZity pro baleni pN1 (cPT)GFP vektoru.

Jak je uvedeno na obr. 7, p¥itomnost ribozymu na pomocném
konstruktu mé€la pouze maly vliv na titr vektoru. Vyznamné

je, Ze pomocny konstrukt (pVirPacl.2RzIn) obsahujici intron
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pro ovlivnéni transportu pomocné RNA v buiice pry& od
vektorové RNA, nemél také Zadny vyznamnéjdi vliv na titr
vektoru. Titr vektoru generovany timto 2-plasmidovym
systémem byl srovnatelny s titrem ziskanym za pouiiti
béZného 3-plasmidového transfek&niho systému. Podobné pokusy
s pomocnym konstruktem obsahujicim RRE-1, pVirPacl.l,
ukazaly pfibliZné& 5-nasobné sniZeni U&innosti baleni. Tak
inkorporace RRE-2 do pomocného vektorového konstruktu nejen
zvySuje jeho bezpelnost, ale také zvy3uje jeho bezpe&nost
tim, Ze sniZuje pravdépodobnost homologni rekombinace, ale

také neoCekavané zvy3uje ulinnost baleni.
P¥iklad 5

Tento pfiklad testuje to, zda je exprese MGMT genu z HIV-
' LTR sest¥iZené mRNA dostatedna pro ucinnou selekci MGMT
transdukovanych buné&k pomoci BG a BCNU. Obr. 10A ukazuje
pouZité vektory. Obr. 10B ukazuje efektivni pfeZivani bundk
a jejich expanzi za p¥itomnosti cytocidnich koncentraci
BG/BCNU. Zkratky jsou nasledujici: M, MGMT; I, IRES; G, GFP;
W, Woodchuck post-transkriplni element; a C, CMV promotor.
V8echny vySe uvedené prvky se klonovaly do pNl vektoru, za
RRE element tak, Ze jakykoliv gen pF¥imo 3’ za RRE elementem
mohl byt exprimovan ze sest¥iZené RNA, protoZe sest¥ihové
akceptorové misto bylo umisté&no t&sné& proxim&lné k mistu
inserce genu. Obr. demonstruje, Ze zatimco kontrolni bunky
netransdukované lentivirovym vektorem (“CGFP”) nerostou ani
nepfeZivaji, vSechny vektory exprimujici MGMT pfeZivaji a

rostou.

Buiiky transdukované pN1CMIG byly mrtvé po 14 dnech,
zatimco bufiky transdukované pNIMCG byly mrtvé po 21 dnech.
DileZité je, Ze builky transdukované pNIMIG a pNIMIG-W

zistavaly Zivé po 29 tydnech, co# ukazuje na dlouhodobé
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pfeZivani bunék transdukovanych vektorem bez insertovaného

interniho promotoru.

Pfekvapivé je, Ze vektory exprimujici MGMT z HIV-LTR
sest¥iZené mRNA, byly selektovany velmi U&inn&. Exprese
MGMT neomezuje Skalu vloZenych geni na MGMT nebo selekdni
geny. Tyto vysledky naznacuji, Ze v T-lymfocytech miZe byt
exprimovan z HIV-LTR promotoru jakykoliv gen. Obdobna data
byla ziskéna pro non-T buiiky, coZ dokazuje, Ze exprese genu
z HIV-LTR sestfiZené mRNA mlZe byt aplikovéna na expresi

genll v mnoha typech buné&k.

Dale, bicistronicky charakter “MIG” konstrukti
demonstruje, Ze po vazb& na IRES mife byt exprimovéano vice
genil. Priklady jsou MGMT nebo selek&ni geny s chemokiny,

interferony nebo genetickymi antivirovymi &inidly.
Ptiklad 6

Lidské CD4+ T-lymfocyty se testovaly na senzitivitu k BG

a BCNU. CD14 depletované CD4+ buiiky se pfelistily

z periferni krve s nebo bez mobilizace cytokiny. Buiiky se
kultivovaly v 3 pg/ml PHA a 5 ng/ml IL-2 po dobu 4-7 dni
pfed o3etfenim BG a BCNU. Za vhodnych podminek za absence
BFG a BCNU mohou byt CD4+ builky expandovany b&hem 10 denni
kultivace na vice neZ 100-ndsobek. Testované davky byly O,
0,2, 0,5, 2, 5, 10, 20, 30 a 40 yM BG a 0,2, 5, 10, 20, 30,

a 40 uM BCNU. Provedly se série t¥i pokust.

Obr. 11 ukazuje reprezentativni vysledky z vySe uvedeného
pokusu. Expan byla redukovéna na 20-nésobek po 10 WM BG a uM
BCNU, a na p¥ibliZn& 10-nésobek nebo méné po 20 uM nebo vice
BCNU. OSet¥eni CD4+ bunék BCNU nevedlo ke zpomaleni ruastu.

Proto nejsou CD4 buiiky, na rozdil od SupTl buné&k pouZitych




120 e ‘:.' .:. .:00

ve vySe uvedeném pf¥ikladu, sensitivni na nizké davky BCNU
samotného. Toto ukazuje na vy33i expresi MGMT v primarnich
CD4+ buiikdch, ackoliv se pfedpoklada variace v expresi MGMT

na zakladé variace mezi darci T-lymfocyti.

Pritomnost jak BG, tak BCNU, v koncentraci 10 UM nebo
vys85i, byla nejlep8i v senzibilizaci CD4+ bunék, a BG
v koncentraci 0,5 puM a BCNU v koncentraci 15 pM
senzibilizovaly builky podobné. Zvy3ujici se davka BG nevedla
ke zvySenému zabijeni bun&k, adkoliv se toxicita pro CD4+

bufiky zvySovala s rostouci davkou BCNU.

Jak je uvedeno na obr. 11, wiroveil selekce se obvykle
zvyS8ila 5-nésobné ze zakladni hodnoty 20% na 100%. V jednom
pokusu se selekce zvy3ila z 3% na >90%. 10-100-nasobna
expanze byla pozorovéna po selekci a jednom tydnu; 20-400
nasobnéd selekce byla pozorovéna p¥i 2, 5-nésobku, s primé&rem

80-néasobku.
P¥riklad 7

P¥edchozi pféce ukazaly na korelaci mezi predisténim
autotransplantatl kostni d¥en& a zlepSenim p¥eZivani bez
znamek onemocnéni po autologni transplantaci. D8le se
pfeCiSténi normélnich T-lymfocyt z allotransplantata
pouZilo pro sniZeni rizika reakce $tépu proti hostiteli.
Obr. 13A ukazuje Ufinnost transdukujicich transdukce
nadorovych bunék p#i jednom kole transdukce za pouZiti
PN1 (cPT)ASenvGFP. Obr. 13B potvrzuje, Ze nadorové buiiky
mohou byt selektivné& a U&inn& usmrceny za pfitomnosti CD34+
kmenovych bunék, protoZe CD34+ buiiky nevykazuji Zadnou

vyznamné€jS8i transdukci po jednom kole transdukce.
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Aplikace vySe uvedeného postupu na eliminaci nadorovych
bunék ze 5tépl autologni kostni d¥end zadinad ziskanim kostni
dfen€ odb&rem kmenovych bunék periferni krve. CD34+ buiiky se
pfeCisti za pouZiti CD34-protilatkové kolony a potom se
transdukuji podminéné se replikujicim vektorem v MOI 2 a¥
400 béhem 2 aZ 16 hodin. Buiiky se voliteln& inkubuji za
pfitomnosti jednoho nebo vice faktord aktivujicich buiiky,
jako jsou cytokiny, pro usnadnéni transdukce nebo pro

udZovani bunék. Buiiky se potom podaji lé&enému jedinci.

Obdobny zptisob pro cilené ovlivnéni T-lymfocytll
v allotransplantatech vyuZivd podmin&nd se replikujicich
vektorl, v kombinaci s protokolem stabilni transdukce
s vysokou uUcCinnosti, jako je protokol popsany v souvisejici
U.S. patentové prihl&dSce pofadové &. (jedté& nepritazeno)
podané 31.8.2000 jako spis &. 397272000400, pro selektivni
transduci T-lymfocytu.

P¥iklad 8

Obr. 14, panel B, ukazuje Glinné pseudotypovéni HIV-1
riznymi obalovymi proteiny za pouZiti vektord podle

pfedkladaného vynalezu.

Podobné inicidlni titry Lentivirového vektoru
pseudotypovaného VSV-G obalovym proteinem mohou byt u&inn&
zvySeny pomoci pfelist&ni vyuZivajiciho odstfeddni pri
vysoké rychlosti nebo diafiltrace. Vektor pN1 (cPT2)ASenvGFP
byl balen s pVirPacl.2Rz2. Tabulka ukazuje (a) celkovy
protein ve vzorku, (b) titr vektoru ve vzorku; a (c) nasobek

prtelisténi vektoru z cizorodého materidlu ve vzorku.
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Krok procesu Celkovy Titr vektoru, PreCisténi
protein, mg TU/ml (nadsobek)

Zatatek po 3207 5,9x10° N.A.

projasnéni

Koncentrovani |[722 8,2x10’ 61,7

Diafiltrace 224 6,8x10° 1650

Jak je patrné z tabulky, celkovy protein v supernatantu
vektoru po odstranéni bun&lné drté& je 3027 mg. Zatimco titr
vektoru je v tomto stadiu 5,9x10°. Vzorek se potdm zahusti
ultrafiltraci a potom je celkovy protein ve vorku 722 mg a
titr vektoru se zvy3i na 8,2x10’, coZ znamena 61, 7-nasobné
pfeCidténi. Po zahu3téni ultrafiltraci se vzorek diafiltruje
a potom se celkovy obsah proteinu ve vzorku sni®i na 224 ng,
zatimco titr vektoru se zvy3i na 6,8x10° na ml, co? znamena
1650-nasobné prec¢isténi. Toto demonstruje, Ze cizorodé
proteiny mohou byt odstranény a lentivirovy vektor
pseudotypovany VSV-G miZe byt za pouZiti vyZe uvedeného

protokolu p¥ecidtén.

VySe uvedeny postup miZe byt pouZit také pro vektory
produkované v Hela-tat bun&&né linii generujici titry

p¥ibliZn& 10'°, jak je uvedeno na Obr. 16.

Ptiklad 9

Alternativni pomocné konstrukty pro pseudotypovani
podminéné se replikujicich vektord byly vyvinuty umist&nim
exprese VSV-G pod kontrolu dependentni na Rev. ProtoZfe mRNA
obsahujici RRE nejsou exprimovany za absence Rev,
predpokladalo se, Ze jsou defektni v diisledku pF¥itomnosti

cis-represivnich sekvenci (CRS) umisté&nych v gag/pol, pol a
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env genech. Pro CRS bylo popséno, Ze zachycuje mRNA v jadru,
destabilizuje mRNA nebo brani asociaci mRNA s ribosomy. Tak
miZe byt p¥itomnost CRS a Rev v trans form&, v kombinaci se
sestfihem mRNA, pouZita pro produkci regulované genové

exprese.

Rev/RRE/CRS systém byl pouZit pro Fizeni exprese VSV-G
Rev-dependentnim zpGsobem. Pomocné konstrukty pro tentoucel
obsahovaly 5’ sestfihové donor misto; HIV-2 RRE a 3’
sestfihové akceptorové misto (vyhodn& pro tat/rev); a CRS
fragment z HIV-2 pol regionu pro sni¥eni pravdépodobnosti
rekombinace s vektory na bazi HIV-1; a volitelné&
neindukovatelny promotor, jako je CMV okamZity (IE)
promotor, misto jakéhokoliv indukovatelného promotoru. RNA
kédujici VSV—G je i pfesto, Ze je produkovana bez indukce,
regulovana pritomnosti Rev, protoZe pouze nesestf¥iZena RNA
miZe byt exportovana a exprimovéna v cytoplasmé bez Rev.
Exprese VSV-G zustava zprost¥edkovanid Rev, protoZfe Rev
plsobi proti nukledrni retenci transkriptl ¥izené sestfihem

mRNA a CRS.

Vyhodné& neni sest¥ihovym donorovym mistem syntetické 5’

B-globinové donorové misto, ale sest¥ihové donorové misto
nativniho HIV, nebo HIV analogu. HIV-2 RRE je 280 bp
fragment obsahujici jak HIV-2 RRE, tak sestFihové
akceptorové misto pro Tat/Rev; a CRS je 550 bp interni
fragment z HIV-2 pol sekvence. CRS a RRE elementy z HIV-2
mohou byt pFfipraveny PCR. P¥iklady takovych pomocnych
konstrukti jsou pCGCRSRRE, pCGCRSRzRRE, a dal3i uvedené na
obd. 15A-15E. Kone&né plasmidové konstrukty se ov&Fily
travenim mnoha restrikénimi enzymy. Zatimco pEH-GP a pCMV-GP
jsou konstrukty, které konstitutivné exprimuji gag-pol
polyprotein, mohou byt pouiity také jiné promotory, v&etnd

lentivirového nebo HIV promotoru.
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Obr. 17 ukazuje vysledky p¥i pouZiti rtznych donorovych
sest¥ihovych kombinaci pro Rev dependentni expresi VSV-G.
Jak je uvedeno, odstranéni tetracyklinu vede k Rev

dependentni expresi.

Dalsi pfiklady kombinaci sest¥ihovych donorovych mist,
stejné jako konvenénich sekvenci, jsou uvedeny dale. AZkoliv
mohou byt pouZity vSechny kombinace, jsou HIV major, HIV-1
env, HIV-2 major, a analogové donorové sest¥ihové kombinace

vyhodné.

KONVENCNI SESTRIHOVA

DONOROVA SEKVENCE: NNNNAGGTAAGTNNN (SEQ ID NO:7)
BETA-GLOBINOVA SESTRIHOVA

DONOROVA SEKVENCE: NGGGCAGGTAAGTAT (SEQ ID NO:8)
HIV MAJOR SESTRIHOVA

DONOROVA SEKVENCE: NNGACTGQTGAGTAN (SEQ ID NO:9)
HIV-1 ENV SESTRIHOVA

DONOROVA SEKVENCE : AAAGCAGTAAGTAGT (SEQ ID NO:10)
HIV-2 ENV SESTRIHOVA

DONOROVA SEKVENCE : AGACAAGTGAGTAAG (SEQ ID NO: 11)
HIV-2 MAJOR SESTRIHOVA

DONOROVA SEKVENCE : NNGAAGGTAAGTGCN (SEQ ID NO:12)
ANALOGOVA SESTRIHOVA

DONOROVA SEKVENCE : CTTCAGGGTGAGTINN (SEQ ID NO:17)
P¥iklad 10

Pro identifikovéni vhodnych podminek pro skladovani
vektorlt pfed pouZitim se testovaly rtizné pufry a podminky.
Vysledky jsou uvedeny na obr. 18. MoZnost skladovat vektory
p¥i -20°C a ve farmaceuticky pf¥ijatelném pufru bez

vyznamnéj$i ztraty vektort je znalnou vyhodou pf#¥i skladovani
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vektorid pfed pouZitim. Je samoz¥eijmé, Ze miZe byt také
provedeno skladovani vektor p¥i —80°C, p¥ibliZné -20°C a

ptibliZn& 4°C ve farmaceuticky pfijatelnych prost¥edcich.

Pfiklad 11

Tento pfiklad popisuje aminokyselinovou sekvenci
chimérického HIV CTL epitopu pro pouZiti v provadéni
pfedkladaného vyndlezu (SEQ ID NO: 18). Sekvence obsahuje
prvni methionin (M) pro iniciaci translace a potom néasleduji
rtzné navazujici subsekvence odpovidajici pl7, p24, pl5,

Pol, Rev, gpl20env, gp4lenv a nef, v pfislusném po¥adi.
M-

KIRLRPGGNKKYKLKIIIVWASRELERFGSEELRSLY’NTVAVLYCVHQ .
KIEVKDTKEALDTENRNQESQNY-

' PIVOQNLGQMVHQALSPRTLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSALSEGATP
 QDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKATINEEAAEWDRLHPVHAGPIAPGQ
- MREPRGTSTLQEQIAWMTNNPPIPVGEIYKR WIILGLNKIVRMYSPVSI
FRDYVDRFYKTLRAEQATQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALL

' EDMMTACQGVGGPGHKARLYV.-

' QEGHQMKDCTERQANFGNFPQSRLEPTAPPE-

ITLWQRPLVDTVLEDMNLVLVGPTPVNISPIETVPVKLGPKVKQWPLA
- LVEICTEMEKEGKISKIGPTVLDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPSIW

KGSPAIFQSSMTKNPDIVIYQYMDDLYVDLEEGQHRTKIEELRQHLLR

WGFTTPDKKPIKLPEKESWLVGKLNWASQIYAGIKVKQLIPITEEAELE
ILKEPVHGVYQIYQEPFKNLK TGDVKQLTEAVKITTESIVIWPIQKETW
“ETWWTEYWPLVKLWYQLEPIVGAETFYVDGA ANKALQDSGLEVNIV
‘TDSQYALGIESELVSQIIEQLLAWVPAHKGYEEAEVIETA YFILKLLLW
KGEGAV-
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ISGWILNTY-

RVKGIRKNYAENLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDPNPQE
VVLHEDIISLWDQSLKKLTPLCVTLNCSFNVTTLINTSYTLINCKSSTIT
QACPKCKNVSTVQCRPVVSTQLLLNGSLAEEDIVSIEINCTRPNNNTRK

KITLGPGRVLY’I’I'GENN’I'LKQIVEKLRE]KQFKPEWMHSFNCGGEFFY
CN STQLFLPCRIKQIINRWQEVGKAMYAPPIEGQIRCLSNITGVKIEPLG
VAPTKAKRRVVQR- :

RAIEAQQHLGIKQLQARVLAVERYLKDQQLLGI'ITVPWNASWWYIKI

FIMIVGVLSIVNRVRQGYSPLSFQTHRLVDGFLTLLYHRLIDLLLIAKR

GRRGWAALKYSLLNATAIAVDRVIEIVQRTCRAILH]PRRIRQQLERAL
L-

 WPAIRERMVGFPVRPQVPLRPMTYKAAHDLSHFLKEKGGLEGLIYSQ
. KRODILDLWVYHTQGFFPDWQNYTPGPGTRYPLCFGWCFKLVPVVL
 MWKFDSKLAFHHVARELHPEYFKDC-

Pfiklad 12

Inhibice tvorby wt-HIV DNA v primdrnich CD4+ T-

lymfocytech zavislé na davce byly pozorovana pfed vloZenim

vektoru na bazi HIV (viz obr. 19)

stimula¢nich podminek a potom se vystavily infekci wt-HIV.
PouZil se vektor na bazi HIV (cPT2) v multiplicité
nebo 10 (na obr. oznadeno jako cPT2-1 nebo cPT2-10).
Transdukované buiiky se infikovaly wt-HIV (NL4-3 kmenem)
v riznych multiplicitach infekce (0,2, 0,01 a 0,001).

Posledni dvé drahy na obr. 19 jsou pozitivni kontroly

tvofené pNL4-3 plasmidovou sest¥iZenou DNA vykazujici

amplifikaci pfirozené HIV DNA. Buiiky se lyzovaly v den 8 po

. Primdrni CD4+ T-lymfocyty
se transdukovaly vektorem a kultivovaly se po dobu 5 dniti za

infekce 1
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infekci a DNA se extrahovala za pouZiti znémych metod. Na
extrahované bunéfné DNA se provedla PCR za pouZiti primerii
specifickych pro wt-HIV a vektorové sekvence pro odliSeni
mezi integrovanou wt-HIV a vektorovou DNA. Et-HIV specifické
primery byly také namifené na nef sekvence, které nejsou
pritomné v pouZitém vektoru. Data ukazuji, Ze zatimco pfi
MOI 1 pro transdukujici vektor (cPT2-1) Jjsou buiiky
permisivni pro tvorbu wt-HIV DNA, jak je patrné podle
viditelného signalu wt-HTV DNA ve vzorcich DNA, Z&dna tvorba
wt-HIV DNA neni pozorovéna p¥i MOI 10 pro vektor (cPT-2-10).
Toto naznaluije, Ze vektor miZe inhibovat produkci wt-HIV DNA
a branit jeji integraci do transdukované hostitelské buiiky.

Data také naznaculji, Ze uroveifl inhibice je zévisla na davce.
Pf¥iklad 13

Tento priklad poskytuje shrnuti provedeni p¥edkladaného
vynalezu, jak bylo popsédno vySe. Vyndlez zahrnuje podminé&né
se replikujici virovy vektor obsahujici gen (nebo nukleovou
kyselinu), ktery méd byt exprimovan, a jednu nebo vice
prvnich nukleotidovych sekvenci, kde vektor (a) se replikuje
v hostitelské bufice pouze po komplementaci p¥irozenym kmenem
viru, pomocnym virem nebo pomocnym vektorem, kde kaZdy
Z nich je sensitivni na pf¥itomnost uvedené jedné (nebo vice)
prvni nukleotidové sekvence; (b) je resistentni na
pfitomnost uvedené jedné (nebo vice) prvni nukleotidové
sekvence; a (c) obsahuje jednu nebo vice substituci, inserci
nebo deleci, které sniZuji pravdépodobnost vzniku replikace-

kompetentniho vektoru.

Pro sniZeni pravdépodobnosti vzniku replikace-
kompetentniho vektoru poskytuje p¥edkladdany vynédlez vektory
obsahujici degenerované sekvence s ohledem na jednu nebo

vice sekvenci v pomocném konstruktu, nukleové kyseliny
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hostitelské buiiky nebo jiné nukleové kyseliny. Dale vynéalez
zahrnuje pomocné konstrukty pro pouZiti v kombinovéani

s takovymi vektory pro jejich baleni. Takové pomocné
konstrukty mohou také obsahovat degenerované sekvence

s ohledem na na jednu nebo vice sekvenci vektoru, nukleové

kyseliny hostitelské buiiky nebo jiné nukleové kyseliny.

Vektory podle p¥edkladdaného vyndlezu mohou také obsahovat
sekvence, které jsou nami¥ené na pomocny konstrukt. Mezi
takové sekvence patfi genetickd antivirova &€inidla a vyhodné&
jsou takovymi &inidly (nebo je kéduji) ribozymy nebo
protismyslné nukleové kyseliny. Vyhodné ribozymy a
protismyslné sekvence se mohou parovat v dasledku
komplementarity bazi s odpovidajicimi cily pomoci G-U
parovadni a standardniho A-T, A~-U, a G-C parovéani bazi.
Obdobné&, pomocné konstrukty podle p¥edkladaného vynalezu
mohou také obsahovat stejny typ sekvence k cilenému

ovlivnéni vektoru.

Pomocné vektory podle predkladaného vynadlezu mohou také
obsahovat jednu nebo vice sekvenci, které ovliviiuiji
lokalizaci nebo buné&ny transport RNA exprimované
z pomocného konstruktu ve srovnadni s vektorem. Nap¥iklad
miZe pomocn vektory obsahovat intron, heterologni RRE ve
srovnani s vektorem, nebo heterologni gag sekvenci ve
srovnani s vektorem. Pomocné vektory mohou také obsahovat
degenerované gag a/nebo pol sekvence ve srovnadni s vektorem,
takZe je méné pravdépodobnéd ko-lokalizace vektorovych RNA.
" Pomocné vektory mohou také obsahovat sest¥ihova donorové
mista takova, Ze dojde k odstranéni balicich a RRE signall
(sekvenci) z RNA za ulelem zabrané&ni jejich ko-lokalizace
s vektorovymi RNA. Takova sest¥ihova donorovi mista mohou

byt také p¥itomnd v pomocnych vektorech, za G&elem dosaZeni
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odlisného transportu vektoru ve srovnani s pomocnym vektorem

nebo p¥irozenymi viry.

Pomocné vektory podle pfredkladaného vynélezu mohou také
pseudotypovat vektory podle predkladaného vyndlezu. P¥iklady
takovych vektortt jsou VSV-G, RD114, virus vztekliny, GALV a
chimérické obalové proteiny. Pomocné vektory podle
predkladaného vyndlezu jsou také vyhodn& odvozeny od
heterologniho viru vzhledem k vektoru. P¥ikladem jsou
pomocné vektory odvozené od HIV-2. Zpusoby podle
pfedkladaného vynélezu zahrnuiji pouZiti takovych pomocnych

vektorl pro replikaci vektorll podle p¥edkladaného vynéalezu.

Pfiklady vektorl podle pfedkladdaného vyndlezu jsou
vektory pN1l a pN2 sérii uvedené na obr. 1A aZ 1K, zejména
s odstranénim nebo substituci GFP sekvence. Vyhodné si
vektory zachovavaji alesponl protismyslnou sekvenci a cPT
obsahujici sekvenci. Pfiklady pomocnych konstruktl podle
pfedkladaného vyndlezu jsou konstrukty pVirPac série, jak

jsou uvedeny na obr. 6A-6G s nebo bez ribozymi.

V8echny vektory a pomocné konstrukty podle pfedkladaného
vynalezu mohou byt degenerovany vySe uvedenym zp@sobem nebo
v jinych mistech konstruktu, pokud je to nutné. Vyhodnou
degeneraci je degenerace na koddény preferendné& pouZivané
v lidskych bulikdch. Vektory a pomocné.konstrukty mohou mit
také chiméricky charakter, kdy jsou odvozeny od riaznych
pfirozenych, stejné jako syntetickych nukleovych kyselin.
Vyhodné chimérické konstrukty obsahuji HIV-1 i HIV-2
sekvence. Zejména vyhodnymi vektory v3ak jsou vektory
odvozené od HIV-1 nebo kédujici HIV-1 Tat protein.
Alternativné vektory nekéduji Tat protein, ktery je dodavan
pomocnym vektorem, p¥irozenym virem, nebo hostitelskou

buiikou.
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Vektory podle pfedklédaného vynalezu také vyhodné
nekdéduji ani neexprimuji virové pomocné proteiny. Vektory
mohou obsahovat nukleové kyseliny, které zmen3uji, zmirnuji,
minimalizuji nebo bréani virové infekci, jsou-1li pritomné v
hostitelské bufice, nebo udileji uvedenym buiikém resistenci
na toxicka ¢inidla. PP¥iklady takovych nukleovych kyselin
jsou buné&&ny povrchovy protein nebo zkréceny CCRS5 protein,
vyhodn& CCR5A32T protein. Dal3imi pfiklady jsou nukleové
kyseliny kédujici resistenci na léky nebo ¢inidla
poSkozujici DNA, vyhodné mnohotnou lékovou resistenci nebo
MGMT variantu, zejména G156A variantu. Daldimi p¥iklady jsou
nukleové kyseliny kédujici transdominantni fenotyp.

Pfikladem je transdominantni H1V-1 gag sekvence.

Vektory podle pfredkléddaného vyndlezu mohou také
obsahovat sekvence napomahajici expresi heterologni
sekvence. Prikladem je izolalni sekvence. Vektory mohou také
obsahovat sekvence; které zlepSuji transdukci vektoru do
bunék. PFikladem je sekvence délky 545 paru bazi obsahujici
cRT, kterd je zde popséna, ackoliv mohou byt také pouZity
mend3i nebo vétsi fragmenty obsahujici cPT. Vektory mohou
také obsahovat LTR pro expresi genli, stejné jako nukleovych
kyselin,vvéetné LTR modifikovanych ve vazebném misté pro
transkripci umisténém v téchto sekvencich. Vyhodné jsou
takové modifikované LTR obsaZeny v lentivirovych vektorech.
Zplusoby podle p¥edkladdaného vynédlezu zahrnuji pouZiti

takovych vektoru.

Vektory podle pfedkléadaného vyndlezu mohou také
exprimovat alespon dva geny za pouZiti vhodné umisténych
sestfihovich mist nebo IRES elementli. Vektory mohou byt také
baleny do virovych Castic s jednim nebo vice chimérickymi

obalovymi proteiny, které stimuluji cil nebo hostitelské
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buiiky k transdukci. Ddle mohou byt vektory baleny v buifikach,
kde pomocnym konstruktem je protein nebo pomocny konstrukt
obsahuje Rev/RRE/CRS systém pro regulovani genové exprese.
Zplsoby podle ptedkladaného vynadlezu zahrnuji pouZiti

takovych vektoru.

VSechny uvedené citace, vetné& patentdl, patentovych
ptihlaSek a publikaci, jsou zde uvedeny ve své Uplnosti jako
odkazy. VSechny terminy uvedené v jednotném &isle jsou

minény tak, Ze zahrnuji jednotné i mnoZné &islo.

ACkoliv byl vynalez nyni popsén na svydvyhodnych
provedenich, bude odbornikim v oboru jasné, Ze existuji
varianty vyhodnych provedeni, které mohou byt pouZity
v provadéni pfedkléddaného vyndlezu. P¥edkladany vynalez
zahrnuje v3echny takové varianty a alternativni provedeni.
Tak p¥edkladdany vyndlez zahrnuje v3echny modifikace
spadajici do rozsahu ptedkladaného vynalezu, jak je

definovan pripojenymi patentovymi naroky.
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PATENTOVE NAROKY

1. Systém podminé&né se replikujici vektor-pomocny konstrukt,
zahrnujici

podminéné se replikujici vektor obsahujici jednu nebo vice
sekvenci nukleové kyseliny, ktera redukuje riziko rekombinace
s pomocnym vektorem, a

pomocny vektor.

2. Systém podle naroku 1, kde uvedené jedna nebo vice sekvenci
nukleové kyseliny, které redukuji riziko rekombinace, jsou
vybrany z ribozymu, ktery Stépi pomocny vektor, sekvenci, které
obsahuji jednu nebo vice substituci, inserci nebo deleci, které
sniZzuji pravdépodobnost rekombinace s pomocnym vektorem, nebo
sekvenci, které byla degenerovany tak, aby sniZovaly

pravdépodobnost rekombinace s pomocnym vektorem.

3. Systém podle néroku 1, kde uvedeny pomocny vektor obsahuje
degenerované sekvence vzhledem k jedné nebo vice sekvencim
pomocného vektoru za Gdelem sni¥eni pravdépodobnosti
rekombinace s uvedenym podmin&né se replikujicim vektorem, nebo
sestfihovéd donorova mista, tak¥fe jsou odstranény balici a RRE
sekvence pro zabrén&ni soudasné lokalizaci s uvedenym podminéné

se replikujicim vektorem.

4. Systém podle ndroku 1, kde uvedeny vektor obsahuje MGMT gen.

5. Systém podle ndroku 1, kde uvedeny pomocny konstrukt kéduje
heterologni obalovy protein a/nebo obsahuje heterologni RRE ve
srovnani s uvedenym podminé&n& se replikujicim vektorem nebo

heterologni gag sekvenci ve srovnani s uvedenym vektorem.

6. Systém podle ndroku 5, kde uvedeny heterologni obalovy protein

je pod Rev-dependentni kontrolou a/nebo je uvedeny heterologni

W
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obalovy protein vybrén ze skupiny zahrnujici vSv-G, RD114, virus

vztekliny, GALV a chimérické obalové proteiny.

7. Systém podle naroku 1, kde uvedeny podminéné se replikujici

vektor nekéduje nebo neexprimuje virové pomocné proteiny.

8. Systém podle ndroku 1, kde uvedeny podminéné se replikujici

vektor je odvozen od HIV-1.

9. Systém podle néroku 1, kde uvedeny podmin&né se replikujici
vektor kéduje zkrdceny CCR5 protein.

10. Systém podle naroku 1, kde uvedeny podminéné& se replikujici
vektor obsahuje sekvenci, kterd zlepBuje transdukci uvedeného

vektoru.

11. Systém podle néroku 1, kde uvedeny vektor kéduje chiméricky

HIV CTL epitop.

12. Burika, kterd obsahuje systém podle kteréhokoliv

z pr¥edchozich ndrokt.
13. Zplsob baleni podmin&n& se replikujiciho vektoru,
vyznacujici se tim, Ze zahrnuje inkubovéani buriky podle

naroku 12 za podminek, p#i kterych je uvedeny vektor balen.

14. Podminéné se replikujici vektor, produkovany zpusobem podle

ndroku 13.

15. Buiika, infikovand vektorem podle naroku 14.

16. Zpisob selekce bun&k podle ndroku 15, vyznacujici se

tim, Ze zahrnuje kontaktovédni uvedené bunky s BG a BCNU.
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17. Zpisobpodle ndroku 16, vyznadujici se tim, ¥e nddorové

bunikky neinfikované vektorem jsou usmrceny.

18. Zphsob prevence nebo inhibice produkce virové DNA v buiikach

infikovanych virem, vyznadujici se tim, %e zahrnuje:
vloZeni podminéné se replikujiciho virového vektoru do uvedenéd

bunky pfed infikovénim této buitky uvedenym virem,

kde uvedeny vektor brani nebo inhibuje produkci virové DNA.
19. Zpisob podle ndroku 18, vyznadujici se tim, ¥e uvedend

virovd DNA je integrovédna do genomu bunky.

20. Zphsob podle ndroku 18, vyznadujici se tim, e uvedeny

virus je pfirozeny virus.

21. Zplsob podle néroku 18, vyznadujici se tim, ¥e uvedend

bunka je CD4+ burnika.

22. Zpusob podle kteréhokoliv z naroku 18 a¥ 21,
vyznacujici se tim, Ze uvedeny virus je HIV-1.
23. Zpusob podle naroku 18, vyznadujici se tim, ¥e uvedeny
vektor se integruje do genomu buiky stejnym zptsobem, ktery je

pouzivan uvedenym virem.

24. Zpusob podle ndroku 18, vyznadujici se tim, ¥e uvedeny
vektor obsahuje gen, ktery md byt exprimovén, a jednu nebo vice
prvnich nukleotidovych sekvenci, kde vektor:

(a) se replikuje v hostitelské bufice pouze po komplementaci
prirozenym kmenem viru, pomocnym virem nebo pomocnym vektorem,
kde kazdy z nich je sensitivni na pfitomnost uvedené jedné nebo
vice prvnich nukleotidovych sekvenci;

(b) je rezistentni na p¥itomnost uvedené jedné nebo vice prvnich

nukleotidovych sekvenci; a
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(c) obsahuje jednu nebo vice substituci, inserci nebo deleci,

které sniZuji pravdé&podobnost vzniku replikac¢né kompetentniho

vektoru.
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. Obr.14A
Vsv-G, RD114 AND RD114-VSV-G chimérické obalové proteiny
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" .| VIiv pufru na zisk vektory po skladovani po dobu 3-5
tydni p¥i réznych teplotiach
1.4 ﬁ
1.2 H ﬂ . N. m
o 0.8 L 5 .h T | B o - o
w . ) n .
0.6 - -
0.4 —= -
0.2 -
. 0 - : - e
Re Zisk po skladovan; Pti 4 °C, % Zisk po skladovani pti -20°C, %, %  Zisk po skladovani pi -89 °C, %
M D-PBS 8 D-PBES+10% trehalose.1:1 M HBS+10%; trehalose 1:1 .
R D-PBS ~ EID-PBS+10% trehalose.1:1 M HBS+10% trehalosa 1:1
R D-PBS - HED-PBS+10% trehalosa 1:1 mp.p BS+10% glukosae 1:1
R D-PBS - HED-PBS+10% trehalose.1:1 MD-PBS+1 0% glukosa 2 1:1
M D-PBS+5% mannitol 1:1 BD-PBS+10%

{rehalosa.1:1 MD-PBS+109, glukosa +1:1
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