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(57)Anotace:

Reseni uvadi zptisoby a prostfedky pro t&innou transdukci
bun&k pfi pouziti virovych vektorti. Uginnost transdukce je
zvysena kontaktem bunék, které maji byt transdukovany,
s jednou nebo vice molekulami, které se vazi na povrch bunék.
#"Kontakt s buitkami, které se vaZi na bun&ény povrch, miize
nastat pred, po nebo sougasn€ s kontaktem mezi virovym
vektorem a buiijkou. Transdukované vektory mohou byt
sestrojeny tak, aby exprimovaly zdjmovy gen, coZ umoziuje
jejich pouziti jako terapeutickych nebo profylaktickych
inidel.
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Zpusoby. stabilni transdukce bungk virovymi vektory . 23)

Oblast techniky

Predkladany vynalez se zabyvébzpﬁsoby, rovnéZ jako jich se t§kajicimi prostfedky pro
ucinnou a stabilni transdukci bungk pomoci virovych vektori. Tyto zpisoby zvyS$uji uéinnost
transdukce kontaktem bunék, které maji byt transdukovany, s jednou nebo vice molekulami,
které se vaZi na povrch té&chto bunék. Kontaktni stupeﬁ se muze vyskytovat pfed, po nebo
souc€asné s introdukci virového vektoru do bun&k. Predklédany vynélez se také tyka pouiti
stabilné transdukovanych bungk v jinych aphkac1ch véetn€ exprese nukleovych kyselin,

nesenych vektorem nebo terapie Zivych orgamzmu

Dosavadni - stav techniky

Podstata techniky transfekce, ktera obecné popisuje zplisoby introdukce genetického
materidlu do bungk, odpovida z velké miry za molekularni a rekombinantni revoluci v biologii.
Priklady zptsobu transfekce pro pouZiti u vyééiéh eukaryontnich bunék obsahuji precipitaci
fosforenanem vapenatym, aplikaci D.EAE-dextrranu, elektroporaci, mikroinjekce, lipofekei,
virové infekce a jiné zpiisoby, popsané v mnoha védeck}'rcﬁ ucebnicich a ¢asopisech. _

V ramci zplsobi transfekce je pouZiti virové infekce unikatni v tom, Ze virovy, pfirozend
se vyskytujici prostfedek pro introdukci jeho genetického materialu do buiiky je vzat jako
vyhoda pro transfer poZadované molekuly nukleové kyseliny do buiiky. Pfiklady
modifikovanych a pro tyto zplisoby pouZitych virt zahrnuji adenoviry, adenoasocmvanc viry,
herpes simplex viry a retroviry. Zajmové molekuly nukleové kyseliny mohou byt obecné
klonovéany v genomu viru. Po replikaci a obalegi virove'hb genomu jsou vysledné virové Eastice ,

schopny doru¢eni zjmové nukleové kyseliny do butiky prostiednictvim virového vstupniho

mechanizmu.

Virovy genom musi B}'It obecng, dfive neZ se k nému prida zdjmova nukleova kyselina,
nejprve manipulaci nukleové kyseliny u€inén déﬁcientnim v replikaci. Vysledny virovy genom .
neboli virovy vektor, vyiaduje pouZiti pomocného viru nebo obalového systému, aby byla
kompletovéna struktura €astic a uvolnéni z butiky. Pokud je k pfenosu z4j mového geneﬁckého
materidlu do builky pouZit virovy vektor nebo vir_ové castice, je tento zpusob nazyvan
»ransdukci“. Obecné tedy, ,transdukovat“ buiiku znamena pouZit virovy vektor nebo virovou

&astici pro prenos genetického materialu do buiiky.
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Mezi zpisoby transdukee je pouZiti retrovirti pfedmétem velkého z4jmu pro genetickou
modifikaci savéich bunék. Hlavng je zajimavé pouziti modifikovanych retrovirt pro pfenos
genetick¢ho materidlu do bunék za itelem 16¢by genetickych poruch a jinych chorob. Piiklad
takového piistupu je vid&t v oblasti bunék hematopoetického systému, kde jsou retrovirové a
lentivirové vektory pfedmétem intenzivniho vyzkumu.

Movassagh et al. napiiklad diskutuji své studie snahy zvysit u¢innost transdukce
zprostfedkované retroviry, zahrnutim vysledki studii bun&éného cyklu aktivovanych T bunék.
Jejich vysledky jsou jako takové zavislé na déleni aktivnich bungk v prub¢hu transdukce. Tato
prace je rovn€Z omezena na pouziti mysich onko-retrovirii a poZadavek signifikantni
prestimulace téchto bun&k pied transdukci.

June et al. (WO 96/34 970) popisuji pouZiti stimulace T bungk jako prostiedek pro
zvySeni transfekce T bun€k. Jinymi pracemi na transdukei T bungk s aktivovanymi nebo
stimulovanymi butikami jsou Douglas et al., Hooijberg et al., Onodera et al., Klebba et al., Barry
et al. a Unumatz et al.. Zadna z téchto praci viak nanest&sti neprokdzala vy$si u€innost
transdukce nez 65 %.

Costello et al. popisuji transdukeci jak stiimulovan)’)ch, tak i nestimulovanych T bunék,
pouZitim lentiviralnich vektort lidského viru imunodeficience — 1 (HIV-1). Pozorovali pouze
maximalné 17% G¢innost se stimulovanymi primarnimi T butikami a mén& neZ 19% u&innost
s nestimulovanymi T buiikami. Zaznamenali rovn&Z omezenou schopnost zvySovat Gi¢innost na
ne vice nez 36 % u stimulovanych bungk, zahrnutim pfitomnosti HIV-1 ptidatného proteinu.

Chinnasamy et al také popisuji ti¢innost transdukce v p¥itomnosti HIV-1 piidavného
proteinu v jak nestimulovanych, tak i v mitogeﬁem stimulovanych T buiik4ch. Podobné jako
Movassagh et al., Chinnasamy et al. pre‘stimulobvali krevni lymfocyty po prikkazné Easové useky
pfed transdukci lentiviralnim vektorem. Zatimco Chinnasamy et al. pivodng pozorovali vice ne
96% transduk¢ni Gcinnost tfi dny po transdukci, bylo procento stabilng transdukovanych bungk
sniZeno na 71,2 % dva tydny po transdukci.

Haas et al. také pozorovali pfechodnou transdukci a ,,pseudotransdukei v buiikach,
transdukovanych lentivirovym vektorem, schopnym exprese markerového genu (zelend
fluoreskujici protein). Kazdy treti den po transdukci byla detekovana signifikantni pfechodna
(vice nez 10%) transdukce, zaloZend na neintegrativni expresi markerového genu
v transdukovanych primérnich CD31+ krevnich butikich. Takovato exprese z pfechodné
transdukce zistala detekovatelna v 5 % vZdy sedm dni po transdukci. AZ po deseti dnech po
transdukei klesla exprese z hladiny pfechodné transdukce na hladinu v buitkach

transdukovanych vektory bez markert.
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Chinnasamy et al tedy nebyli schoprii dosahnout stabilni transdukce, kdyZ byla

~ integrovana forma tohoto virového vektoru inzerovana do chromozomové DNA transdukované

buriky primarniho lymfocytu, nad 71,2 %, jak ukazovala u¢innost pb dvou tydnech..Toto bylo
bez ohledu na pouziti cytokinti na prestimulované buitky. Kromg toho Chinnasamy et al popisuji
jejich neschopnost signifikantng fransdukovat (pouze 3,6 % 14 dni po transdukci) nesﬁmulované
lymfocyty s HIV vektorem, ktery neexprimuje pf'idavn)’( protein (Vif, Vpr, Vpu a Nef), ani kdyZ -
byly tyto buriky stimulovény PHA mitogenem a IL-2 cytokinem po trénsdukci. I kdyz byly tyto
vysledky pon€kud zlepSeny pouZitim nestiinulovan)"ch bun€k a vektorti, obsahujicich piidavné
proteiny, v Zddném piipad€ nebyla i¢innost stabilni transdukce stimulovanych ani v |
nestimulovanych bunék vy33i nez 75 %v den 14 po transdukci, bez ohledu na stimula¢ni
protokol pouZity u vektoru. _ '

Nizke frekvence stabilni transdukce s lentivirovymi vektory byly také pozorovény u Hass
et al., ktefi dosahli maximalni u€innosti stabilni_ transdﬁkée méné€ nez 25 %, sedm dni po
transdukei s primamimi CD34 pozitivnimi krevnimi buiikami. |

Tento 25% limit transdukce neBy-lo mono piekvapivé zlepsit dokonce ani po extrémné
\}ysoké multiciplité_infekce nebo koncentrace vektoru, jako jsou multiciplita infekce (MOI) do
9000 a koncentrace vektoru aZ do 108 infek&nich jednotek na mililitr.

Follenzi et al. také pouzili velmi vysokc;u MOI 500 pro transdukci bun&k v p¥ipadé
pfitomnosti smési tfech cytokint, obéahujici interleukin-3 (IL-3), interleukin-6 (IL-6) a faktor
kmenovych bun&k (SCF). Je zajimave’,' Ze pouZiti této smési cytokinh uéinilo tyto butiky
nevhodnymi pro lidskou klinickou transplantaci. . 1

Stale zde tedy existuje potfeba ziskat GCinn&jsi prostfedék pro stabilni transdukovéani
bunék vektory pfi vysoké frekvenci. Kromé je zde potieba u€inng&jsich prosttedkt pro transdukci:
nestimulovanych bun€k pro pouZiti jako V}'Izkuinn}?ch .prostfedkﬁ 1 terapeutickych ¢inidel.

Citace shora uvedenych dokumentii neni my3lena jako ptiznani, Ze kterykoliv z nich
souvisi se sou¢asnym stavem techniky. V3echna prohlaseni, jak ke dni podéni, tak k obsahu _
t&chto dokumentt jsou zaloZena na informaci dostupné pfihlasovateli a nezakladaji jakékoliv -

pfiznani se, co se ty&e spravnosti t&chto idajii nebo obsahi téchto dokumentt.

Podstata vynalezu

Predkladany vynélez poskytuje vysoce Gi¢inné zpisoby a s nimi Spojché prostfedky pro
stabilni transdukci bungk virovymi vektory a virovymi &asticemi. Pod ,,stabilni transdukei je

zde my3len ptipad, kdyZ do chromozomalni DNA transdukované buiiky byla inzerovana
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integrovana forma virového vektoru. Tyto rzp'ﬁsoby zahrnuji vystaveni bungk, které maji byt
transdukovany, kontaktu s nejméné jédnou molekuloﬁ, ktera se vaze k'bl.méénému povréhu.
Tento kontaktni krok se miiZe VyskytoVat pred, v priibdhu nebo pdté, co jsou tyto buiiky
vystaveny virovému vektoru nebo virové Castici. Tcrmiﬁ ,virovy vektor” je tudiz pouzivan pro
oznaceni jakékoliv formy nukleové kyselin&, odvozené od virua pouZité pro 'pfenos genetického
materialu do buiiky via transdukei. Tento termin zahrnuje nukleové kyseliny virovych Vektorﬁ, :
jako jsou DNA a RNA, zapouzdfené formy téchto nukleovych kyselin a virové Castice, ve
kterych jsou nukleové kyseliny v1rovych vektord zabaleny v

Predkladany vynalez také zahrnuje pouZiti transdukovanych bunek v jinych aphkac1ch
v€etné vyroby pouZitelnych genovych produkti a proteinti expresi nukleové kyseliny pfitomné
ve vektoru nebo terapii postiZenych zwych subj ektd nebo pfi riziku napadem chorobou Je
vyhodné, kdyZ timto subjektem je €lovek. ‘ ,

Nejméné jedna molekula, ’ktera se vaZe na povfch bungk, které maji byt transdukovany, je
molekulou ktera fyzikaln& interaguje s receptorem markerem nebo jinou detekovatelnou &asti
na povrchu té€chto bunék. Principialng méze byt pro vysokou Gi¢innost transdukce pouZita
libovolna molekula, vazici se na povrch bune_k. AniZ bychom vynélez prlhs spojovali s teorii,
mohou molekuly véaZici se na bunééh}’f povrch mit za vysledek, Ze chromatin hostitelskych bunék_
je vice piistupn&jsi pro integraci DNA°"ve vyhodné integraci virového vektoru na misté
vyhodném pro expresi vektorového gcnu ve vice u¢inném vstupu nukleové kyseliny obsahujici
kaps1du do cytoplazmy; v ucmnej j$im priichodu’ viru pies bun&&nou membranu nebo vnitini

membranové struktury, jako Jsou endozomy nebo v tom, Ze jsou tyto buiiky pnstupnej §i pro

- jaderny import genetického matenalu v1r0veho vektoru Zptsoby podle tohoto vynélezu mohou

také zahrnovat vice neZ jednu ze shora uvedenych MOZNOsti. Jak je také zieymé z poctu a
z rliznosti shora uvedenych moZnosti, nemize byt tento vynalez omezen na libovolnou Jednu
teorii. Misto toho a vzhledem k mimo¥4dnosti vynalezu, co se tyce stability transdukce az do 100
% bun€k bez negativniho ovliviiovani moiﬁého pduiiti té€chto bun&k v lidské terapii, mizeme na
piedkladany vynélez nahliZet jako na otevfem" lljového pistupu v oblasti terapie lidskych bungk. 1
Nikoliv viechny molekuly, vaZici se na$ﬁné<‘:n’5r povrch, budoubv§ak mit za vysledek ‘
icinnou a stabilni transdukci virovymi vektory. Vazbavmolekuly na bunéén}’f:povrch, ktera
indukuje apoptosu, nebude mit za V)'fsledek ﬁéiﬁnou transdukci buriky, ale spiSe bunéénou smrt.
I kdyZ miize byt buné¢na smrt vyhodna pro zabijeni buné€k (napr tumorove buriky), neni-
vyhodna pro stabllm transdukci bun€k vektory, které obsahuji payload geny nebo sekvence
nukleovych kysehn Vyhodna molekula vazici se na buné¢ny povrch ma za vysledek, Ze setato

burika stane pfistupn&ji pro transdukei virovym vektorem. Ptiklady takovych molekul zahrnuji
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protilatku vii specifickému povrchovému receptoru bun&k nebo jeho &asti, rovnéz jako ligand -
nebo jeho vazebné &ast pro tento receptor. Kromg toho jsou antigen véﬁici fragmenty protilatek,
jako jsou Fab a Fv fragmenty, zémyﬁleny pro pouiiti v pfgdklédaném vynéalezu. Vazebn4 oblast
pro specificky receptor buné&ného povrchu miize iobsahov.at jeden epitop nebo dva nebo vice
epitopi. | |

Vyhodnymi pfiklady molekul, vaZicich se k bun&énému povrchu, pro pouZiti v tomto
vynalezu jsou anti-CD3 a anti-CD28 protilatky, které vazi T buiiky a €ini je pfistupnéjsimi pro
vektorovou transdukci. Jinymi, vyhodnymi molekulami vaZicimi se na povrch bungk, jsou
protilatky nebo ligandy pro FLT-3 ligand, TPO a Kit ligand receptory, které buiiky, exprimujici
receptory, jako jsou hematopoetické kmenove bunky Cini prlstupnéj §imi pro vektorovou |
transdukci. A o

Dalsimi vyhodnymi molekulami, které se vazi na bun&&né povrchy, jsou protilétky nebo -
ligandy pro receptory GM-CSF a IL-4, které gini dendritické butiky nebo jejich prekurzory, jako
jsou monocyty, CD34 pozitivni kmenové buiiky nebo jejich diferencovani predchiidci po linii _
dendritickych bung&k, p¥istupng&j$imi vektorové trmsdukci. Jinymi molekulami, které se vazina -
bunéény povrch, jsou rriolekuly nalezené na buﬁéénych povrsich, které se vazi na povrch jiné
busiky. |

Dalsi ptiklady molekul vaZicich se na bﬁnéény povrch zahrnuji polypeptidy, nukleové
kyseliny, cukry, lipidy a ionty, komplexng vazané neBo nevazané na jiné latky. |

Je vyhodné, kdyZ tyto moiekuly se vaZina faktory krevnich bunék, jako jsou CD 1 a,
CDlb, CDlc, CDId, CD2, CD3y, CD38, CD3s, CD4, CD5, CD6, CD7, CD8a, CDS (3,
CD9, CD10, CDlla, CDllb, CDlle, CDw12, CD13, CD14, CD15, CD15s, CD16a,
CDi6b, CD18, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD25, CD26, CD27, CD28,
CD29, CD30, CD31, CD32, CD33, CD34, CD35, CD36, CD37, CD38,‘CD39, CD40,
CD41, CD42a, CD42b, CD42c, CD42d, CD43, CD44, CD45, CD45R, CD46, CD47, CD48,
CDA49a, CD49b, CD49c, CD49d, CD49e, CD49f, CD50, CD51, CDS52, CD53, |
CD54, CDSS5, CD56, CD57, CD58, CD59, CDw60, CD61, CD62E, CD62L, CD62P,
CD63, CD64, CD65, CD66a, CD665, CD66c, CD66d; CD66e, CD66£, CD67, CD68,
CD69, CDw70, CD71, CD72, CD73, CD74, Ci)w75, CDw76, CD77, CD79a, CD79p,
CD80, CD81, CD82, CD83, CD84, CDS5, CD86 CD87, CD88, CD89, CD90, CD91,

CDw92, CD93, CD%4, CD95, CD96, CD97, CD98 CD99, CD100, CD101, CD102,

CD103, CD104, CD105, CD106 CD107a, CD107b, CDw108, CDw109, CD114, CD115, CD116,
CD117, CD118, CD119, CD120a,}CD120b, CD121a, CD121b, CD122, CD123, CDw124,
CD125, CD126, CDw127, CDwI28a, CDw128b, CDw130, CDw131, CD132,
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CD133, CD134, CD135, CD136, CDw137, CD138, CD139, CD140a, CD140b, CD141, CD142,
CD143, CD144, CDwl45, CD146, CD147, CD148, CDwl49, CD150, CD151,

CD152, CD153, CD154, CD155, CD156, CD157, CD158a, CD158b, CD161, CD162,

CD163, CD164, CD165, CD166 a TCRE. Malymi pismeny (napf., “a” nebo “b”) jsou oznadeny

komplexni CD molekuly sloZené z produkﬁi mnohoéetn}?ch genll nebo naleZejici do rodin

~ strukturné p¥ibuznych proteinli. Pozndmka “w” oznatuje domnélé CD molekuly, které jesté

nebyly zcela potvrzeny. Uplngjsi seznam CD molekul se naléza v Kishimoto, T. (ed.). Aktualni
informace o CD molekulach se rovnéZ nalézaji u Shaw, S. (ed.), Protein Rewievs on the Web:

An International WWW Resource/Journal na http /Iwww.bsi.vt.eduw/immunology.

Vyhodn&jsi jsou molekuly, které vazi faktory, ﬁalezené na povrchu lymfoéytﬁ, T bunék a
leukocyti, jako jsbu CD2, CD3y, CD38, CD3s, CDS5, CD6, CD7, CD8a, CD8(3, CD9, CDlla,
CD18, CD25, CD26, CD27, CD28, CD29, CD30, CD37, CD38, CD39, CD43, CD44, CD45R,
CD46, CD48, CD49a, CD49b, CD49c, CD49d,vCD49e, CDA49f, CD50, CD53, CD54, CD56,
CD57, CD58, CDS59, CDw60, CD62L, CD68, CD69, CDw70, CD71, CD73, CDw75, CDw76,
CD84, CD85, CD86, CD87, CD89, CD9O,CD94,VCD96, CD97, CD98, CD99, CD100; CD101,
CD103, CD107a, CD107b, CDw108, CDw109, CD118, CD119, CD120b, CD121a, CD122,
CDwI24, CDwI27, CDwI28a,CDw130, CD132, CD134, CDwI137, CD140a, CD140b, CD143,
CD146, CD148, CD152,CD153, CD154, CD155, CD161, CD162, CD165j CD166, and TCRE. -
Dal3i protilatky a molékuly, které se vaZi na povrch bungk a jsou vhodné pro pouziti podle
piedkladaného vynalezu, jsou popsany v knize: Linscott’s Directory of Immunological and
Biological Reagents, 11. vydani, leden 20'00, vydavatel: W.D. Linscott, Petaluma, CA, kterou
timto zaclefiujeme citaci, jak je doslovn& uvedeno déle. V n&kterych provedenich vynélezu viak
molekulou véZici se na povrch bunék neni cytokin.

I kdyz nﬁﬁie byt tento vynalez realizovan pouZitim rozpustnych mblekul, vaZicich se na
bun€ény povrch, které slouZi jako promotory vektorové transdukce bunék, dalsi vyhodna
uspofadani zahrnuji pouZiti imoBiliiovanych molekul, véZicich se na bun&ény povrch. Témito
imobilizovanymi molekulami jsoﬁ vyhodné protilatky. Alternativné miiZe byt imobilizace
dosaZeno pouZitim jinych bunék, které exprimuji molekuly, vaZici se na bunéény povrch.
Vyhodnym zpiisobem u&inné transdukce hematopoeitickych buné&k je za¢lenéni kmenovych
bunék kostni diené, vyludujicich na svém povrchu ligandy, které usnadfiuji udrZeni kmenovych
bunék, aniz by v prib&hu transdukce diferencovaly. Stimulujici butiky nejsou omezeny na
nativni butiky, ale kazd4 buitka miZe byt upravena pro vylﬁéova’mi vhodnych molekul vaZicich

se na bunéény povrch, aby byl ziskén spravny stimul pro transdukci.
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Mohou byt také zaClenény dalSi molekuly, které zvy3uji nebo zesiluji schopnost alespoti

jedné molekuly vazat se na bunéény povrch. Napiiklad mizZe bj?t pouzita rozpustna forma
(primarni) protilatky proti specifickému receptoru buné&ného povrchu ve spojeni se sekundarni
protilatkou, ktera kiiZové reaguje s primarni protilatkou, kter4 je jiz navazana na bun&ny
povrch. |

Pfi praktickém provadéni tohoto vynélezu miiZe byt samoziejmé pouZita kterakoliv
burika. Je vyhodné, kdyZ je buiikou, ktera ma byt transdukovana, eukaryontni buiika. Vyhodn&;jsi
je primérni buiika. Buné¢né linie v8ak také mohou byt transdukovany zpﬁs‘obem podle tohoto
vynélezu a v mnoha piipadech jesté snadnéji. V jednom vyhodném provedeni je burikou,
uréenou pro transdukei, primarni lymfocyt (tak jako T lymfocyt) nebo makrofag (jako napt.
monocyticky makrofag) nebo prekurzor n€které z t&chto bunék, jako je naptiklad
hematopoetickd kmenova burika. Dal§imi vyhodnymi buiikami pro transdukci jsou obecné butiky
hematopoetického systému nebo, jesté obecnéji, buiiky vzniklé v tomto systému, tak jako
kmenové buriky, ze kterych vznikaji a butiky spojené s funkci krevnich bun&k. Tyto buiiky
zahrnuji granulocyty a lymfocyty vzniklé hematopoézou, rovnéz jako pfedchiidei kmenovych
pluripotentnich, lymfoidnich a myeloidnich bunék. Butiky spojené s ﬁinkcemi krevnich bun€k
zahrnuji buriky, které podporuji fungovani bungk imunitniho systému, jako jsou antigen
prezentujici buiiky, naptiklad dendritické buiiky, endotelové buiiky, monocyty a Langerhansovy
buriky. Ve vyhodném provedeni jsou témito buﬁkami T lymfocyty (nebo T buiiky), jako ty; které
eicprimuji CD4 a CD8 markery. '

V hlavnich vyhodnych provedenich je touto buiikou CD4+ T lymfocyt nebo primarni
CD34+ hematopoetickd kmenova burika. Pfedpokladéme-li v§ak, Ze virovy vektor pro pouziti v
tomto vynalezu miZe byt pseudotypovan obalkovym G proteinem Vesicular Stomatitis Virus
(jak je diskutovano dale), miiZe byt postupem podle tohoto vynalezu transdukovana libovolna
buiika, jako je, ale bez omezeni na né, astrocyt, fibroblast pokozky, epitelova buiika, neuron,
dendriticka burika, lymfocyt, buiika spojena s imunitni reakci, vaskularni endotelova buiika,
tumorova buifika, tumorova vaskularni endotelova buiika, jaterni buiika, plicni burika, buiika
kostni dfené, antigen prezentujici buﬁka, stromalni buiika, adipocyt, svalova burika, buiika
slinivky, ledvinova buiika, vaji¢ko nebo spermatocyt (napt. pro tvorbu transgennich Zivo€ichu),
buiika pfispivajici k zdrode&né linii, embryonalni pluripotentni kmenova burika nebo jeji
predchiidci, krevni buiiky, véetné bezjadernych bungk, jako jsou krevni desti¢ky, Servené
krvinky a jim podobné. Touto buiikou je s vyhodou butika eukaryoticka mnohobunénych druhi
(napf., jako protiklad jednobun&&né kvasni¢né buiiky), vyhodngji buiika savci, napiiklad lidska.
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Buiika, ktera ma byt transdukovéna, miiZe byt pfitomna jako jednotliva butika nebo miize

byt &asti vétsi kolekce bungk. Tato “kolekce bungk” miize napiiklad pfedstavovat buné¢nou

kulturu (bud’ &istou nebo sm&snou), tkaf (napt., epitelovou, stromalni nebo jinou), organ (napt.
srdce, plice, jétra, Zlu¢nik, moovy mé&chyt, oko a jiné organy), organovy systém (napf. ob&hovy
systém, respiraéni systém, gastrointestinalni systém, moovy systém, nervovy systém, koni
systém nebo jiny organovy systém), blastocyst, embry‘onélni kmenovou butiku nebo butiku plodu
(napf. pro 1é€bu genetickych poruch/chorob nebo pro tvorbu transgennich Zivodichi), nemocné
tkang, jako je tumor nebo misto infekce nebo organizmus (napf. ptak, savec, moisky Zivocich,
ryby, rostlina a jim podobné). |

Je vyhodné, kdy?Z cilové organy, tkan& nebo buiiky jsou v ob&hovém systému (vietnd
napfiklad ale bez omezeni na, srdce, krevni fegisté a krev), respiraénim systému (nap¥. nos,
hltan, hrtan, pridusnice, pridusky, plice a jim podobné), gastrointestinalni systému (v&etnd
napiiklad usta a stni tké.né, hltan, esofagus, Zaludek, stfeva, slinna Zlaza, slinivka bfisni, jatra,

Zlucnik a jim podobné), savéi systém (jako jsou epitelové a podpiirné buiiky v prsni tkéni),

mocovy systém (jako jsou ledviny, mo&ovody, moSovy méchyt a jim podobné), nervovy systém

(vCetné, ale bez omezeni na, mozek, micha, speciélni smyslové orgény, jako jsou o¢i) a
integumentarni systém (napf. kize).

Jesté vyhodnéjsi je, kdyZ butiky, které maji byt transdukovany, jsou vybrany ze skupiny
skladajici se z srdce, krevniho fe€ist&, vEetné tumoru krevniho fe¢isté a krevniho Fedists,
spojeného s infikovanou nebo nemocnou tkani, kostni dien&, krve, mozku, lymfatické tkang,
lymfatické uzliny, sleziny, plic, jater, Zluéniku, ‘moéového méchyfie a o€nich bunék. V jednbm
hlavnim provedeni vynalezu je butika autologni k hostiteli, zamy$lenému pro pouZiti, ale mohou
byt pouZity i butiky, které jsou alogenni, Eastené chybné, zcela chybné nebo dokonce xenogenni
vii¢i hostiteli. Kromé toho mohou byt transdukovéany univerzalni donorové butiky, vhodné pro
pouziti v libovolném hostitelském orgainizmu, pfibuzné skupin€ organizmt nebo druh, jako je
Cloveék. Posledné uvedené provedeni vynalezu je hlavné dilleZité pfi transplantaci bungk, tkéni
nebo organii, kdy mizZe byt zdroj transdukovanych bun&k kriticky pfi odmitnuti transplantatu.

Jinou vyhodnou butikou pro transdukci zpisobem podle tohoto vynélezu je tumorova
burika, nemocna buiika nebo burika, u.které hrozi v prib&hu ¢asu riziko v disledku genetické
vybavy nebo genetické vybavy jinych bunék, pfitomnych v tomto organizmu. Toto posledng
uvedené provedeni umoZituje pouZiti transdukovanych bunék podle tohoto vynalezu pfi
profylaxi. Jednim piikladem choroby, kdy by prognbstické indikace umozZnila 1é¢bu genetickou
intervenci transdukovanymi buﬁkami podle tohoto vynalezu pfed vypuknutim choroby, je
rakovina prsu. Zpusoby podle tohoto vynalezu mohou byt véak také pouzity pfi terapeutické
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1é¢b€ rakoviny prsu po zjisténi choroby. Existuji mnohé dal3i aplikace tohoto vynalezu v 16&b&
rakoviny a odbornik v této oblasti techniky by mél byt schopen pouZzivat zde uvedeny vynalez

pro lé¢bu mnoha typii rakoviny bez zbyteéného experimentovan.

Neomezujicim ptikladem predklddaného vynalezu je jeho jedna aplikace pfi estrogen
dependentni rakoving prsu. Rakovinné buiiky pfi estrogen dependentni rakovin€ prsu by byly
vyhodné transdukovény pouZitim protilatek nebo ligandd, které vazi receptor estrogenu ve
spojeni s terapeutickym virovym vektorem. Tento vektor miiZe napfiklad obsahovat tumor
inhibujici gen, jako je gen pro tymidinkindzu Herpes viru. Transdukované buiiky mohou byt
tudiz selektivn€ usmrceny pfidanim gancykloviru, proformy 1é€iva, kterd miZe byt aktivovana
Herpes tymidinkinazou. Dalsi pfiklady tumor inhibujicich genti a jim odpovidajicich proforem
1é€iv jsou pocetné a dobfe znamé v této oblasti techniky a mohou byt §kolen}"m pracovnikem
vybrany bez zbyte¢ného experimentovani. PouZiti aktivovatelnych proforem 1é¢iv ve spojeni s
aplikaci transdukénich zpisobt podle tohoto vynalezu mize byt v Sirokém rozsahu aplikovano

na tumory jinych typt. Shora uvedené priklady neomezujf tento vynélez na tumory, které jsou

‘hormonalng zavislé nebo zavislé na nékterych rozpustnych faktorech pro rist a déleni.

Napriklad, Her-2/neu pozitivni tumorové buiiky nejsou estrogén dependentni a $patné se
prognosticky indikuji, protoZe na estrogenu nezAvislé tumory obsahuji buiiky, které jsou vysoce
rezistentni na 1é¢bu 1éky, jako je taxol, antagonista estrogenﬁ. Vyhodné provedeni tohoto
vynalezu obsahuje protiltky nebo jiné molekuly, které vazi Her2/neu nebo heregulin na virové
vektorové preparaty v priib&hu transdukce bungk zasaZenych tumorem, jako tomu je pfi
trarisplantaci kostni dfené. Transdukce miiZe b}'l-t'p'fipadné provedena pfimo v misté tumoru nebo
vnitrosvalové in vivo s vektory, které mohou ovliviiovat genezi tumoru.

Je3té dalSim provedenim vynélezu je zacileni na tumorovou svalovinu, samotnou nebo v -
kombinace s cilenim na tumorové buriky. St. Croix et al., jak je timto za&lenéno referenci, jak je
uvedeno dale, identifikovali geny, které jsou spécificky nadexprimovany v tumorovych
endotelovych buiikach ve srovnani s normalnim endotelem, pomoci SAGE analyzy. Mnohé z
téchto genti koduji molekuly bun&&ného povrchu, jako jsou antigen povrchu buhék Thy-1 nebo
Endo 180 lektin. VSechny tyto nadregulované faktory bun&&ného povrchu mohou byt vazany
molekulami, vaZicimi se na bunéény povrch podle tohoto vynalezu, &imz je poskytnut stimul pro
udinnou stabilni genovou transdukci. Pfistupem pro terapii tumoru by mohlo tudiZ byt zniSeni
svaloviny tumoru usmrcenim endotelovych bunék po jejich transdukovani terapeutickym
virovym vektorem v pfitomnosti molekul, vaZicich se na buné&&ny povrch, které se selektivné

véZi ke svaloving tumoru a ne na normélni endotelové buiiky.
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Jest€ jinym provedenim tohoto vynalezu je selektivni exprese antitumorového genu ve
svalovin€é tumoru inkorporaci prvki (napt. promotorti nebo cis;ﬁ(‘:inkuj fcic_:h
stabilizujicich/degradujicich prvkii na mRNA) ve v:irovém vektoru, kterd selektivné promotuje
expresi antitumorového genu v tumoru, ale ne v normalnim svalovém endotelu. Tyto zpusoby se
mohou vyskytovat in vivo, in vitro nebo ex vivo. In vivo je vyhodnym provedenim terapie,
pokud je cilen svalovy endotel. Alternativng a pokud je cilem zbavit kostni dfefi kontaminujicich
tumorovych bun€k, napfiklad pro transplantaci kostni dfené, je vyhodny zpGisob terapie ex vivo
nebo in vitro.

Kromeé toho, pouZiti in vivo nejsou omeZena na chorobné stavy a mohou b)"t pouzita pro
transdukci normalnich bunék. Tento vynéléz muic byt napfiklad pouzit pro transdukeci .
hematopoetickych kmenovych bun&k v kostni dfeni in vivo. Libovolna kombinace protilatek
nebo jinych molekul, vaZicich se na povrch bungk, jako jsou FLT—S ligénd, TPO a Kit ligand
nebo jejich funkéni analoga nebo stromatalni buriky, exprimujici molekuly, vazici se na bun&ny _
povrch, mohou byt dodény s vektorem piimou injekci do kostni dféné, aby doslo k vysoké |
ucinnosti transdukce kostni dieng. Termin “funk&ni analog” ozna&uje libovolnou molekulu, ktera
si uchovéava vazebnou aktivitu vii¢i buné&nému povrchu molekul véazZicich sek bunéénému’ |
povrchu podle tohoto vynalezu. i ',

Takovato funkéni analoga zahrnuji fragmenty LFT-3ligandﬁ, TPO aKit ligandu;
molekuly LFT- -3 ligandu, TPO a Kit ligandu, obsahujici jednu nebo vice
aminokyselinovych substituci, adici nebo deleci a protilatky, které struktﬁrnévnapodobuji
vazebnou aktivitu k povrchu bunékmolekul, vézicich se k bun&énému povrchu.

Alternativnim pfistupem ke shora uvedenému je pouziti bun&k kostni dfené jako bungk,
produkujicich virové vektory a tedy p_'osky‘tnout‘vek';o_r a molekulu vaZici se k bunéénému
povrchu cestou bunééné terapie a nikoliv formou preparatu vektoru. J in)?m pfikladem je
transdukce T bun€k nebo dendritickych bungk ﬁfidénim funk¢nich analog CD3 a CD28
protilatek nebo GM-CSF, pf-'ipadrié IL-4, s 'vektbrem pfi subkutdnni injekci. A

Lymfa v podkoZni tkani mtize ro'_zvédét i/ektor a.stimuluj ici latky do lymfatickych uzlin
pro ti¢innou transdukci cilovych bungk.

Predkladany vynalez je vyhodny v tom, Ze nékdy neni nezbytna purifikace bun&k, které
maji byt transdukovéany. Transdukce, hlavng zajmového bun&&ného typu, miZe byt provedena
vybérem c¢asti povrchu buﬁky; ktera se ma vazat. Ve smiSenych populacich krevnich bun€k miize
byt tudiZ, naptiklad, transdukce bunék exprimujicich CD3, jako uréit}’f typ T bungk, zesilena,  *
kdyZ jsou pro interakci s témito butikami pouzity CD3 specifické protilatky. Tento stav nastane s
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vyhodou u vSech jinych typd bungk v pbpulaci, jako jsou granulocyty a monocyty, které
neexprimuji CD3. _ , o

Tento vynalez také zahrnuje v ptipadé potieby transdukci purifikovanych nebo
izolovanych bun&&nych typi. Poﬁiiti izolovanych nebo purifikovanych buné&énych typi nabizi
dodatecné vyhody, jako jsou vy3§i Gi¢innosti .transdukce v disledku vy$si koncentrace vektoru
vzhledem k butikdm které maji byt transdukovany. | |
. Pokud maji byt transdukovany purifikované T buiiky, ncjméné jedna molekula vyhodn&
vaze molekulu bﬁnééného povrchu, nalezenou na T butikach. Pfiklady takovychto molekul
bunééného povrchu jsou CD3, CD28, CD25, CD71 a CD69. Piiklady molekul, které se vai na
tyto molekuly bunééného povrchu zahrnuji protilatky a monoklonalni protilatky, které je
rozpoznavaji, mnohé z nich jsou komerén& dostupné nebo snadno a rutinné pfipravitelné,
pouZitim standardnich zpiisobu, bez zbyteného experimentovani. Ve vyhodném provedeni
transdukce CD4+ nebo CD28+ bun&k mohou byt pouiity' monoklonalni protilatky, které
rozpoznavaji CD3 a/nebo CD28. Komeréné dostupné piiklady takovych protilatek zahrnuji
OKTS3 pro CD3 a CD28.2 pro CD28. Tyto protilatkové molekuly mohou byt pouZity v rozpustné
formé, zesitované nebo nezesitované jingmi molekulami nebo v jiné formé, jako jsou perly nebo
jiné pevné povrchy. V hlavnim vyhodném provedeni tohoto vynalezu jsou.protilétky _
imobilizovéany na povrchu nadoby, tak jako na st&nach kultivaénich jamek, desek nebo sa&ki
pouZitych pro transdukci zprostfedkovanou vektorem. Ani¥ by bylo svazano s teoretickymi
zéklady,.mﬁie pouziti imobilizovanych protilatek na takovém povrchu, kde dochazi k adhezi \
nebo kontaktu s buiitkami, zvysit lokalni koncentraci interakci buné&ného povrchu na bunééném
povrchu. _

Pokud maji byt transdukovany hematopoetické buiiky, mohou byt jako molekuly, vazici
se k bunéénému povrchu pouZity protilatky specifické vii¢i receptorim pro FTL-3 ligand, TPO
(rGstovy a vyvojovy faktor trombopoetinu nebo megakaryocytu, Thrombopbietin or
Megakaryocyte Growth and Development Factor) hematopoetickych kmenovych bunék nebo Kit
ligand. P¥ipadn& mohou byt pouZity protilatky i)roti kmenovym buiikdm pozitivnich bun&nych
markerd, véetné ale bez omezeni, na CD34 nébo AC133. Pokud je jako molekula, vaZici se k
bun€tnému povrchu, pouZita slou€enina nebo prostfedek obsahujici ligand, mohou byt pouzity
ligandy nebo ligandy vazané k heterolognim proteiﬁfun bud’ v rozpustné nebo v imobilizované :
formé. Imobilizované formy zahrnuji pfipojeni na mikroperly, pfimo nebo neptimo, pouziti

napiiklad avidinu/biotinu.

Alternativn€ miiZe byt ligand exprimovan ve virové obalce virového vektoru, miZe nebo

ne byt ve forme& chimerniho nebo fiizniho proteinu a/nebo v komplexu (kovalentnim nebo
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nekovalentnim) s jednim nebo vice proteinem (proteiny). V t&chto provedenich je molekula
vazici se na bunétny povrch predstavovana ve spojeni s virovym vektorem jednoduchou
slou¢eninou pro transdukovani bun&k. Dodate&né piiklady molekul, vaZicich se bun&ény povrch,
které mohou byt exprimovany ve virovych obalkéch, zahrnuji Cetné povrchové faktory, uvedené
niZe.

Jiné vyhodné molekuly, vaZici se na bun&&ny povrch, jako jsou protilatky nebo jejich
fragmenty, jsou ty, které se vazi k receptoriim kmenovych hematopoetickych bungk Notch nebo
Delta nebo k samotnym Notch nebo Delta proteiniim nebo ligandtim Notch nebo Delta, které
jsou vazany na heterologni proteiny. Delta a Notch koduji proteiny bun&&ného povrchu, které
ovliviiuji Sirokou 8kalu osudovych rozhodnuti ve vyvoji Drosophily. Homology Delta a Notch
obratlovcl jsou nezbytné pro normalni vyvoj embrya. Delta homology se vyznamné Giastni v
regulaci hematopoézy. Delta-Serrate-lag2 (DCﬂ), rozpustna forma homologu, zesiluje expanzi
primitivnich hematopoetickych prekurzorti. DSL, pbkud je spoj en s hematopoetickymi
ristovymi faktory, v&etng interleukinu-3 (IL-3), granulocytové kolonie stimulujiciho faktoru
nebo (G-GSF) faktoru Stimuluj ictho kolonie granulocytovych makrbfégfl, promotuje expanzi
primitivnich hematopoetickych prekurzori a sou¢asné inhibuje diferenciaci primitivnich
prekurzorii na zralej$i bun&&né prekurzory, citlivé jenom na IL-3 (viz Han et al.,). DSL velmi
pravdépodobné u¢inkuje aktivaci Notch receptoru exprimovaného v hematopoetickych buiikach,
modulaci buné&né kompetence vii€i odpovédi na konvenéni hematopoetické ristové faktory,
selektivni blokaci bun&éné diferenciace, alé ne prolifera¢nich signalt (viz Han a Moore, Blood
1999). Delta a Notch homology, protilatky které jsou funk&nimi analogy k t¢émto homologim,
jsou tudiZ dal§imi vyhodnymi molekulami, vaZicimi se na bun&ny povrch, pro pouZiti pro
dosaZeni vice neZ 75% ucinnosti vektorové transdukce bunék, hlavné kmenovych
hematopoetickych bunék. . |

Piedkladany vynalez zzihrnuje virové vektory a je obsahujici prosttedky pro pouZiti v
popsanych zptsobech. Tyto vektory jsou vyhodné retrovirové (tfida Retroviridae) a jeste
vyhodnéji lentivirové vektory. Jiné retrovirové vektory, jako jsou onkovirové a mySi retrovirové
vektory, mohou byt také pouZity. Dalsi vektory mohou byt odvozeny od jinych DNA viri nebo
vird, které konvertuji své genomy do DNA v priib&hu n&kterych dobi jejich Zivotniho cyklu.
Tyto viry jsou vyhodné z tfid Adenoviridae, Parvoviridae Hepadnaviridae (v&etng delta viru
hepatitidy a viru hepatitidy E, ktery normalné neni klasiﬁkovéh v Hepadnaviridae), Papoviridae
(v€etné polyomavirinae a papillomavirinae), Herpesviridae a Poxviridae.

Dalsi viry tiidy retrov@dirae (t., retroviry) jsou rodu nebo podtiidy Oncovirinae,

Spumavirinae, Spumavirus, Lentiviranae a Lentivirus. RNA viry podtfidy Oncovirinae jsou




lidské viry typu 1 nebo 2 T lymfotropického viru (t.j., HTVL-1 nebo HTVL-2) nebo virus
hovézi leukemie (BLV), ptadi virus leukosis sarkomu (napt. virus Rousova sarkomu (RSV),
virus pta¢i myeloblastozy (AMV), viru_s ptaci erytroblastozy (AEV) a virus asociovany s
Rousovym (RAV; RAV-0 aZ RAV-50), savéi virus typu C-50 (napf., virus Moloneyho mysi
leukemie (MuLV), virus Harveyho mysiho sarkomu (HaMSV), virus Abelsonovy mysi leukemie
(A-MuLV), AKR-MuLV, virus li§¢i leukemie (FeL V), virus opi&iho sarkomu, virus
retikuloendotelézy (REV), yirus nekroézy sleziny (SNV)), virus B-typu (napf. virus tumoru mysi
mlécné Zlazy (MMTV)) a virus D-typu (napk., Mason-Pfizertiv osli virus (MPMV a “SAIDS”
viry).

RNA virus podtfidy Lentivirus je virem lidské imunodeficience typu 1 nebo 2 (t.j., HIV-1
nebo HIV-2, kde HIV-1 byl dfive nazyvan virem spojenym s lymfoadenopatii 3 (HTLV-III) a
(ARYV) virem spojenym se ziskanym syndromem imunodeficience (AIDS)) nebo jinym virem
spojenym s HIV-1 nebo HIV-2, ktery byl identifikovan a spojen s AIDS nebo s chorobami
podobnymi AIDS. Zkratka “HIV” nebo terminy “virus AIDS” nebo “virus lidské
imunodeficience” jsou ;zde pouzivany pro oznaceni t€chto HIV virl a génericky pro viry
pibuzné a spojené s HIV. Kromé toho, je RNA virem podtfidy Lentivirus virus Visna/maedi
(napf., jako u infikovanych ovci), virus imunodeficience lisek (FIV), hovézi lentivirus, virus
opi¢i imunodeficience (SIV), virus koiiské infek&ni anemie (EIAV) a virus sréi encefalitické
artritidy (CAEV). ‘ |

Zv14st vyhodnym lentivirovym vektorem je vektor odvozeny od HIV, nejvyhodnéji HIV-
1, HIV-2 nebo od jejich chimerickych kombinaci. Riizné sérologické typy retrovirt, zvlasts HIV,
mohou b)'ff samoziejmé pouZity samy nebo v libovolné kembinaci pro pfipravu vektori pro
pouZiti v tomto piedkladaném vynalezu. V)"hodné vektory podle tohoto vynalezu obsahuji cis
ucinkujici prvky, které jsou ptitomny ve virech divokého typu, ale nejsou pfitomny v
“zakladnich” lentivirovych vektorech. “Zvékladni” lentivirovy vektor obsahuje minimaln€ LTRS
a obalkové sekvence v 5” zaCatku a gag kodujicich sekvencich, ale obsahuje také nebo
neobsahuje RRE element pro usnadn&ni nuklearniho exportu vektorové RNA Rev zavislym
zptisobem. Vyhodny vektor kromé toho obsahuje nukleotidové sekvence; které zesiluji G€innost
transdukce do bunék.

Ptikladem takového vektoru je pPN2cGFP, vektor obsahujici kompletni sekvence gag a
pol. Jinym pfikladem je vektor, ktery obsahuje sekvence od.polohy 4551 do polohy 5096 v pol
(referen¢ni polohy od pNL4-3 sekvence, pfistuﬁové islo M19 921, HIVNL439 709, laskavé
poskytnuté C.E. Bucklerem, NIAID, NIH, Bethesda, MD). Mohou byt v§ak pouZity libovolné cis

¢inkujici sekvence z wt-HIV, které mohou zlepsit Gi¢innost vektorové transdukce. Jinymi
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ptiklady vektort, schopnych ﬁéinnévtransdukce podle pfedloZeného vynalezu jsou konstrukce
cr2HIV, jak jsou popsany v US patentu 5 885 806. .

Dtive identifikovana sekvence, ktera neni dostacujici pro prikazné zvy$eni G¢innosti
transdukce, popsana v Zennou et al. (2000) jako stfedni DNA sekvence (178 péart bazi od polohy
4793 do 4971 na pLAI3, odpovidajici polohdm 4757 aZ 4953 na pNL4-3), schopna zvyseni
tcinnosti transdukce. Pfedkladany vynélez zahrnuje jako soudast predkladaného vynélezu objev,
Ze zatimco tento maly fragment neni dostateCny pro zvySeni Gginnosti transdukce, v&tsi fragment
0 545 parech bazi v pNL4-3) nebo jesté vétsi fragment, ktery ho obsahuje,byi schopen zvys$eni
transdukce.

Dal3i ptiklady konstrukti virového vektoru, které mohou byt pouzity v predkladaném
vynalezu, 1ze nalézt v US patentu 5 885 806, ktery je timto za¢lenén referenci, jako by byl
uveden dale upln€. Konstrukty v US patentu 5 885 806 jsou pouze pfiklady,'které neomezuji
rozsah vektorti, u€inné transdukujicich buiiky. Misto toho tyto konstrukty poskytuji dalsi voditkov
pro vyskoleného pracovnika v tom srriyslu, Ze virovy vektor pro pouziti v pfedkladaném
vynéalezu miZe obsahovat minimalni sekvence z viru divokého typu nebo obsahovat sekvence a
do téméf celého genomu divokého typu, aviak s vyjimkou esencialni nukleotidové sekvence,
potiebné pro rozsifeni a/nebo vznik choroby.. Zpisoby urCeni pfesné sekvence, potfebné pro
ucinnou transdukci bun€k, jsou rutinni a dobfe znamé v této oblasti techniky. Naptiklad
systematické zadlenéni virovych sekvenci zpét do “zakladniho” vektoi'u nebo deletovani
sekvenci z vektord, které obsahu‘ji‘Virtuélné cely HIV genom, jako je cr2HIV, je rutinnim a
dobfe zndmym postupem v tomtd oboru. '

Umisténi sekvenci z jinych virovych pozadi do Zéjmo\})?ch virovych vektori, jako je
cytomegalovirus (CMV), je také dobfe znamo v oboru. Nehled€ na skute¢né pouZivany virovy
vektor, jim kédované akcesorické proteiny a v ném pfitomné sekvence, mize byt tento virovy
geneticky material ponechan ve vektoru nebo pomocném genomu, pokud tyto proteiny nebo -
sekvence zvy3uji transdukéni u€innost v ur€itych typech buﬁék. Existuji poCetné rutinni
skrininky pro ur&enti, jestli tento konkrétni geneticky material zvy3uje transdukéni u&innost pfi
zatlenéni jeho sekvence bud’ do vektoru nebo do pomocného genoinu. Vyhodnym provedenim
tohoto vynalezu je nezahrnovat akcesorické proteiny ani do vektoru, ani do pomocného genomu.
Tato vyhoda ale nevylucuje takova provedeni tohoto vynalezu, kdy jsou akcesorické proteiny a
jiné sekvence ponechany bud’ ve vektoru nebo v pomocném genomu pro zvyseni transdukéni
G¢innosti. '

Virové vektory, pouZzité v predklddaném vynalezu, mohou také pochazet ze

“pseudotypové” tvorby, kdy koinfekce buiiky jinymi viry produkuje populaci viriond,
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obsahujicich genom jednoho viru zapouzdfeného ve vn&jsi vrstvé, obsahujici jeden nebo vice
obalkovych proteini jiného viru. Tento jev byl pouzZit prb obaleni z&jmovych virovych vektord
ve “pseudotypovém” virionu kotransfekci nebo koinfekci obalové buﬁky Zajmovym virovym
vektorem a genetickym materidlem, kodujicim nejméng jeden obalkovy vektor jiného viru nebo
molekulu bunééného povrchu. Viz US patent 5 512 421. Takovéto smésné viry mohou byt
neutralizovany antisérem proti jednomu nebo vice heterolognimipouiit)'fm obalkovym
proteiniim. Jednim obecné€ pouZivanym virem v pseudotypovém usporadani je virus vesikularni
stomatitidy (VSV), jimZ je rhabdovirus. PouZiti pseudotypovani rozsifuje rozsah hostitelskych
buné€k viru, za€lenénim prvkd pro mechanizmy vstupu viru pouzitych heterolognich viri.

Pseudotypovani virovych vektorti a VSV pro pouZiti v pfedkladaném vynalezu ma za
vysledek virové Castice, obsahujici nukleové kyseliny virovych vektorli, zapouzdiené v
nukleokapsidg, ktera je obklopena membréanou, obsahujici VSV G protein. Tato nukleokapsida
vyhodné obsahuje proteiny, které jsou normalné spojené s virovymi vektory. Obklopujici VSV G
protein, obsahujici membrany, tvofi &ast virové Eastice nad jejim vychodem z buiiky, pouZité pro
obaleni virového vektoru. Pfiklady obalujicich bunék jsou uvedeny v US patentu 5 739 018. Ve
vyhodném provedeni tohoto vynalezu je virova Eastice odvozena od HIV a pseudotypovana s
VSV G proteinem. Pseudotypované virové ¢astice, obsahujici VSV G protein, mohou infikovat
diverzni uspofadani bunéénych typid s vyssi u¢innosti, nez amfotropni virové vektory. Rozsah
hostitelskych bungk zahrnuje jak savéi, tak i nesavéi druhy, jako jsou &lovek, hlodavei, ryby,
obojzivelnici a hmyz. _

Virovy vektor pro pouZiti ve zpisobech transdukce podle tohoto vynélezu miiZe také
obsahovat a exprimovat jednu nebo vice sekvenci nukleové kyséliny za kontroly promotorem,
pfitomnym v tomto viru nebo za kontroly heterolognim promotorem, introdukovanym do tohoto
vektoru. Tyto promotory mohou dale obsahovat izolujici prvky, jako jsou mista hypersenzitivni
na erytroidni DNA4azu, kdyZ obklopuji operon t€sné kontrolujici expresi genil. Vyhodné
prombtory zahmuji HIV-LTR, CMV promotory, PGK, U1, EBER transkrip&ni jednotky, Pol III
promotory z viru Epstein-Barrové, tRNA, U6 a U7. I kdyz vyhodné jsou promotory Pol II,
mohou byt také pouZity Pol III. Vyhodnym provedenim je také pouziti tkatiove specifickych
promotoru. Napiiklad promotory lokusu oblasti kontrolujici zesilovac beta globinu (beta globin
Locus Control Region) a alfa & beta globinu mohou poskytovat tkaniové specifickou expresi v
erytrocytech a v erytroidnich buiikach. Jinym dal8im vyhodnym provedenim je pouZiti cis
udéinkujicich sekvenci, které jsou spojeny s témito promotory. Napfiklad gen Ul muze byt pouZit

pro zesileni protismérné exprese genu, kdy jsou pouZity nepromotorové sekvence pro zacileni
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protismérnych ribozymovych molekul na cilen& spojenou RNA, jak je uvedeno v US patentu 5

814 500, ktery je timto za¢lenén referenci.

Do virového vektoru podle tohoto vynalezu miiZe byt samoziejmé za¢lenéna libovolna
cis u¢inkujici nukleotidova sekvence. Hlavng jsou vyhodné cis G&inkujici sekvence, nalezené v
retrovirovych genomech. Do virového genomu mohou byt za ugelem dalsiho zvy3eni u€innosti
napiiklad zaclenéna cis uéinkujici nukleotidova sekvence, odvozena od gag, pol, env, vif, vpr,
vpu, tat nebo rev gend. Je vyhodné; kdyZ cis G¢inkujici sekvence nekéduje exprimovany
polypeptid; neni exprimovan jako polypeptid nebo jako jeho &ast v disledku genetické zmény,
jako je delece startovniho mista translace; koduje pouze &ast nebo fragment vétsiho polypeptidu -
nebo je mutantni sekvenci, obsahujici jednu nebo vice substituci, adici nebo deleci nativni
sekvence. Piikladem cis G&inkuj ici sekvence je sekvence cPPT (centralni polypurinova oblast,
central polypurine tract), identifikovana v HIV pol genu.

Uvedena jedna nebo vice sekvenci nukléové kyseliny ve virovych vektorech podle tohoto
vynélezu miZe byt nalezena ve viru, ze kterého je tent(')v vektor odvozen nebo miiZe byt
heterologni sekvenci. Tato sekvence je vyhodné v plné délce nebo parciélhi sekvenci, ktera je
nebo koduje produkt zAjmového genu. Tyto sekvence a produkty genu jsou vyhodné
biologickymi aktivnimi &inidly, schopnymi produkovat biologické uginky v buiice. Piiklady
takovych €inidel zahrnuji proteiny, ribonukleox}é kyseliny, enzymy, transportni nebo jiné

“biologicky aktivni molekuly.

V jednom vyhodném provedeni je timto &inidlem protein, tak jako toxin, transkrip&ni
faktor, ristovy faktor nebo cytokin, strukturni protein nebo molekula bungéného povrchu. Tento
protein mizZe také obsahovat jednu nebo vice domén, u kterych nebyla identifikovana Zadna
funkce a miiZe byt homologni k transdukované butice. Tento protein mizZe kromé toho byt v
transdukované buiice nepfitomen, deficientni nebo zménény. P¥ipadné miiZe byt tento protein
transdominantnim negativnim mutantem nebo néstrahou pro zabrénéni pfirozenému proteinu ve
vnaseni jeho normalni aktivity do transdukované buriky.

Naptiklad sekvence nukleové kyseliny miize kddovat ribozom, ktery vaze, uvoliiuje a
odbourava exprimovanou RNA nebo RNA, ktera ma byt eXprimovéna, v transdukované buiice.
Pfipadn¢ miiZe tato sekvence nukleové kyseliny kddovat protismérmou molekulu, které je uréena
pro zacileni na ur€itou sekvenci nukleové kyseliny a ma za ucel jeji degradaci. Sekvence
obsaZené v tomto vektoru mohou byt nadexpriﬁovény, indukovateln& exprimovany nebo
mohou byt v transdukované buiice pod kontrolou bunééné nebo virové regulace transkripce. V
zavislosti na zamjréleném‘pouiiti, miZe tato heterologni sekvence kédovat libovolny

poZadovany protein, véetné markeru pro transdukované buriky. Tyto markery zahrnuji
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selektovatelné markery, jako jsou jednotlivé fenotypové rezistence, jakd je neomycin, MDR-1
(P-glykoprotein)', O6-methylguanin—DNA-methyltransferéza (MGMT), dihydrofolatreduktaza

(DHFR), aldehyddehydrogenaza (ALDH), g’lutathionS-transfcr’éza (GST), superoxiddismutaza '

SOD) a cytosindeaminaza. Viz Koc et al., ktery je timto za&lenén referenci, jako prehled. ‘

Ve zplisobech podle tohoto vynalezu jsou buiiky, které maji byt - transdukovény,
vystaveny kontaktu s alespoii jednou molekulou, ktera se véZe na bunéén}’f povrch pred, po nebo
soucasné s aplikaci v1r0veho vektoru. Buiiky mohou byt naprlklad pestovany vmedius CD3 a
CD28 protilatkami (povlecenym1 na povrchu kultivaénich misek nebo 1moblllzovane na
Casticich, ptitomnych v roztoku) pted, po nebo v piitomnosti virového vektoru, ktery ma byt
transdukovén. Je vyhodné, kdyZ jsou buiiky vystaveny imobilizvovanémquD3 a/nebo CD28
pouze po nebo pouzé pfi pocéte¢nim kontaktu s;viroi'ym- vektorem. Za téchto podminek nejsou
tyto butiky vystaveny molekule (molekulam) vaZicim se na bunéény povrch pred skutenou
transdukci virovym vektorem. V provedenich, kidy kontakt s molekulou, véZici se na bun&¢ny
povrch, nastane po vystaveni bunék virovému v:éktoru.(trzinsdukci), jé vyhodné, kdyZ kontakt
- nastane ve tfech dnech po transdukei, je$té vyhodné&ji do jvednoho aZz dvou dni po transdukci.

Inkubace bun&k s virovym vektorem miiZe probihat po riizné Gasové useky, v zavislosti
na podminkach a pouZitych materilech. Faktory, které ovliviiuji inkuba¢ni dobu, zahrnuji
pouzitou buiku, vektor a MOI (mnohodetnost infekce)? molekulu (molekuly) a mnoZstvi pouiitaiL
k vazb&€ na buné€ény povrch, jestli a ktera uvedepé molekula (rr'lolekuly). jsou imobilizovany nebo
solubilizovany a poZzadovanou hladinu u¢innosti trahsdukce. Je vyhodné, kdyz inkubéce jeod
osmi do 72 hodin, vyhodnej $iod 12 do 48 hod1n V hlavnim vyhodnem provedem je inkubace
24 hodin a je popiipadé ]ednou opakovana.

Kontakt mezi buitkami, které maji byt transdukovany a virovym vektorem nastane
nejméng jednou, ale miZe nastat vice nez jednou, v zévislosﬁ na bun&éném typu. Napriklad
vysoka ucmnost transdukce CD34 pozitivnich kmenovych bunék je dosaZena s mnoholetnymi ,
transdukcem1 vektorem Vyhodnym zpiisobem podle tohoto vynalezu je soucasné introdukovat -
virovy vektor ve spojeni s molekulou véZici se na bun&ény povrch (napt., CD3 a/nebo CD28
protilatkami nebo FLT-3 ligandem, TPO nebo Kit lighn_dem) a vypustit zménu media mezi
jednim a osmi dny po transdukci. Transdukce rﬁﬁie pokraCovat tak dlouho, jak dovoli podminky,
aniz by tento proces priikazné poskozoval buﬁky nebo je obsahujici organizmy. DalSi piiklady
proteint, vazicich se na bunéény povrch pro tato pouiiﬁ,’ zahrnuji pfipady uvedené shora.

Podobng& pouzité MOI je od 1 do 400, vyhodn& mensi neZ 500. MOI je obecné vyhodné |
od 2 do 50. Vyhodné&jsi je kdyZzje MOI od  10 do 30, i kdyZ rozsahy od 1 do 10, 20, 30 nebo 40 -
jsou také uvazovany. Nejvyhodngj St je M(-)IQO‘. Kromég toho, poéét kopii virového vektoru na



butiku by mél byt nejméné roven jedné. U shora popsanych zpiisobit miiZe byt viak také mnoho
kopii vektoru na buitku. Vyhodny rozsah kopii na buiiku je od 1 do 100. Vyhodnym poctem

kopii je takovy minimalni po&et kopii, ktery poskytuje terapeuticky, profylakticky nebo
biologicky ucinek, vedouci k vektorové transdukci nebo nejl’léinn'éj §i transdukci. |

Pro terapeutické nebo profylaktické aplikace je vyhodngj$im poétem kopii maximalni
pocet kopii, ktery je tolerovan buiikou, aniZ by doslo k prikaznému po§kozér_1i této butiky nebo ji
obsahujiciho organizmu. Jak miniméalni, tak i maximalni po&et kbpii na buitku bude zaviset na
burice, kterd mé byt transdukovéna, tak i na burikach, které mohou byt p¥itomny. Optimalini
po&et kopii je moZno snadno uréit odbornikem v této oblasti techniky pomoci rutinnich zplsobi.
Buiiky jsou napfiklad transdukovany se vzristajicim pfirﬁstkem koncentrace nebo
mnohocetnosti infekce. Buiiky jsou analyzovany na podet kopii, terapeuticky nebo biologicky
ucinek a na Skodlivé-uginky na transdukované buiiky .neb(; je obsahuj ictho hostitele (napf.
bezpetnost a toxicita). _ ‘

| Po inkubaci s virovym vektorem iﬁ vitro mohou byt buriky kulti?ovény v pfitomnosti:
molekuly (molekul), vaZicich se na bunéénj'f povrch po riiznou dobu, pfed tim, neZ jsou
analyzovany na u¢innost transdukce nebo jiného pouZiti. Pfipadné mohou byt tyto buriky
kultivovany za jakychkoliv podminek, jejichz vysledkem je bun&¢ny rust a proliferace, jako j Je
inkubace s interleukinem-2 (IL-2) nebo inkubace s molekulou (molekulam1) vaZicimi se na
bunecny povrch, nasledovana IL-2. Posttransdukcm inkubace muizZe trvat 11_bovolnou dobu, ale je'
vyhodna od jednoho do sedmi az deseti dn. Del3i &asové useky, jako je 14 dni, mohou byt také
poutzity, tiebaZe Gseky, které jsou Skodlivé pro bunéén)'l rist, nej souvvyhodné' V provedenich
vynalezu, kde jsou buiky kultivovany s molekulou (molekulami), vaZicimi se na bunéény
povrch pred inkubaci s virovym vektorem, mohou kultivaéni ¢asy kohsat od 24 do 72 hodin,
nejvyhodnéji 24 hodin.

Takova pfedtransdukéni kultivace miiZe byt srovnavéana se stimulaci bun&k, naptiklad s
cytokiny a/nebo mitogeny, pfed transdukci, Jak]e chépana v této oblasti techniky. Pfedkladany
vynélez zahrnuje vyhody, které prameni z sttfaﬁéni'takovéto stimulace. Stimulace napiiklad -
zvetSuje pocty bunek v disledku proliferace, jal;(o vysledek mnohem vét§iho poctu bunék pfi
postst1mu1a01 nez pii prestimulaci. Transdukce takto zvétSeného souboru bunék vyzadu]e
mnohem vice virového vektoru a spoj enych transdukcmch materiall (napf. kontejnerti, media,
cytokint atd.) a zvySené spojené naklady Kroms toho, stlmulace bungk ovliviiuje jejich kvalitu |
pro dalsi pouZiti. Movassagh et al. poplsujl pouzm tfidenni pretransduk¢ni stimulace, ktera méla

za vysledek zhorSeni diverzity souboru T bunék po transdukci a dalsi kultivaci. Pretransdukéni

 stimulace dale odstratiuje vyhodu, ktera vyplyva z transdukce bunék, které se aktivné ned€li.



19

. Utinnost transdukce, pozorovana u pfedkladaného vynalezu je od 15 do 100 %. Je

vyhodné, kdyzZ tato u€innost je alespor'l 75 aZ 90 %. Vyhodné&jsi provedeni tohoto vynalezu jsou, j’

kdy? je Ginnost alespoit 90 az 100 %. Nejvyhodné&jsi provedeni maji transdukéni u€innosti
nejméné 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99a 100 %. |

Krom¢ shora uvedeného mohou byt transdukov'ané buriky pouzity ve vyzkumu nebo pro
1é€bu nebo pro prevenci chorobnych stavii v 2ivych objektech. Pfikladem vyzkumného pouZiti
jsou strukturné€ funkéni studie, popsané Unumatz et al. Ter_apéutické pouZiti pro transdukované
buiiky zahrnuji introdukci bungk do Zivych organizmi. Naptiklad nestimulované primérni T

buriky, izolované z jedince, inﬁkévaného nebo s rizikem infekce HIV, mohou byt nejprve

transdukovany vektorem, podobné jako je popsano v US patentu 5 885 806, pouZitim uvedenych'

zpusobl a potom injekei transdukovanych bungk zpét do jedince. Tyto buiiky mohou byt

pripadné pouZity pfimo pro expresi heterovlogniéh sekvcnci’, pfifomn)?ch ve _vi;ovém vektoru. .
Pokud jsou pouZity jako souéést,térapi_c_ hebo p_fbfylaxe HIV, mohéu fyto vektory

kodovat toxin nebo jiné antivirové Cinidlo, které bylo pfizpiisobeno pro pouziti proti HIV.

Ptipadn€ miiZe tento vektor kédovat €inidlo, sestrojené pro zacileni na HIV; jako jsou

transdominantni negativni mutanty tat, rev, nef, jivp'u, nebo vpr gent. V jinych aplikacich mohou

byt transdukované butiky opraveny, aby exprimovaly pfislusny globinovy gen pro opravu
anémie srpkij'Ich bunék nebo talasemie. Imunitni buiiky mohou byt také transdukovany, aby

modulovaly jejich imunitni funkci, jejich reakci na antigen nebo jejich interakci s jinymi -

buiikami. Skoleny pracovnik si je védom shora uvedenych pouZiti zplisobi podle pfedklédaného ‘_

vynalezu, rovnéZ jako Eetnych dalsich pouZiti a‘aplikaci znamych v této oblasti techniky. -
Pfedkladany vynalez je zaméfen na zplisoby a je obsahujici prostfedky pro stabilni

transdukci bun€k virovymi vektory s u¢innostmi vy3simi nez 75 %. Stabiln& transdukované

buriky lze odli$it od ptechodné transdukovan}"ch bungk nebo od pseudotransdukovanych bungk :
po sedmi aZ deseti dnech nebo ptipadné po 14 dnech od transdukce. Tyto zplsoby se vztahuji ke

skute&nosti, Ze kontakt bunék, které maji byt transdukovany, s molekulami vaZicimi se
k bunénému povrchu, zvySuje L’iéi_nnost stabilni transdukce. Je prekvapivé, Ze kontaktni krok
miZe byt i po transdukénim kroku. Jeste vice pfekvépivé je, Ze nejvy$si hladiny stabilni
transdukce byly vidét, kdyz byla prove_derié traﬁsdukc‘e nejprve nésledovéna kontaktem
s imobilizovanymi molekulami, vdZicimi se na jbunéén)'/ povrch. |

Zplisoby tohoto vynalezu obsahuji krokftransdukce s virovym vektorem ve spojeni
s kontaktem s molekulou, vaZzici sena bunéény povrch. Jak bylo zminéno shora, tento kontakt

miZe probéhnout pied, po nebo Ve,siejnou dobu jako tfansdu’kce vektorem. Tento'vynélez je

Siroce pouZitelny na kterékoliv buriky a pouziti jakékoliv molekuly, vaZici se na buné&ny povrch.

i




Buriky pro pouZiti v pfedkladanych zptisobech zahrnuji nestimulované primarni butiky, které

jsou Cerstvé izolovany z in vivo zdroje, rovnéZ jako bun&né linie které mohou byt predbézng
kultivovany po riizn& dlouhou dobu v pﬁtbmnosti faktort, které je udrzuji ve stavu déleni.
Pokud jsou pouZity bunééné linie, mohou byt nejprve kultivové’my v nepfitomnosti stimula¢nich
faktord pred transdukei predkladanymi zpéisoby. |

V piipad¢€ primarnich bunék jsbu tyto nejprve ziskany z in vivo zdroje s nasledujici
ptipadnou selekei ur€itych bun&énych typi, Pokud jsou napﬁkléd pouzZity priméarni T buriky
CD4+ a/nebo CD8+, jsou nejprve ziskany vzorky peﬁlferni krve (PB) nebo krve z pupecni $iitiry
(CB) s naslednym obohacenim bunéénymi typy CD4+ a/nebo CD8+. Pro izolaci CD4+ a/nebo
CD8+ bunék od kontaminuj fcich PB bunék miize b}'&v pouiita standardni magnetickd perlové

- pozitivni selekce, plasticka adherentni negativni selekce a/nebo jiny znamy standardni zptsob.

Cistota izolovanych bungk miZe byt uréena imgnofenotypové a pouZitim standardnich zpisobl
prutokové cytometrie. |

Po izolaci mohou byt primarni buiiky pouzity v pfedkladanych zpiisobech pro transdukei
virovymi vektory pfi u€innostech vét$ich nez 75 %. Tento vynalez je nejvyhodn&jsi pii pouZiti
primarnich lymfocyti, jako jsou T buiiky, transdukované vektorem 6dvozen}'lm od HIV,
schopnym exprese zajmového heterologniho ge}xetického materialu. Jingym vyhodnym pouZitim
je v ptipad¢ primérnich hematopoetickych kméhovych bungk, jako jsou CD64 pozitivni buiiky.
V téch piipadech, kdy tento geneticky ‘vheterologni material je nebo kéduje terapeuticky nebo
profylakticky produkt pro pouZiti in vivo pro léébu_ nebo prevenci choroby, miZe transdukovana
primarni burika byt introdukovana zpét do in viilo prostfedi, jakym je pacient. Tento vynalez
jako takovy uvazuje o pouZiti té€chto transfekto{?an)’lch bun€k v genové terapii pro lé€bunebo
prevenci choroby pro boj s genetickymi poruch%r_ni nebo pro cileni virové infekce. |

Tento vynélez je také zamys$len pro pOuiiti v u¢inné transdukci bungk pro uréeni funkce |
genu, G¢inné exprese genu v sav¢ich buikach, éXprese genetiék}?ch knihoven (¢cDNA knihoven a
knihoven protism&rnych nebo ribozbmélnich) pro funkéni skrinink na zajmovy gen, pouZiti
v dvojhybridovych detekénich strategiich protein-protein nebo protein-nukleova kyselina,
pfistupech genovych pasti, vysoko vykonnych genovych skrininkovych analyzach
s mikrouspofadanim nebo proteinovym uspofadanim nebo studiich, vyuzivajicich SAGE,
proteomice a jinych funkénich analytickych zpﬁsobech.

Shora uvedené izola¢ni a pufirikaéni krdky nemdhou‘b)"t pouZity pro transdukci
primamich bun€k ve smésnych populacich. Misto toho mohou byt ;cyto buriky urfeny pro
transdukeci zacileny selekcei alespori jedné vhodné molekuly, vazici se na bunéény povrch nebo na

ast nalezenou na tomto buné¢ném typu a pfipravou jedné nebo vice molekul, schopnych vazby
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na uvedenou &4st. Casti bun&&ného povrchu miize byt receptor, marker nebo jiny rozpoznatelny
epitop na povrchu cilové buiiky. Pro pouZiti v pfedkladaném vynalezu mohou byt piipraveny
molekuly, o kterych jiz bylo Zjist€no, Ze s touto E4sti interaguji, jako népfiklad specifické
protilatky.

CD4+ a/nebo CD8+ buiiky mohou byt napfiklad nejprve purifikovany a potom
transdukovény zpiisoby podle tohoto vynélezu pfi pouzZiti imobilizovanych protilatek CD3 a
CD28 nebo piipadn€ byt transdukovany jako &ast smé&sné populace, podobng jako periferni
krevni buriky (PBC) nebo periferni jedndj aderné krevni butiky (PBMNC), pouZitim stejnych
protilatek. Hematopoetické kmenové buiiky v celkové populaci bilych krvinek, které miiZe byt
obtizné purifikovat nebo izolovat, mohou byt transdukovany ve smésnych populacich pouZitim
imobilizovanych CD64 protilatek.

Molekuly podle tohoto vynalezu, vaZici se na bunéény povrch, mohou byt cileny a
navazany na libovolnou ¢4st, nalezenou na povrchu buriky, ktera ma byt transdukovéna. Je
. vyhodné, pokud se tyto €asti nalézaji jako soudast receptorii, markert nebo jinych prbteinovych
nebo rieproteihovjlch féktorﬁ na bunécném povrchu. Tyto €asti obsahuji epitopy, rozpozndvané
molekulami, vaZicimi se na buné¢ny povrch. Tyto epitopy zahrnuji takové, které obsahuji
polypeptidovou sekvenci, sacharid, lipid, nukleovou kyselinu, ion nebo jejich kombinace.

Piiklady molekul, vaZicich se na bunéén}" povrch, zahrnuji protilatky nebo jejich antigen
vazici fragmenty a ligand nebo vazebnou oblast pro receptor bun&&ného povrchu. Molekula,
vazici se na bunéény povrch, miiZe sama o sob& byt polypeptidem, nukleovou kyselinou,
cukrem, lipidem nebo iontem. Je vyhodné, k_dyi tato molekula je protilatkou nebo jejim
fragmentem, jako jsou fragmenty Fy, nebo F,. Vyhodngjsi je, kdyZ tato molekula neni pouZita
v rozpustné formé, ale naopak imobilizovana na pevném mediu, jako je perla, se kterym mohou
byt buriky, které maji byt transdukovany, kultivovany nebo na povrchu misek pro tkanovou
kultivaci, sa¢kd nebo desek, na kterych mohou byt kultivovany buriky, které maji byt
transdukovany. Ve vyhodném provedeni pro transdukci CD4+ nebo CD8+ bun€k mohou byt
v kultivaénich saccich v pfitomnosti vir’ového vektoru pouzity monoklonalni protilatky, které
rozpoznévaji CD3 a/nebo CD28. |

Predkladany vynalez zahrnuje prostiedky, obsahujici mdlekulu, vazici se na bunéény
povrch, pro pouZiti jako soucast uvefejnéného zpﬁsobu. Vzorovy prostiedek obsahuje molekulu
a virovy vektor, ktery ma byt transdukovén, bud’ v pfitomnosti nebo v nepfitomnosti bunék,
ur¢enych pro transdukci. Tyto virové vektory mohou byt odvozeny od libovolného zdroje, ale
vyhodng jimi jsou retrovirové vektory. Vyhodné&jsi jsou lentivirové vektory. Zv1asté vyhodny

lentivirovy vektor je vektor odvozeny od viru lidské imunodeficience (Human Deficiency Virus,




HIV), nejvyhodnéji HIV-1, HIV-2 nebo jejich chimerické kombinace. Sou¢asné mohou byt

samozfejmeé transdukovéany do stejné builky timto postupem i jiné vektory. Napfiklad jeden

vektor miiZe byt replikaéné deficientni nebo podmin&né se replikujici retrovirovy vektor,
zatimco druhy vektor miiZe byt obalkovou konstrukci, ktera zaruGuje prvnimu vektoru, Ze bude
replikovan/obalen a rozmhoien. Jsou-li virovym vektorem kddovany rﬁzﬁé pfidavné proteiny,
mohou byt pfitomny v libovolném vektoru, ktefy ma byt transdukovan do buriky. pfipadné
mohou byt tyto virové pfidavné proteiny pfitomny v transdukénim procesu via jejich ptitomnost
ve virovych ¢asticich, pouzitych pro transdukci. Takovéto virové Eastice mohou mit uginné
mnoZstvi té€chto pfidavnych proteini pfibaleno, coz ma za vysledek zvy3eni transdukéni
u€innosti. Ve vyhodném provedeni virovy vektor nekoduje ani jeden doprovodny protein.
Virovy vektor, ur€eny pro pouZiti v transduk&nich zptsobech podle tohoto vynalezu
miZe také obsahovat a exprimovat jednu nebo vice sekvenci nukleové kyseliny, za kontroly
promotorem. V jednom provedeni tohoto vynalezu sekvence nukleové kyseliny koéduje genovy
produkt, ktery po expresi by mohl zmirnit nebo upravit genetickou deficienci v buiice, ktera ma
byt transdukovéna. V jiném provedeni tato sekvence nukleové kyseliny kdduje nebo konstituuje
genetické antivirové Cinidlo, které zabrariuje nebo 1é¢i virovou infekcei. Pod ,,genetickym
antivirovym ¢inidlem* je myS$lena libovolna latka, ktera je kodovana nebo konstituovana
genetickym materidlem. Piiklady takovych ¢inidel jsou uvedeny v US patentu 5 885 806.
‘Obsahuyji ¢inidla, ktera G¢inkuji pfes inhibovani virovych protéinﬁ, jako jsou reverzni
transkriptazy nebo protéézy; kompetici s virovymi faktory o vazebna nebo cilova mista nebo
cileni virovych cilti pro pfimou degradaci, jako tomu je v ptipads ribozymd a protismémych
konstruktd. Jiné pfiklady genetickych antivirovych ¢inidel obsahuji protisméry, RNA poutade,
transdominantni mutanty, interferony, toxiny, nukleové kyseliny, které moduluji nebo modifikuji
-spojovani RNA, imunogeny a ribozomy, jako jsou ,,hlava kladiva® a jejich fdrmy,
zprostiedkované externimi privodnimi sekvencemi (EGS). |
Pfipadn& miZe virovy vektor kddovat marker transdukovanych bunék. V pfedkladanych .
pfikladech uvedenych na obrazcich a niZe, je zelené fluoreskujici protein (GFP) markerem, ktery
je kédovéan virovym vektorem, transdukovanym do CD4+ buné&k. Dal$imi markery jsou markery,
které byly uvedeny shora. Detekce GFP miZe slouzit pro identifikaci po€tu funk&ng '
transdukovanych bungk, které nejsoﬁ jenom transdukovany vektorem, ale jsou také schopny
funk¢&né exprimovat GFP na hladinach, které mohou byt detekovany analyzou FACS. J é tieba se
zminit, Ze tato detekce nemiZe pfedstavovat skuteny pocet transdukovanych bun€k, protoZe
nékteré buiiky sice mohou byt transdukovéany timto vektorem, ale exprimuji GFP v hladinéch,

které jsou pod limitem, pouZitym pfi FACS detekei.




o

w

23 et .

Alternativnim pfistupem k detekci transdukéni G¢innosti je pouZiti polymerazové
fet€zove reakce (PCR). Napfiklad miize byt pouZita TagMan PCR pro uréeni skutegného poctu
kopii stabiln€ integrovaného virového vektoru v transdukované buice.

Buriky, které maji byt transdukovany, mohou B}"t vystaveny kontaktu s virovym

vektorem bud’ pfed, po nebo soudasné s kontaktem s molekulou, ktera se vaZe na bun&ény

‘povrch. Butiky tedy mohou byt nejprve vystaveny po urditou dobu vektoru s nasleduj ici periodou

zaClenéni molekuly vaZici se na buné&ény povrch. Takovymi butikami mohou byt nové
pfipravené nebo izolované primérni buriky, které umysing nebyly stimulovéany ke vstupu do
bun&éného cyklu. Obdobné& mohou byt buiiky nejprve po urditou dobu vystaveny kontaktu

s molekulou, vaZici se na buné&ny povreh, ktera je nasledovana kontaktem s virovym vektorem.
Po kontaktu s vektorem je vyhodné ptebytek vektoru neodstraiiovat a kultivovat butiky za
podminek, vedoucich k buné¢nému ristu a/nebo proliferaci. Tyto podminky mohou byt
predstavovany pfitomnosti molekul, vazZicich se na buné&¢ny povrch nebo jinych
stimula¢nich/aktiva¢nich faktord, jako jsoﬁ cytokiny a lymfokiny v pfipadé T bunék. Pfipadné
muZe byt také pfebytek vektoru po kontaktu s buiikou a pred dalsi kultivaci odstranén.

Jinym provedenim tohoto vynalezu je kultivace bungk za sou¢asné p¥itomnosti virového
vektoru a molekuly, vazici se na bun&¢ny povrch. Tyto buiiky nejsou vyhodné ptedem
stimulovany. Po ur€ité dobé€ jsou tyto buiiky kuitivovény za podminek, indukujicich rist a
proliferaci, jako je kontinualni pitomnost molekuly, vaZici se na bunéény povrch nebo jinych
stimulaénich/aktiva¢nich faktorﬁ. Prebytek vektoru miZe byt alternativné odstranén pied dalsi
kultivaci. '

V kterékoliv ze shora ilveden)’fch kombinaci podani virového vektoru a molekuly, vazici
se na bunéény povrch, miie, ale nemusi byt inkubace s vektorem.nejméné jednou opakovéna.
Kontakt s vektorem miiZe byt také opakovan vice neZ jednou, jako dvakrat, tfikrat, étyfikrat nebo
vicekrat. ‘

Inkubace bunék, které maji byt transdukovany s virovymi vektory, mize probihat po
raznou dobu, v zavislosti na podminkach a pouiitj'lch materidlech. Mezi faktory, ovliviiujici
inkubaéni dobu, patii burika, vektor a pouzita MOI (multiplicita infekce), molekula (molekuly) a
mnoZstvi pouzit pro vazbu na buné¢ny pov:ch; jestli a jak je uvedenad molekula (molekuly)
imobilizovana a poiadované uroveii uéinnosti transdukce. Ve vhodném provedeni tohoto
vynalezu jsou buitkami T lymfocyty, vektor je zaloZen na HIV, MOI je rovna 20, molekulami,
vaZicimi se na bun&&ny povrch jsou protilatky CD3 a CD28, imobilizované na perlich a
vysledna G¢innost je nejméné 93 %. Jak je ziejmé odbornikovi v této oblasti techniky, n¢které ze

shora uvedenych faktord jsou pfimo korelovéany , zatimco jiné jsou nepfimo zavislé. Naptiklad
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sniZzeni MOI bude spiSe sniZovat hladinu i¢innosti, zatimco G¢innost bude spiSe zachovavana,
kdyZ bude pouZito zvySené mnoZstvi molekul, vaZicich se na bun&ény povrch.

Délka inkubace virového Vektoruv s butikami, které maji byt transformov'a’.ny, je vyhodné
24 hodin a muZe, ale nemusi byt jedenkrat 6pakovéna v ptipadé lymfocytu a az &tyfikrat
v piipadé hematopoetickych kmenovych bun¢k. Podobné a v provedenich, kde jsou buiiky
inkubovany s molekulou, vazici se na bunéény povrch, pfed introdukci virového vektoru, mize
byt inkubace od 12 do 96 hodin. Je vyhodné, kdyZ inkubace s molekulou, ktera se vaZe na
bun&ény povrch, probiha sou€asné s kontaktem bunék s virovym vektorem. Za t&chto okolnosti
mohou byt molekuly, které se vaZi na bun&ny povrch, ponechany v kontaktu s buiikami, poté co
byl introdukovan vektor. Alternativng mtize byt pfebytek molekul, vaZicich se na bun&ny
povrch, odstranén pted introdukci vektoru do bﬁnék. ‘

Po kontaktu s vektorem jsou buiiky kultivovany za podminek vedoucich k jejich ristu a
proliferaci. Je vyhodné, kdyZ tyto podminky pokraduji pfi kultivaci za p¥itomnosti molekul,
vaZicich se na bunécny povrch. Je také mozZné buriky nejprve kultivovat s molekulou, vazici se
na buné€ény povrch; potom v mediu obsahujicim jiny faktor, vedouci k buné&nému ristu, tak jako
je interleukin-2. V je$té jiném provedeni by mohl byt odstranén jak nadbytek molekuly, vazici se
na bun&€ny povrch, tak i nadbytek vektoru, s nislednou kultivaci v ptitomnosti faktoru,
vedouciho k riistu nebo proliferaci, a soucasné zesilujiciho dal$i vektorovou transdukei. Tyto
faktory zahrnuji mitogeny, jako je fytohemagluﬁnin (PHA) a cytokiny, ristové faktory,
aktivatory, receptory bun&ného povréhu, molekuly bun&&ného povrchu, rozpustné faktory nebo
jejich kombinace, rovnéZ jako aktivni fragmenty téchto molekul, samy nebo v kombinaci s jinym
proteinem nebo faktorem nebo jejich kombinaci.

Ptiklady dopliikovych faktord: zahrnuji epidefmélhi rustovy faktor (EGF), transformaéni
riistovy faktor alfa (growth factor alpha (TGF-alfa)); angiotensin, transforma&ni rﬁstov;’f faktor
beta (TGF-beta), GDF, kostni morfogenni protein (BMP), ﬁbroblaétovy rustovy faktor (FGF
kysely a zasadity), vaskularni endotelovy I'flStO\}}" faktor (VEGF), PIGF, lidsky réistovy hormon
(HGH), hov&zi ristovy hormon (BGH), hercguiiny, amfiregulin, Ach recepfor indukujici aktivitu
(ARIA), RANTES (regulovany u aktivovanych, normalnich T exprimovanych a vylugovanych),
angiogeniny, hepatocytarni ristovy faktor, faktor beta tumorové nekrézy (TNF-beta), faktor alfa
tumorové nekrozy (TNF-alfa), angiopoetiny 1 nebo 2, inzulin, inzulinové ristové faktory I nebo
II (IGF-I nebo IGF-2), efriny, leptiny, interleukiny 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14, or 15 (IL-1,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IIL-13, IL-14 nebo IL-15), G-
CSF (granulocyte colony stimulating fabtor, granulocytové kolonie stimulujici faktor), GM-CSF

(granulocyte-macrophage colony stimulating factor, granulocytové makrofagové kolonie




stimulujici faktor), M-CSF (macrophage colony stimulating factor, makrdfégové kolonie
stimulujici faktor), LIF (leukemia inhibitory factor, leukemii inhibujici faktor, ), angiostatin,
onkostatin, erytropoetin (EPO), interferon alfa (véetné subtypti), interferony beta, gama a
omega, chemokiny, makrofdgovy zané&tlivy faktor-1 protein alfa nebo beta (MIP-1 alfa nebo
beta), monocytarni chemotakticky protein-1 nebo-2 (MCP-l nebo 2); GRO beta, MIF
(macrophage migration inhibitory factor, faktor inhibujici migraci makrofagi), MGSA
(melanoma growth stimulatory activity, stimula¢ni aktivita rista melanomu),i alfa inhibin

HGF, PD-ECGF, bFGF, lymfotoxin, Mullerian inhibujici substance, FAS ligand, osteogennil :

protein, pleiotropin/midkin, ciliarni neurotrofni faktor, androgennni indudukovany ristovy
faktor, autokrinni motilitni faktor, hedgehog prdtein, estrogen; progesteron, androgen,
glukokortikoid receptor, RAR/RXR, tyroidni reé:eptor, TRAP/CD40, EDF (erytroidni
diferencia¢ni faktor), Fic (chemokinem indukoVatelﬁ)? rustovy faktor), IL-IRA, SDF, NGR nebo
RGD ligand, NGF, tymozine-alfal, OSM, chembkin.receptofy, faktor kmenovych bunék (SCF)
nebo jejich kombinace. Jak je ziejmé .odbornikoivi v této oblasti techniky, bude vybér podminek
kultivace Zzéviset na znalosti oblasti techniky, tyi(aj ici se transdukovanych buhék, rovné€z jako
néasledného zamysleného pouiiﬁ bungk. Napfikiad kombinace IIL-3, IL-6 a faktor kmenovych
bunék by nemély byt vybrany pro transdukované buiiky, které maji byt pouZity pfi transplantaci
u ¢lovéka. Podobné, vybér kultivaénich podminek by vyhodné nemél byt Skodlivy vzhledem k "
Zivotaschopnosti bunék nebo Gginnosti transdukce. ‘

Je vyhodné, kdyZz posttransdukéni inkubace probihé po étyfi hodiny nebo po jednu
hodinu od jednoho do sedmi nebo deseﬁ dnt. Ygfhodnéjéi je 16 az 20 hodin po &tyfi, pét nebo
Sest dnii. Ctrnactidenni posttransdukéni inkubace je také uvaZovana.

Utinnost transdukce, pozorovand u pfedklédahého vynalezu je od 75 % do 100 %.
Vyhodné je, kdyz je u€innost 75 aZ 90 %. Vyhodnéj §i provedeni vynalezu maji u€innost .
transdukce od 90 do 95 %. Nejvyhodnéjsi provedeni maji transdukéni Gi€innosti nejméné 91, 92, ,
93, 94, 95,96, 97, 98, 99 a 100 %. | |

Kromé shora uvedeného mohouv byt transdukované buiiky pouZzity ve vyzkumu nebo pro
1é¢bu chorobnych stavii v Zivych subjektech. Z;'lé§té vyhodna, jako soucést tohoto vynélezu,
jsou terapeuticka pouZiti transdukovanych bunék pro produkci zéjrhovych genovych produkth
nebo pro pfimou introdukci do Zivého organizrhu, jako soudast genové terapie. Napfiklad a jak je
uvedeno niZe, mohou byt T buiiky izolovany a transdukovany virovym vektorem. Usp&ina
transdukce je indikovéana produkci nebo nadprodukci produktu genu, kédovaného vekto;em nebo
vznik fenotypl, pfendSenych timto {'ektorem. Jako takové, mohou byt T buiiky nejprve

transdukovany vektorem, ktery obsahujé poZadovanou nebo pouzitelnou sekvenci nukleové



kyseliny a je schopen jeji exprese a potom vréceny do in vivo prostiedi, jako do Zivého subjektu.
Je vyhodné, kdy? tento Zivy objekt je jedinec infikovany nebo ohroZeny rizikem infekce HIV-1.
V jiném provedeni jsou T buriky transdlikOVény geny nebo nukleovymi kyselinami,

schopnymi podminéného usmrcovam T bungk pfi jejich transdukei do hostitelského orgamzrnu

Toto mé pouZiti v alogennich transplantacwh kostni dfens, aby bylo zabran&no chorobam
spojenym s reakei hostitele na §t&p, usmrcenim T bungk pouZitim pro-léciva.

Jinou moZnosti je, Ze jsou pfiniérni buriky deﬁcientni na genovy produkt a tato
deficience je opravitelna ﬁansdukovanym virovym vektorem. Tyto buiiky mohou byt zp&tné
introdukovéany do Zivého organizmu po jejich transdukci virovy'm vektorem.

Pfichazeji tedy v uvahu aplikace tohoto "vyﬁéleZu invivo1i in v'z:.tro.:Pro ptenos do Zivych -
organizmi jsou V)'rhodrié transdukované buiiky v biol‘Qgicky pfijatelnéth roztoku nebo
farmaceuticky pfijatelné 1ékové formé. _Tento pfehos miiZe byt u¢inén intraven6zng,
intraperitonealng nebo jinym injekénim nebo 'néinj ekénim zptisobem, znamym v tomto oboru.
Podavané davky se budou ménit v zavislosti nz; mnoha faktorech, ale mohbu byt zkuSenym
praktikem snadno ur&eny. Je mnoho aplikaci :pfedklédan'ého vynalezu se znAamym nebo dobie
sestrojenym umisténim ve virovém vektoru, kde prosp_ééh pfinaSeny takto tr_anasdukovanjf‘m
genetickym materidlem vyvazi jakékoliv .ri'zikbnegativnich ucink.

Ptivodné byl celkovy poet transdukovangch bunék od 10° do 10'. Mohou byt také
pouZita mnoZstvi bungk 10° ,1 06, 107, 108 nebb 10%, Skute¢né pocty se budou méhit v zavislosti
na buikéch, které maji byt -t-ransdukovéhy. Mn(}honésobné 'pfénosy, pokud jsou potieba,
transdukovanych bun&k jsou V)"hodn)"rh_ proved:enim. Krom¢ t_ohd, kondicionovani hostitele pred
prenosem transdukovanych bungk, pokud je tieba, je vyliodnym provedenim. Kondicionani |
reZimy jsou v tomto oboru znimy; pﬁkladem je e reZim (reZimy) pro transplantaci kostni dfeng. )
Pokud mame obecné popsat tento vynalez bude to samé sndze pochopiteln&jsi na zéklad€
: nasledujlclch piikladt provedeni, které j jsou uvedeny pouze pro ilustraci a nikoliv Jako jakékoliv

omezeni zde pfedkladaného vynalezu pokud neni vyslovn€ uvedeno Jmak

Popis obrazkd na V)'fkreseéh '

Obrazky 1A a 1B ukazuji mapy pNchFP ptipadn& pN1GFP(cPT). Jsou uvedena riznd’
mista pro restrikéni enzymy, rovnéz Jako komponemty odvozene od HIV. Konstrukt pN2cGFP
obsahuje GFP kodujici sekvenc1 operatlvne navazanou na promotor CMV (cytomegalovirus),

ktery kontroluje expresi GFP. PNlGFP_(cPT) konstrukt je také niZe oznatovén jako



pN1(cpt)CGFP a obsahuje cPPT z HIV pol genu. Tyto konstrukty jsou pouZity v niZe popsanych
ptikladech. ' ' | '

Obrazek 2 ukazuje vysledky transdukce primarnich T bunék pouZitim perel povlecenych
imobilizovanymi CD3 a CD28 protilatkami. Buriky byly pfivedeny do kontaktu s vektorem bud’
pfed kontaktem s t&mito perlami (panel A), do kontaktu s perlami pfed kontaktem s vektorem
(panel B) nebo byly sou¢asné v kontaktu s vektorem i perlami (panel C). Vysledky priitokové
cytometrie zaloZené na fluorescenci GFP kédované transdukovanym vektorem ukazuji, Ze
buiiky v panelu A byly transdukovany z 90,70; 81,19; ptipadné z 79,14 %.

Obrazek 3 ukazuje srovnani transdukce pouZitim bud’ IL-2 a PHA-P nebo perel
s imobilizovanymi CD3 a CD28 protilatkami pro stimulaci CD4+ bunék pied kontaktem
s virovym vektorem. PouZiti imobilizovanych protilatek mé&lo za vysledek udinnosti transdukce
vzdy vy$si nez 95 %. Pouziti IL-2 a PHA pfineslo ¢innosti pouze 70,2 aZ 84,5%.

Obrazek 4 je zobrazenim frekvence transdukce lidskych CD4+ bungk pouzitim
predkladanych zpiisobii. Srovnéni analyzy priitokové cytometrie kontrolnich bunék s buiikami
transdukovanymi vektorem schopnym exprese zeleného ﬂuofesCentIﬁho proteinu (GFP) pii MOI
rovno 20 patnéct dni po transdukci ukézalo, Ze 93 % transdukovanych bungk také vykazovalo
zelenou fluorescenci.

Obrazek 4 ukazuje vysledky FACS analyzy bung&k CD4+ a GFP+ 14 dni po transdukci
pouzitim bud’ IL-2 nebo PHA-P nebo perel s imobilizovanymi CD3 a CD28 protilatkami. 93 %
bun¢k ovlivnénych protildtkami zistalo po 14 dnech stabilné transdukovanych. Po této dobé
zistalo stabilné transdukovanych pouze 75 % bun&k z t&ch, které byly ovlivnény IL-2 a PHA.

Obrézék 5 ukazuje vysledky bunék transdukovanych riiznym virovymi vektory.

Obrazek 6 ukazuje uinek pouZiti riznych MOI na G&innost transfekee.

Obrazek 7 dokazuje stabilnf transdukci bungk CD34+, pfipravenych z krve pupe&ni §fitiry
po mnohogetné transdukci virovym vektorem v pfitomnosti molekul, vaZicich se na bunéény
povrch. | , | |

Obrézek 8, panely A aZ D, ukazuje u¢innost dlouhodobé transdukce po transplantaci u
SCID (zl4 kombinované imunodeficience) my§i. Po pfiblizn€ osmi tydnech zistava v priméru
91 % transdukovanych bunék, které setrvavaji ve zralosti, pozitivnich na expresi
transdukovaného GFP markeru.

Obrazek 9, panely A a B, ukazuje u¢innost transdukce dendritickych bunék po sedmi
dnech.
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Piiklady provedeni vynalezu

Pfiklad I
Ptiprava primarnich CD4+ T bungk

CD4+ T buiiky byly izolovany z periferni krve pouZitim standardnich postupii s malou
modifikaci. Pfesngji fe¢eno, kontaminujici monocyty byly odstranény névézénim Neadherujici
butiky byly v pfitomnosti magnetickych perel povlegeny protilatkami prot1 CD4+, pro pozmvm
selekci CD4+ bun&k. Magnetické perly byly odstraneny a.CD4 buriky byly izolovany.

Cistota tdchto vysoce vyc1stenych CD4+ bungk byla pritokovou cytometrii stanovena na

vice nez 90 %.

Priklad II ‘
Transdukce priméarnich CD4+ T bunck pfi proménlivé dobg kontaktu s molekulou, ktera

se vazZe na bunéény povrch

Transdukce pied vazbou na buné&&ny povrch

Primérni CD4+ buiiky (500 000) byly kultlvovany s pN2cGFP pfi MOI rovné 20 po 24
hodin a do kultury byly nasledné na dobu dalswh sedm dnt pfidany perly povletené aCD3 a |
oCD28. Obrézek 1 obsahuje mapu pN2¢GFP. .

Transdukce po vazbé na bunééh)" povrch :

Primarni CD4+ buitky (500 000) byly lthtivovény po 24 hodin s perlami povledenymi
aCD3 a aCD28 s nasledujici introdu_kci pNZCGFP pfi MOI rovné 20 do kultury po dalsich 24
hodin. Butiky byly promyty, aby byl ods.tranén;pl"eb)fték vektoru a nasledn& inkubovany v médiu

- neobsahujicim vektor a obsahujicim perly po dalSich sedm dnd.

Sou&asna transdukce a vazba na bun&ény povrch
Primarni butiky CD4+ (500 000) byly kultlvovany s pPN2cGFP pr1 MOI rovné 20 po 24
hodin v ptitomnosti perel, povlecenyc]h aCD3 a oCD28. Tyto buriky byly promyty, aby byl

odstranén piebytek vektoru a nisledng 1nkubovany v medlu obsahujicim perly a neobsahujicim -

" vektor po dalsich sedm dni.

Nahradni postupy _
Vektor pN2cGFP miZe byt nahrazen jinymi vektory. Krom& toho mtiZe byt transdukce

opakovéna celkem ¢tyfikrat pfed odstranénim _nadbytku vektoru. Déle, perly povleené aCD3 a



)
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aCD28 mohou byt nahrazeny interleukinem-2 (10 ng/ml) a PHA-P (3 mg/ml), po transdukci a
odstranéni nadbytku vektoru. Po sedmi dnech jé médium nahrazeno médiem, neobsahujicim
PHA-P a obsahujicim interleukin-2 (10 ng/ml) a inkubace pokraCuje po dalSich sedm dnd.

Jinou mozZnosti je, Ze sedm dnti po posttransdukéni inkubaci s perlami povleéeny'mi
aCD3 a aCD28 jsou buiky promyty a inkubace pokracuje v pfitomnosti interleukinu-2 (10
ng/ml). '

Piiklad III

Posttransdukéni analyzy .

Po transdukci a sedm nebo 14 dnii po inkubaci byly butiky analyzovany priitokovou
cytometrii na CD4+ a/nebo zélehé fluoreskujici protein (GFP).

Srovnani tif shora uvedenych transduk&nich protokold je uvedeno na obrazku 2. Kontakt
s perlami s imobilizovanymi protilatkami CD3 a CD28 po transdukci s pN2cGFP a MOI
s hodnotou 20 mél za vysledek 91% uéinnost. Kontakt s perlami pfed transdukci vyustil do 89%:

ucinnosti a soucasny kontakt s perlami a transdukce vyustil do 80% G&innosti. V tomto

“experimentu byly CD4+ T buiiky vybrany odstranénim adherovan}"ch monocytl, odstranénim

CD14 MACS a obohacenim CD4 MACS. Tyto protilatky byly imobilizovany, jak je popsano
niZe. Kontakt s vektorem prob&hl pii 37°C a 5 % CO;. Kultivaéni podminky byly 500 000
CD4+ T bunék na jeden mililitr Ysselova média suplleinentovaného 2 % lidského
sérumalbuminu. FACS analyzy prob&hly v den sedm po transdukci: MF znagi stfedni
fluorescenci. : |

Vysledky experimentu po sedmi dnech srovnéavajici stimulaéni podminky jsou uvedeny
na Obrazku 3. CD4+ buiiky byly ovlivnény bud’ s IL-2 nebo PHA-P nebo perlami
s imobilizovanymi protilétkémi CD3 a CD28 po dobu 24 hodin, nasledovanou jednim cyklem

transdukce s pN2c¢GFP pii MOI rovném 20. Na stran& uvedené pouZiti imobilizovanych

protilatek mélo za vysledek transdukéni UCinnosti pfes 90 % v kazdém &ase (indikace butikami

pozitivnimi na CD4 a GFP). Pro srovnani, vysledky se stimulaci s IL-2 a PHA-P doshly
ucinnosti pouze 70,2 aZ 84,5 %. FACS analyzy byla provedena v den sedm po selekci.

Obréazek 4 ukazuje vysledky podobného experimentu v den 15 po selekci. Buiiky byly
opé€t ovlivnény bud’ IL-2 nebo PHA-P nebo CD3 a CD28 protilatkami vazanymi na perlach po
24 hodin s nésledujicim jednim cyklem transdukce s pN2cGFP pti MOI rovné 20. PHA-P a perly
byly odstranény v den sedm po transdukci a butiky byly kultivovany s pouze IL-2 pfi 500 000 ,
buitkach na jeden mililitr do den 15 po transdukei. Po pouZiti imobilizovanych protilatek bylo 93
% bun¢k pozitivnich na CD4 i na GFP. Vi¢i CD4 a i GFP zistalo po ovlivnéni IL-2 a PHA
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pbuze 75 % bun&k. Tyto V)'fsiedky naznaluji, Ze maly pocet bunék, detekovany jako pozitivni po
sedmi dnech (Obrazek 3), miZe byt v disledku ,,pseudotransfekee.

Piiklad IV

Riizné vektory stabiln€ transdukuji buiiky s vysokymi i¢innostmi:

Tento piiklad je srovnanim vektord, pouiifjl-ch pro transdukci. PN2cGFP obsahujé uplnou
gag a pol kddujici sekvenci, zatimco pN1(cpt)cGFP obsahuje 4551 az 5096 parcidlni |
(nekddujici) pol sekvenci. Jak lze vidét z vysledki, uvedenych na obrézku 5, oba vektory
vykazuji vysokou G¢innost transdukce priméarnich bungk CD4 po sou&asné stimulaci s perlami |
povle€enymi imobilizovanymi protilatkami CDé a CD28 a vektorem pfi MOI o hodnot€ 20.
FACS analyza byla provedena v den 10 po selekei.

Priklad V

Vliv MOI na &innost transfekce

Vliv riznych hodnost MOI je uveden nafobréz‘ku 6, kde pouziti MOI s hodnotami od 2 do
20 mélo za vysledek transdukéni ﬁéinnoSti od 72 7 do 83,8 %. Buitky byly v kontaktu s perlami
povlegenymi imobilizovanymi protilatkami CD3 a CD28 po 24 hodin pred transdukci |
s pN1(cpt)CGFP pfi riznych hodnotach MOL. ‘

Priklad VI

Transdukce CD34 pozitivnich bun€k

CD34 pozitivni buiiky byly piipraveny z pupecmkove krve a transdukovany Ctyfikrat
s pN1cptGFP za soucasné pr1tomnost1 FLT—hgandu TPO a Kit ligandu (100 ng/ml kazdého).
Buiiky byly kultivovany po pét tydnt v dlouhodobych kulturach (LTC-IC) a poté byly buriky
kultivovany po 10 dnd v methylceluloze pred_analyzou (vysledky jsou od proslého Casu 6 tydna

§

v kultufe). Vysledky na obrazku 7 analyzuji zralé CD45 pozitivni buiiky, které pochazeji

'z nezralych CD34 bunék. Kontrolni buriky nevykazujl ¥4dnou prukaznou transdukei, zatimco

vektorem transdukované buriky vykazuji vice nez 88 % bunek CD45 a GFP p021t1vn1ch

Piiklad VII |

Dlouhodoba transdukce CD34 pozitivnich bunék-

CD34 pozitivni buriky byly transdukovéany s pN1(cpt)GFp, jak je popsano shora a
transplantovany do kostni dfené castecne ozafenych SCID my51 Po osmi tydnech byly bunky
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izolovany a analyzovany na CD24 nesouci zralé lidské buﬁky a GFP expresi pomoci FACS.
Tyto vysledky jsou uvedeny na Obrazku 7, panely A az D. »

Panel A ukazuje vysledky kontrolni my3i s transplantovanymi lidskymi butikami,
netransdukovanymi vektorem.

Panel B ukazuje vysledky u my3i s transplantovanymi transdukovanymi busikami,
transdukovanymi pN1(cpt)GFP vektorem pfi MOI o hodnoté& 50 po 4 nasledujici dny
v piitomnosti 100 ng/ml FLT-ligandu, TPO a Kit ligandu. Tato my$ vykazuje ptekvapivou
96,3% transdukéni G&innost transdukovanych lidskych bungk (CD45 pozitivnich bunék) 8 tydnii
po transdukei. Hladina lidskych bun€k transplantovanych v této mysi byla 11,1%, v souhlasu
s pfedbézné publikovanymi vysledky. |

Panely C a D ukazuji vysledky u jinych dvou mysi, ovlivnénych jako v panelu B. Tyto
vysledky potvrzuji reprodukovatelnost vysoké uginnosti transdukce s 87,8 % a 89,6 % CD45
pozitivnich bungk, které byly také GFP pozitivni.

Primérna ucinnost je 91,2 %, coZ odpovida dlouhodobé stabilni transdukci.

Priklad VIII _

Imobilizace molekul véZicich se na bunéény povrch

Tento ptiklad popisuje pfimou vazbu CD3 (B-11) protilatek a CD28 (B-T3) protilatek na
epoxy dynal perly pro pouZiti v niZe uvedenych pfikladeéh. |

1. Pfiprav 0,1 boratovy roztok rbzpuéténim 0,618 g kyseliny borité v 95 ml

vody kvalitou odpovidajici poZadavkim na tkafiové kultury. Dobfe promichej a nastav

pH pomoci p.a. NaOH. Doplii na koneény objem 100 ml a sterilizuj pfes filtr 0,2 um.
Utésni nadobu a uchovave;j pti 4 °C. '

2. Pfide;j protilatku do shora uvedeného roztoku boratu do koncentrace 150
pg/ml. Obou, B-B11 1 B-T3 protilatky, ptidej pb 75 ug na ml roztoku boréatu. Doplii
objem do | ml. Koncentrace boratu by po pridani protilatky neméla klesnout pod 0,05 M.
Na vkaid}'f 1 ml boratového roztoku protilatky ptidej 4 x 10® Epoxy perel.

3. Inkubuj 24 hodin pﬁ 37 °C v rotaéni tiepadce.

4. Promyj perly tfikrat po 10 minutach, pfi 22 °C, promyvacim roztokem pro
perly: fosfatovy fyziologicky roztok bez Va'.pniku a hoi&iku, 3% lidsky sérumalbumin, 5
mM EDTA a 0,1 azid sodny.

5. Promyj perly jedenkrat po 30 min pti 22 °C.

6. Promyj p¥es noc pfi 4 °C.




7. Vyméﬁ Cerstvy promyvaci roztok pro perly, resuspenduj perly na

koncentraci 2 x 10 perel/ml. IgG povledené perly jsou stabilni nejméng Sest m&sici p¥i 4,
o :
C.

Priklad IX | . -
Transdukce dendritickych bungk ’

Z periferni krve byly izolovany monocyty a potom transdukovany po tfi nasledujici dny

pti MOI rovno 50 s pN2c¢GFP, pouZitim dvou soudasnych cytokinovych stavii: GN-CSF (800
jednotek/ml), IL-4 (50 jednotek/ml) a TNF-alfa (100 jednotek/ml) nebo GM-CSF (500
jednotek/ml) a interferon-alfa (800 jednotek/ml). Obrazek 9, panel A, ukazuje vysledky sedm
dnil po transdukci, kde prvni cytokinovy stav m¢l za stledek 90,2% u¢innost. Buriky,
transdukované vektorem za druhého vektorového stavu vykazuji 92,9% uinnost po sedmi dnech
(panel B). CD86 je pouze jednim moznym markerem dendritickych bunék a Je tfeba
poznamenat, Ze CD86 negatlvm buitky mohou rovnéZ byt dendrltlckyml buikami.
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Vsechny citované reference Jsou tlmto zacleneny citaci v jejich tiplnosti, at’ byly j ]12 diive

vyslovné zatlenény nebo ne. Popisujeme-li nyn1 ' uplnost1 tento vynalez, odbornik na tomto
poli techniky uzna, Ze toho samého lze dosahnout 51rokym rozsahem ekv1valentmch parametrd,

koncentraci a stavi, aniz bychom se odchyhh od ducha a zaméru tohoto vynalezu a bez

zbyteéného experlmentovam

I kdy?Z tento vynélez byl popsan ve vztahu k jeho urditym provedenim, je tfeba si
uvédomit, Ze existuji moZnosti dalsich modifikaci: Tato ptihlaska je zamyS$lena tak, aby pokrfyla
viechny variace, pouZiti nebo tpravy tohoto vynalezu, obecné podle zasad tohoto vynalezu a
v&etn€ odchylek od pfedklddaného popisu, jak se Vyskytuji pfi znémé nebo uZivatelské praxi
v rémci oblasti techniky, které se tento vynélez dqt}’lk_é a jaké mohou byt aplikovény na zakladni,
zde uvedené charakteristiky, jak nasleduje v ronahu pfipojenych patentovych narokd. |

Zde, shora a déle v patentovych narocwh neni pouzm termind v jednotném &isle omezeno
na oznaceni ¢isla Jednotneho v gramatlckem slova smyslu. Takovy termin v sobé vécné zahrnuje :
i mnoZné &islo. Napiiklad termin sprotilatka“ neni omezen na jednotné &islo nebo na jednu
jednotlivou molekulu, ale spiSe v sobé obsahuje}pﬁtomnost plurelity pfotilétkovych molekul,}
pokud jsou identickymi kopiemi protilatky, kterd je timto my§lené. Podobné ,,virovy vek_tvor“i _
neni omezen na jednu jednotlivou molekulu virového vektoru nebo na jednu jednotlivou virovou

¢astici.



"PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob stabilni transdukce bun€k, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje kontakt
téchto bunék s lentivirovym vektorem a s nejméng jednou molekulou, vaZici se na bun&ény

povrch, kde je po 14 dnech stabilné transdukovéno vice ne? 75 % téchto bungk.

2. Zpusob podle ndroku 1, vyznacdujici se tim, Zekontakt téchto bungk
s lentivirovym vektorem probiha pred kontaktem téchto bun&k s nej méhé jednou molekulou,

vazici se na bunécny povrch.

3. Zpisob podle néroku 1, vyzna¢d uj ici se tim, Ze kdntakt t&chto bungk
s lentivirovym vektorem probiha soucasns s kontaktem téchto bunék s nejméné jednou

molekulou, vaZici se na bunecny povrch

4. Zpusob podle naroku 1, v yznaujici se tim, Ze kontakt téchto bunék
s lentivirovym vektorem probihé po kontaktu téchto bungk s nejméné jednou molekulou, vazici f

se na bunéény povrch.

5. Zplsob podle naroku 1, vyznad u"j ici se tim, Ze kontakt téchto bun&k

s lentivirovym vektorem probiha vice neZ jedenkrat.

6. Zptsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Zetémito buikami jsou .
primarni buriky. \

7. Zpasob podle ndroku 1, vyzna&ujici se tim, Zeuvedenou molekulou,

vézici se na bunécny povrch je protilatka, ligand nebo molekula bun&ného povrchu.

8. Zpusob podle naroku 1, vyznaéu _] ici se tim, Zeuvedeny 1ent1v1rovy vektor
zahrnuje nejméné jednu cis- ucmkujlc1 nukleotldovou sekvenci, odvozenou od gag, pol env, vif,-

vpr, vpu, tat nebo rev genu.

9. Zplsob podle néroku 8, vyznad u jici se tim, Ze uvedena sekvence neni -

exprimovana nebo je fragmentem nebo mutantem gag, pol, env, vif, vpr, vpu, tat nebo rev genu
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10. Zptisob podle ndroku 1, vyznaéujici se tim, Zeuvedenym lentivirovym

vektorem je vektor odvozeny od HIV.

11. Zplsob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze uvedenym lentivirovyfn

vektorem je pseudotypovy vektor.

12. 'Zpﬁsob podle naroku 11, vyznadujici se tim, Zeuvedeny pseudotypovy

vektor obsahuje obalkovy protein viru G vesikulami stomatitidy.

13. Zpusob podle kteréhokoli z narok 1 a% 12, vyznalujici s‘;e tim, Ze

uvedenou buiikou je hematopoetické buiika.

14. Zptsob podle naroku 13, vyznacujici se tim, Zeuvedenou

hematopoetickou buitkou je CD4 pozitivni buiika.

15. Zpusob podle naroku 13, vyznadujici se tim, Je uvedenou

hematopoetickou buiikou je lymfocyt.

16. Zptsob podle niroku 15, vyznaduji ci se tim, Zeuvedeny lymfocyt je
CD4 nebo CD8 pozitivni buiikou. |

17. ZpﬁSobpodlenérokuIIB,'Vyznaéujici se tim, Zeuvedenou

hematopoetickou butikou CD34 pozitivni busika. -

18. Zpisob podle néaroku 13, vyznadujici se tim, Zeuvedenou

hematopoetickou buiikou je kmenova hematopoetické burika.

19. Zptisob podle naroku 17, vyznadujici se tim, Zeuvedend nejméné jedna -

molekula, vaZici se na bunéény povrch, zahrnuje molekulu, vybranou z FLT-3 ligandu, TPO a

- Kit ligandu nebo protilatek, které jsou jejich funkénimi analogy.

20. Zpusob podle néroku 18, vyznag ujici se tim, Ze uvedend nejméné jédna
molekula, vaZici se na bun&ny povrch, zahrnuje molekulu, vybranou z FLT-3 ligandu, TPOa

Kit ligandu nebo protilatek, které jsou jejich funké&nimi analogy.
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21. Zpuisob podlekteréhokolizné.rokﬁlai12., vyznacujici se tim, Ze

uvedenou butikou je dendritick4 butika nebo burika, ktera je schopna diferenciace na
dendritickou buiiku. - -

22. Zptsob podle néroku 21, vy znadu jic i se tim , Z€ uvedend alespori jedna

molekula vazici se na buné&ény povrch je Vybré,na z prostfedkd, zahrnujicich GM-CSF,IL-4 a

TNF-o; GM-CSF a interferon-o nebo protilétky, které jsou jejich funkénimi analogy.

23. Zpisob podle ndroku 14, vyznacdujici se tim, Ze uvedend nejméné jecina E
molekula, vaZici se na bun&tny povrch je vybréna ze skupiny, kterd se sklada z CD3 protilatek a
jejich fragment, CD28 pfotilétek- ajejich fragnientﬁ az komBinaci uvedenych protilatek a jejich
fragmentt. - o

24. Zpisob podle naroku 23; vyznadujici se tim, Ze uvedeni nejméné jedna
molekula, vazici se na bun€eny povreh, zahrnuyj e kombinaci CD3 a CD28 protilatek,

imobilizovanych na povleenych perlach.

25. Zpusob podle naroku 3 nebo 4, v y znadu jici se tim, Ze tyto buiky se dale
kultivuji za podminek, které vedou k ristu a/nebo proliferaci. ' l

26. Zpusob podle naroku 25, vyznadujici se tim, Zeuvedené podminky °

zahrnuji dalsi kultivaci s molekulou, vaZici se na bunéény povrch, nebo s cytokinem. -

27. Zpusob podle naroku 26, vyznadujic 1 se tim, Zeuvedenym cytokinem je
interleukin-2. '

28. Zpuisob podle néroku25, vyzna&ujici se tim, Zeuvedend kultivace

probiha asi sedm dnd.

29. Zptsob podle naroku 25, vyznacdujici se ti m, e uvedend kultivace

probiha asi 14 dni.
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30. Zpisob pddle'néroku 3, vyznacdujici se tim, Zeuvedeny kontakt té&chto

bunék s lentivirovym vektorem probiha asi 24 hodin a je popfipad& nejméné jednou opakovan.

31. Zpusob podle kteréhokoli z narokii 1 a7z 12, vyznadujici se tim, Ze

uvedeny lentivirovy vektor je pfitomen pfi mnoholetnosti infekce mensi nez 500.

32. Zptsob introdukce genetického materialu do Zivého subjektﬁ, vyznacujici se.
tim, Ze zahmuje introdukci bunék transdukovanych zpisobem podle kteréhokoliv z naroku 1
a% 12. ' |
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