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Foreliggende oppfinnelse gjelder stamceller som er egnet for transplantasjon og fremgangsmater for
fremstilling derav.

>

Engraftment (%)
«ccB888883

GFP CXCR4 GFP CXCR4

Engraftment (%)
CNAANRNDN A Q\ﬂg

GFP CXCR4

=
~
[

BM

14 Spleen

—CD19-0 A

- N
S

Homting cells/
=

1X106 acquired cells

W

oGFP
8CXCR4

CB

MPB



10

15

20

25

30

35

40

Oppfinnelsens omrade
Foreliggende oppfinnelse gjelder hematopoetiske stamceller som er egnet for
transplantasjon og fremgangsmater for fremstilling derav.

Oppfinnelsens bakgrunn

Kliniske og eksperimentelle fremgangsmaéter for transplantasjon av hematopoetiske
stamceller (HSC) etterligner den fysiologiske prosessen med HCS-migrasjon fra
sirkulasjonen til beinmarg (BM) som opptrer under den sene embryonale utvikling
og ved “steady state”-hematopoese hos voksne gjennom hele livet'®. Genoverfering
til humane HSC kan vare et lovende verktay for korrigering av et bredt utvalg av
hematopoetiske og genetiske forstyrrelser. HSC-transplantasjonen kan anvendes for
varig tilfersel av disse genetisk modifiserte cellene til BM, som i sin tur vil frigi
modne celler med det korrigerte gen til sirkulasjonen gjennom hele livet.

En forbedret effektivitet av stamcelletransplantasjon vil forbedre resultatet av
kliniske transplantasjoner, sd vel som genterapifremgangsmaéter, og kan oppnés ved
4 modulere stamcellenes evne til & vandre til og repopulere mottakerens BM. For
dette formal er det nedvendig med en bedre forstidelse av mekanismene som
regulerer disse prosessene.

Interaksjoner mellom kjemokinet stromalavledet faktor-1 (SDF-1), ogsa betegnet
CXCLI12, og den tilhagrende reseptor, CXCR4, spiller en avgjerende rolle for
kimsettingen av stamceller i BM under den embryonale utvikling hos mus' !,
Tidligere kunne de foreliggende oppfinnere ved anvendelse av immundeffisiente
NOD/SCID-mus som mottakere vise at bade in vivo-migrasjon ("homing”) over
kort tid og flercellelinje-repopulasjon i hegyt nivd av beinmargen hos mus med
humane CD34"-anrikede celler avhenger av SDF-1/CXCR4-interaksjoner'>">, Som
stotte for disse resultatene har det blitt vist at enten heyt nivd av CXCR4-ekspresjon
pa humane CD34 -celler eller hoyt nivd av SDF-1 induserte retningsstyrt motilitet
in vitro og korrelerer med hurtigere gjenvinning ved béde allogeneiske og autologe
kliniske transplantasjoner med positiv seleksjon av CD34"-celler'®"”.

CXCR4-ekspresjonen er en dynamisk prosess som reguleres av faktorer i
omgivelsene, f.eks. cytokiner, kjemokiner, stromaceller, adhesjonsmolekyler og
proteolytiske enzymer'®. I hematopoetiske stamceller og forleperceller av humant
opphav kan CXCR4 oppreguleres fra intracellulere lagre ved in vitro-
cytokindyrking over kort tid (~ 40 timer)'*'° eller stimulering av navlesnorblod
(CB)-CD34" med proteolytiske enzymer som MMP-2 og MMP-9%°, Dette forsterker
s in vitro-migrasjonen mot en SDF-1-gradient'®, s vel som evnen til in vivo-
”homing” og repopulasjon i transplanterte NOD/SCID-mus og serielt transplanterte
B2mnull-NOD/SCID-mus12’13, noe som kobler selvfornying og utvikling av
stamceller til motilitet. En nyere rapport viste at dyrkning over lengre tid med en
cytokinblanding ferer til en redusert ekspresjon av CXCR4 péa celleoverflaten av

humane CB CD34"-anrikede celler’?, og den reduserte repopulasjonen ble
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dokumentert med humane forlgperceller dyrket in vitro over lengre tidsrom®®. Nylig
viste de foreliggende oppfinnere at CB CD34"/CXCR4 -sorterte celler har et lavt
niva av intracelluler CXCR4 som etter kort tids stimulering med cytokiner in vitro
hurtig kan uttrykkes funksjonelt pa celleoverflaten og formidle CDF-1-avhengig
“homing” og repopulasjon av transplanterte NOD/SCID-mus"’.

I tillegg til den sentrale rollen nér det gjelder formidling av retningsstyrt migrasjon
av humane stamceller og musestamceller®® deltar SDF-1/CXCR4-interaksjoner ogsé
i andre stamcellefunksjoner. Det er av betydning at SDF-1/CXCR4-interaksjoner
ogsé deltar i bibeholdelse av stamceller og forlaperceller i BM'**%**, Denne
hypotesen har ogsd blitt bekreftet av andre underseokelser, som viste deltagelse av
SDF-1/CXCR4-interaksjoner for forankring av humane HSC injisert direkte inn i
BM-hulen hos mus**?®, Interferering med disse interaksjonene induserer
frigjering/mobilisering av bdde humane forleperceller og museforlegperceller fra BM

til sirkulasjonen®®*',

Transgene mus som overuttrykker human CD4 og CXCR4 pa sine CD4" T-celler
har forheyet niva av disse cellene i BM og kun svart lavt nivd i sirkulasjonen“.
Overekspresjonen av CXCR4 pa humane CD34 " -forleperceller kan siledes forbedre
cellenes potensial for ”homing” og repopulasjon.

Lentivirusvektorer har blitt anvendt for innfering av transgener i SCID-
repopulerende celler (SRC)#P grunnet deres enestiende evne til & transdusere
celler som ikke deler seg*’. Videre ble et signifikant klinisk gjennombrudd i
genterapi oppnédd i pasienter med human alvorlig kombinert immunsvikt (SCID)-
X1 og forte til full korrigering av sykdomsfenotypen*®*°, noe som beviser at
genterapi kan virke i praksis. Imidlertid foreligger det materiale som kan tyde pé at
svekket “homing™® og lav implantering® av retroviralt transduserte humane CD34"-

celler.

Det er godt dokumentert at lave konsentrasjoner av SDF-1 i synergi med andre
tidlig virkende cytokiner forhayer proliferasjonen av bdde humane CD34"-celler og
musestamceller og -forleperceller, noe som tyder pd en rolle for dette kjemokin i
overlevelse av forlaperceller™ >, mens et hoyt nivé av SDF-1 induserer en
hviletilstand i prolifererende humane langtidskulturinitierende celler (LCIC) og
primitive humane CD34"-stamceller fra fotal lever som kan serielt repopulere

transplanterte NOD/SCID-mus***’.

En av ulempene med BM-transplantasjon er det langvarige, reduserte niva av
umodne forleperceller, f.eks. langtidskulturinitierende celler (LTCIC) (1 gangs
reduksjon) i BM hos transplanterte pasienter, sammenlignet med friske individer*”.

Langtidskulturinitierende celler (LTC-IC) er hematopoetiske forlgperceller som kan
danne kolonidannende enhet-celler (CFU) etter 5-8 uker (35-60 dager) i kultur pa
beinmarg (BM)-stroma og representerer forlgperceller som i dag kan pavises in
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vitro. Det har blitt rapportert at langtidskulturer initiert med CD34"CD38 -celler fra
human BM og navlesnorblod kan fortsette & danne CFU i minst 100 dager, dvs. ut
over standardtidsrommet for LTC-IC. Enkeltcellekulturer fra navlesnorblod ble
anvendt for & undersgke hvorvidt subpopulasjonen av CD34"CD38 -celler kan
danne CFU ut over 60 dager ("forlenget langtidskulturinitierende celler” eller
ELTC-IC). I motsetning til LTC-IC fra navlesnorblod prolifererer ELTC-IC senere i
kultur og er en mer hvilende forleperpopulasjon. ELTC-IC danner 3-4 ganger mer
avkom enn LTC-IC (P < 0,002). Dette er et funksjonelt hierarki av forlgperceller i
langtidskultur som korrelerer med graden av hviletilstand. (Blood. 1996 1. nov.;
88(9) 3306-13 Crooks GM et al.).

Shinichiro Sawada et al., "Disturbed CD4+ T cell homeostasis and in vitro HIV-1
susceptibility in transgenic mice expressing T cell line-tropic HIV-1 receptors”,
Journal of Experimental Medcine, Tokyo, JP, vol. 187, no. 9, 1998, side 1439-1449,
rapporterer at T cellelinje-tropiske (T-tropisk) HIV type 1 stammer trenger inn 1
celler ved 4 interagere med celleoverflatemolekylene CD4 og CXCR4. Transgene
mus som hovedsakelig uttrykker human CD4 og CXCR4 pé sine CD4-positive T-
lymfocytter (CD4" T-celler) ble frembragt. Det er videre vist at CD4" T-
cellemigrasjon i transgene mus styres mot benmarg hovedsakelig forarsaket av
CXCR4 overekspresjon, noe som forer til alvorlig tap av CD4" T-celler fra
sirkulerende blod. Det er angitt at CXCR4 spiller en viktig rolle i lymfocytt
migrasjon gjennom vev, serlig mellom perifert blod og beinmarg som deltar i
reguleringen av lymfocytt homeostase i disse rommene.

Fawzia Louache et al., "Expression of CD4 by human hematopoietic progenitors",
Blood, vol. 84, no. 10, 1994, side 3344-3355 angir at murine hematopoietiske
stamceller og forlaperceller uttrykker lave nivder av CD4. Det er undersekt om CD4
molekylet ogsé er tilstede pd humane hematopoetiske forlgperceller. Resultatene
viser at 20 til 50 % av humane CD34" hematopoetiske forlgperceller og modne
celler uttrykker lave nivéer av CD4 antigenet.

I lys av en stadig mer omfattende anvendelse av stamcellebehandling er det svert
gnskelig 4 forhaye niviet av CD34'CD38 -celler i populasjonen av stamceller for &
forbedre effektiviteten og graden av vellykkethet forbundet med
celleerstatningsterapi.

Oppsummering av oppfinnelsen
Foreliggende oppfinnelse gjelder folgende elementer;

1. In vitro fremgangsmate for fremstilling av en populasjon av celler som
omfatter hematopoetiske stamceller anriket med umodne, primitive forlaperceller,
der fremgangsmaten omfatter innforing av et DNA-fragment som omfatter
sekvensen til CXCR4 i oppsamlede stamceller.
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2. Fremgangsmate ifolge element 1, der cellepopulasjonen viser forbedret SDF-
1 indusert cellemigrasjon som respons pa en konsentrasjon av SDF-1 som er lik
eller lavere enn tiln@rmet 50 ng/ml.

3. Fremgangsmate ifolge element 1, der cellepopulasjonen viser forbedret SDF-
1 indusert cellemigrasjon som respons pa er en konsentrasjon av SDF-1 som er lik
eller hoyere enn tilnermet 1 pg/ml.

4. Fremgangsmaéte ifolge element 1, der cellepopulasjonen viser en reduksjon i
desensitivisering ved SDF-1 som respons pé er en konsentrasjon av SDF-1 som er
lik eller hoyere enn tilnermet 1 pg/ml.

5. Fremgangsmate ifolge element 1, der de umodne, primitive forlepercellene
er fra CD34"/CD387/"*"-cellelinjen.

6. Fremgangsmaéte ifolge element 1, der oppsamlingen av stamcellene oppnés
etter en fremgangsmate for induksjon av stamcellemobilisering og/eller omfatter en
kirurgisk fremgangsmate.

7. Fremgangsmaéte ifolge element 1, der den videre omfatter isolering ved
FACS av stamceller med et CXCR4-niva som ligger over en pa forhdnd bestemt
terskelverdi.

8. Fremgangsmaéte ifolge element 1, der stamcellene kan differensiere mot den
myeloide og den erytroide cellelinje.

9. Fremgangsmaéte ifelge element 5, der mengden av umodne, primitive
forlaperceller fra CD34"/CD38/'-linjen er tilnzrmet 1-5 % av populasjonen.

10.  Fremgangsméte ifolge element 5, der de umodne, primitive forlapercellene
fra CD34"/CD38 /" -linjen foreligger i en mengde som er lik eller hoyere enn
tilneermet 3 % av populasjonen.

11.  Cellepopulasjon omfattende hematopoetiske stamceller anriket med umodne,
primitive forleperceller som viser forbedret sSSDF-1 indusert cellemigrasjon om
respons pa en konsentrasjon av SDF-1 som er lik eller lavere enn tilnarmet 50
ng/ml eller er lik eller hoyere enn tilnermet 1 pg/ml, fremstilt ved & innfore et
DNA-fragment som omfatter sekvensen til CXCR4 inn i stamcellene som resulterer
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fra overekspresjon av CXCR4 pa stamcellene.

12.  Cellepopulasjon ifelge element 11, der cellene kan differensiere mot den
myeloide og den erythroide linje.

13.  Cellepopulasjon ifelge element 11, der de umodne, primitive forlgpercellene
er fra CD34°/CD38""-linjen.

14.  Cellepopulasjon ifelge element 13, der mengden av umodne primitive
forlgperceller av CD34'/CD38"" —linjen er tiln@rmet 1-5 % av populasjonen.

15.  Cellepopulasjon ifelge element 13, der mengden av umodne primitive
forlaperceller av CD34+/CD38'”“-1inj en er tilnermet eller hgyere enn 3 % av
populasjonen.

16.  Anvendelse av en cellepopulasjon omfattende hematopoetiske stamceller
ifolge ethvert av elementene 11-15, for fremstilling av et medikament for forheayet
”homing” av de hematopoetiske stamcellene til et milvev hos et individ med behov
for dette, der mélvevet er utvalgt fra gruppen som bestar av beinmarg, blodkar,
hjerte, lunge, lever, bukspyttkjertel, nyre, nervesystem, hud, bein og skjelettmuskel.

17.  Anvendelse av en cellepopulasjon ifalge ethvert av elementene 11-15, for
fremstilling av et medikament for forheyet repopulasjon av et mélvev i et individ
med behov for dette, der malvevet er utvalgt fra gruppen som bestir av beinmarg,
blodkar, hjerte, lunge, lever, bukspyttkjertel, nyre, nervesystem, hud, bein og
skjelettmuskel.

18.  Anvendelse av en cellepopulasjon ifglge ethvert av elementene 11-15 i
fremstillingen av et medikament for & muliggjere transplantasjon.

19.  Anvendelse ifolge element 18, hvori transplantasjonen folger etter
kjemoterapeutiske fremgangsmaéter.

20.  Anvendelse ifolge element 18, hvori transplantasjonen er autolog.

21.  Anvendelse ifelge element 20, hvori transplantasjonen omfatter mobilisering
av autologe celler.

335515
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22.  Anvendelse ifelge element 18, hvori transplantasjonen er heterolog.

23.  Anvendelse ifolge element 18, hvori transplantasjonen utferes med
mobiliserte stamceller.

24.  Cellepopulasjon omfattende hematopoetiske stamceller ifalge ethvert av
elementene 11-15, for anvendelse for & forhaye "homing” av de hematopoetiske
stamcellene til et malvev hos et individ med behov for dette.

25.  Cellepopulasjon ifglge ethvert av elementene 11-15, for anvendelse for &
forhaye repopulasjon av et mélvev i et individ med behov for dette.

26.  Cellepopulasjon ifelge ethvert av elementene 11-15 for anvendelse ifolge
element 24 eller 25, hvori nevnte mélvev er valgt fra gruppen som bestir av
beinmarg, blodkar, hjerte, lunge, lever, bukspyttkjertel, nyre, nervesystem, hud,
bein og skjelettmuskel.

27.  Cellepopulasjon ifelge ethvert av elementene 11-15 for anvendelse for &
muliggjere transplantasjon.

28.  Cellepopulasjon ifelge ethvert av elementene 11-15 for anvendelse ifalge
element 27, hvori transplantasjonen folger etter kjemoterapeutiske fremgangsmaéter.

29.  Cellepopulasjon ifelge ethvert av elementene 11-15 for anvendelse ifolge
element 27, hvori transplantasjonen er autolog.

30. Cellepopulasjon ifalge ethvert av elementene 11-15 for anvendelse ifalge
element 29, hvori transplantasjonen omfatter mobilisering av autologe celler.

31.  Cellepopulasjon ifalge ethvert av elementene 11-15 for anvendelse ifelge
element 27, hvori transplantasjonen er heterolog.

32.  Cellepopulasjon ifelge ethvert av elementene 11-15 for anvendelse ifolge
element 27, hvori transplantasjonen utfores med mobiliserte stamceller.

33.  Invitro fremgangsmate for fremstilling av en cellepopulasjon som omfatter
hematopoetiske stamceller som fremviser CXCR4 med intakt 6H8-epitop, der
fremgangsméten omfatter innforing av et DNA-fragment som omfatter sekvensen til
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CXCR4 i stamcellene.

34,  Cellepopulasjon omfattende hematopoetiske stamceller som omfatter intakt
CXCR4 6H8-epitop, der cellepopulasjonen er fremstilt ved & innfore et DNA-
fragment som omfatter sekvensen til CXCR4 inn i stamcellene som resulterer i
overekspresjon av CXCR4 pé stamcellene.

35.  Anvendelse av en cellepopulasjon ifelge ethvert av elementene 11-15, for
fremstilling av et medikament for transplantasjon.

36. Cellepopulasjon ifelge ethvert av elementene 11-15 for anvendelse i
transplantasjon.

37.  Farmasgytisk preparat som omfatter en populasjon av hematopoetiske
stamceller som omfatter stamceller som fremviser intakt CXCR4 6H8-epitop,
fremstilt ved 4 innfore et DNA-fragment som omfatter sekvensen til CXCR4 inn 1
stamcellene som resulterer i overekspresjon av CXCR4 pé stamcellene.

Kort beskrivelse av figurene

Oppfinnelsen beskrives heri ved henvisning til de vedlagte figurer som eksempler.
Idet det né vises spesielt til figurene i detalj skal det understrekes at de spesielle
detaljer som er vist kun er eksempler og gis for en illustrativ diskusjon av de
foretrukne utforelser av foreliggende oppfinnelse, og gis med det formal &
tilveiebringe hva som antas & vere den mest anvendbare og lettest forstelige
beskrivelse av prinsippene og de konseptuelle aspekter av oppfinnelsen. I denne
sammenheng gjores ingen forsek pé & vise strukturelle detaljer av oppfinnelsen i
mer detalj enn hva som er nedvendig for en grunnleggende forstaelse av
oppfinnelsen, idet beskrivelsen sammen med figurene vil gjore det dpenbart for
fagfolk hvordan forskjellige former av oppfinnelsen kan utferes i praksis.

I figurene gjelder folgende:

Fig. 1 viser en skjematisk fremstilling av lentivirusvektorkonstruksjonene. Kun de
relevante delene av det integrerte provirus vises. EF1-a-promoteren anvendes for &
styre ekspresjonen av enten grent fluorescerende protein (GFP)-cDNA i
kontrollvektoren (evre felt) eller den bisistroniske CXCR4-IRES-GFP-kassett i den
eksperimentelle vektor (nedre felt). SD = spleisedonor, SA = spleiseakseptor, pA =
polyadenyleringssignal, SIN = selvinaktiverende vektor.

Fig. 2 viser CXCR4-ekspresjon pa overflaten av lentivirustransduserte humane
CD34"-celler. Etter narreinfeksjon eller lentivirusinfeksjon ble CD34"-celler fra
navlesnorblod (CB) og mobilisert perifert blod (MPB) analysert ved
vaeskestromscytometri for enten GFP-ekspresjon alene eller ekspresjon av GFP
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sammen med CXCR4 ved anvendelse av et anti-hCXCR4-PE-antistoff. A.
Resultatene viser en representativ FACS-analyse av CD'-celler fra CB. Tallene
angir prosentandelen av CD34"-celler i den totale cellepopulasjonen.
Foroverspredning (FCS) viser cellestorrelsen. B. Resultatene angir prosentandel av
CB- og MPB-CD34"-celler som uttrykker CXCR4 og representerer middelverdi +
SE fra 7 vavhengige eksperimenter. *p<0,01 sammenlignet med kontroll-GFP-
infiserte celler. C. Immunfluorescenspavisning av CXCR4-ekspresjon pd
celleoverflaten (gvre felt) og intracellulert (nedre felt) i GFP-transduserte celler
(GFP), CXCR4-transduserte celler (CXCR4) eller isotype-kontrollceller.

Fig. 3 viser innholdet av klonogene forleperceller blant transduserte CB CD34"-
celler. Lentiviralt transduserte CB CD34 -celler ble utsadd i halvfast
metylcellulosekultur. A. GFP"-kolonidannende celle (CFC)-kolonier ble analysert
ved fasekontrastmikroskopi pa dag 14. Det gvre felt angir BFU-E (a)- og CFU-GM
(b)-kolonier fra celler transdusert med kontrollvektor. Nedre felt angir BFU-E (c)-
og CFU-GM (d)-koloner fra CXCR4-transduserte celler. Et representativt
eksperiment vises. B. Resultatene angir det totale antall CFU-GM- og BFU-E-
kolonier. Tallene over sgylene angir prosentandelen av GFP*-kolonier av det totale
antall kolonier. Sgylene representerer middelverdi + SE fra tre uavhengige
eksperimenter. *p=0,004 sammenlignet med BFU-E-kolonier fra GFP-transduserte
celler. C. CB- og MPB-CD34"-celler ble merket med monoklonale antistoffer mot
human CD34 og CD38. Tallene angir prosentandelen av positive celler i hele
populasjonen. Et representativt eksperiment av 3 er vist.

Fig. 4 viser funksjonalitet av CXCR4 uttrykt pa transduserte CD34 " -celler. A.
CXCR4-transduserte CB-CD34 -celler ble stimulert med SDF-1 (300 ng/ml) over
de angitte tidsrom, og det intracellulere innhold av F-aktin ble mélt ved FACS.
Resultatene angir antall gangers gkning av F-aktininnholdet etter stimulering med
SDF-1, sammenlignet med ikke-stimulerte celler. Resultatene representerer
middelverdi + SE fra tre uavhengige eksperimenter. B. CXCR4-transduserte CB- og
MPB-CD34"-celler ble analysert i en transbrenn-migrasjonsanalyse for migrering
mot forskjellige SDF-1konsentrasjoner som angitt, Resultatene angir prosent
migrerende celler mot SDF-1. Sgylene representerer middelverdi + SE fra fem
vavhengige eksperimenter. *p<0,04 (CB), *p=0,03 (MPB), sammenlignet med
kontroll-GFP-transduserte celler med 125 ng/ml SDF-1. *p<0,05 (CB), *p<0,05
(MPB) sammenlignet med kontroll-GFP-transduserte celler med 10 ng/ml SDF-1.

Fig. 5 viser responsen av CXCR4-overuttrykkende CB-CD34"-celler pa forskjellige
SDF-1-konsentrasjoner. A. lentivirustransduserte CB-CD34"-celler ble inkubert i 7
dager under serumfrie betingelser med CDF-1 (50 ng/ml) i kombinasjon med SCF
(50 ng/ml), FLT-3L (50 ng/ml) og IL-6 (50 ng/ml). Resultatene vises som antall
gangers gkning av antall levende celler, sammenlignet med celler inkubert 1 fravaer
av SDF-1. Resultatene representerer middelverdi + SE fra tre uavhengige
eksperimenter utfert i duplikat. B. Lentivirustransduserte CD-CD34"-celler ble



10

15

20

25

30

35

335515

inkubert over natten med 1 pg/ml SDF-1 og undersgkt for (i) CXCR4-ekspresjon
ved immunfarging og (ii) SDF-1 (125 ng/ml)-indusert in vitro-migrasjon ved
anvendelse av et transbrenn-migrasjonssystem. Sgylene representerer middelverdi +
SE fra to uavhengige eksperimenter utfor i duplikat. *p<0,05 sammenlignet med
ubehandlede celler (sorte sgyler).

Fig. 6 viser flercellelinjerekonstituering in vivo og GFP-ekspresjon av CXCR4-
overuttrykkende SCID-repopulerende celler (SRC). CXCR4-transduserte CB-
CD34"-celler ble injisert i subletalt bestralte NOD/SCID-mus. Fem uker etter
transplantasjonen ble musene undersekt for nerver av humane repopulerende celler
og sammenlignet med kontroll-GFP-transduserte celler. A. Muse-BM (i), -milt (ii)
og perifert blod (PB) (iii) ble analysert for implantering av humane celler ved
FACS-analyse og pavisning av % humane CD45"-celler. Sgylene representerer
middelverdi + Se fra ni vavhengige eksperimenter utfort i duplikat eller triplikat.
*p<0,005 sammenlignet med kontroll-GFP-transduserte celler. B. Lymfoid og
myeloid differensiering av humane SRC i en representativ NOD/SCID-
transplantatmottaker er vist ved farging med CD19- henholdsvis CD33-antistoff.
Tallene angir prosentandelen av positive celler ut fra den totale levende
populasjonen. C. BM-celler ble farget for den humanspesifikke pan-
leukocyttmarker CD45 og B-cellelinjedifferensieringsmarkeren CD19 og analysert
ved FACS. Tallene angir prosentandelen av CD19-celler beregnet ut fra den totale
CD45-populasjonen. Resultatene viser et representativt eksperiment. D. Implanterte
muse-BM-celler ble farget med humanspesifikt monoklonalt anti-CD34- og CD38-
antistoff og analysert ved veskestremscytometri. Tallene angir prosentandelen av
primitive, ikke-differensierte CD34"/38 /" -celler. Resultatene stammer fra et
representativt eksperiment. E. “homing” av anrikede, umodne CD34"-celler til
milten ble bestemt 16 timer (MPB) eller 2 timer (CB) etter transplantasjonen ved
farging med humanspesifikt monoklonalt anti-CD34- og anti-CD38-antistoff.
Seylene representerer middelverdi + SE fra tre uavhengige eksperimenter utfort i
duplikat. *p<0,05 sammenlignet med kontrollceller.

Fig. 7 viser en skjematisk fremstilling av CXCR4.

Fig. 8 viser at overekspresjonen av CXCR4 pa CB-CD34"-celler forhindrer
gdeleggelse av 6H8-epitopen in vivo. A. Transduserte CD34"-celler ble
transplantert inn i subletalt (375R) bestrdlte NOD/SCID-mus. Fem uker etter
transplantasjonen ble muse-BM hestet og analysert for n®rvar av humane celler
med positiv farging for 12G5- eller 6H8-epitopen pd CXCR4. Tallene representerer
den gjennomsnittlige CXCR4-fluorescens. B. Relativt histogram av FACS-analyse
av den gjennomsnittlige CXCR4-fluorescens som 1 A etter farging av GFP
(kontroll)- og CXCR4-overuttrykkende celler med monoklonale antistoffer mot
12GS5 og 6HS.
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Beskrivelse av de foretrukne utforelser

Foreliggende oppfinnelse gjelder hematopoetiske stamceller anriket pd umodne,
primitive forlaperceller og med forbedret CXCR4-signaloverforing som respons pa
lave og haye konsentrasjoner av SDF-1 og fremgangsmaéter for fremstilling og
anvendelse derav som angitt i kravene.

Foreliggende oppfinnelse bygger pa resultater som viser at transgene stamceller som
overuttrykker CXCR4 viser et forhayet niva av CD34%/CD38/™"- -
cellepopulasjonen og/eller viser forbedret CXCR4-signaloverferingsevne som
respons pa lave og heye konsentrasjoner av SDF-1 og fremviser intakt CXCR4
6H8-epitop.

Prinsippene og utforelsen av foreliggende oppfinnelse kan forstas bedre ved
henvisning til figurene og de vedlagte beskrivelser.

For minst én utforelse av oppfinnelsen beskrives i detalj bor det forstas at
oppfinnelsen ikke er begrenset i sin anvendelse til detaljene som fremkommer i den
péafolgende beskrivelse eller som eksemplifiseres ved eksemplene. Oppfinnelsen kan
ha andre utferelser og kan praktiseres og utferes péd forskjellige méter. Det ber ogsé
forstéd at de uttrykk og den terminologi som benyttes heri benyttes for & beskrive
oppfinnelsen og skal ikke betraktes som begrensende for den.

Anvendelsen av celleterapi er stadig voksende og blir gradvis en viktig terapeutisk
behandlingsform ved behandling av forskjellige forstyrrelser. Transplantasjon av
hematopoetiske stamceller (HSC) (f.eks. fra beinmarg, navlesnorblod eller
mobilisert perifert blod) er ett eksempel pé en rutinemessig utfort cellulzr terapi
som godtas av forsikringsselskapene. Imidlertid er mange andre celleterapier ogsé
under utvikling, innbefattet immunterapi mot kreft og infeksjonssykdommer,
kondrocytterapi for bruskdefekter, nevroncelleterapi for nevrodegenerative
sykdommer og stamcelleterapi for en rekke forskjellige formal [Forbes (2002)
Clinical Science 103:355-369].

Ett av problemene forbundet med stamcelleterapi er problemet med 4 oppné
vellykket implantering av celler i mélvevet over lang tid. I dag viser pasienter som
ble vellykket transplantert et svart lavt niva av stamceller og umodne forlgperceller
som danner celler med den gnskede fenotype.

Behandling av CD34"-forlgperceller med cytokiner som HGF og MMP har tidligere
blitt vist & oppregulere ekspresjonen av CXCR4 og gi en bedre respons pa SDF-1.
Under gkende konsentrasjoner av SDF-1 internaliseres imidlertid CXCR4, og
cellene responderer i mindre grad pd SDF-1. En gkning av nivaet av SDF-1
induserer ogsa desensitivisering og inngang 1 hviletilstand av prolifererende humane
langtidskulturinitierende celler (LCIC) og primitive humane CD34"-stamceller fra

fotal lever som kan serielt repopulere transplanterte NOD/SCID-mus**>",
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Ett av problemene forbundet med BM-transplantasjon er det reduserte niva av
langvarige umodne forlgperceller (10 gangers reduksjon) i BM hos transplanterte
pasienter, sammenlignet med friske individer*”.

De foreliggende oppfinnere har funnet at transgene hematopoetiske stamceller som
overuttrykker CXCR4 viser et uventet hoyt niva av CD34'/CD387/"'-
cellepopulasjon.

De erholdte resultater viser at transgene stamceller, f.eks. CB- og MBP-CD34"-
anrikede celler, med hell kan transduseres med lentivirusvektorer som gir hoy
ekspresjon av CXCR4-transgenet. I én utforelse er f.eks. transduserte celler 87 + 2,7
% (CB) og 80 + 4 % (MBP) positive for ekspresjon av CXCR4 pé celleoverflaten,
mens kun 28 + 3,1 % av badde CB- og MPB-CD34"-celler infisert med GFP-
vektoren uttrykte endogen CXCR4.

Det vises at transgene celler som overuttrykker CXCR4 ikke pavirkes nér det
gjelder evnen til & differensiere mot de myeloide og erytroide cellelinjer. I samsvar
med oppfinnelsen vises det at transduserte CD34"-celler (bade kontrolltransduksjon
og CXCR4-transduksjon) viste flercellelinjedifferensiering til GFP*-CFC-kolonier,
f.eks. burst-forming unit-erytroide (BFU-E) og colony-forming unit-granulocytt-
makrofag (CFU-GM)-kolonier basert pa fasekontrastmikroskopi pa dag 14 (fig.
3A).

Uventet nok viste MPB-CD34"-celler transdusert med CXCR4 en hgyere
prosentandel (2,9 %) av CD34"/CD3 8'/1‘“’-populasjonen, sammenlignet med 0,5 %
hos kontrollceller. Denne effekten ble ikke observert i CB-CD34"-celler (fig. 3C).
CXCR4-transduksjon understotter folgelig vekst og/eller bevaring av den primitive
CD34"/CD38 /" -populasjonen.

Ogsé uventet viser CXCR4-transduserte stamceller mer intakt CXCR4 6H8-epitop
pé overflaten av stamcellene.

Transgene celler som overuttrykker CXCR4 viser en signifikant forheyet respons pa
SDF-1-formidlet kjemotaksis pa 1,5 + 0,04 (p<0,001) ganger for CB og 2,3 + 0,3
(p=0,03) ganger for MPB, sammenlignet med kontrollvektortransduserte celler (fig.
4B). I tillegg viser transgene celler som overuttrykker CXCR4 forhoyet
aktinpolymerisering og/eller forhayet cellemotilitet formidlet av SDF-1. Det ble i
samsvar med oppfinnelsen funnet at CD34"-celler som overuttrykker CXCR4 viser
en3 + 0,11 (p<0,001) gangers okning av aktinpolymeriseringen sammenlignet med
1,5 + 0,07 (p=0,002) gangers gkning i kontrollcellene, sammenlignet med ikke-
stimulerte celler (fig. 4A).

Overekspresjonen av CXCR4 péd humane forlgperceller forer séledes til forhayet
SDF-1-indusert signaloverforing, noe som forer til forhayet cellemotilitet og
aktinpolymerisering.



10

15

20

25

30

35

335515

12

Videre ble det ved vurdering av proliferasjonen av CXCR4-overuttrykkende celler
over et tidsrom pi 7 dager observert at CXCR4-transduserte CB-CD34 -celler
nesten fordoblet sitt utsddde antall, mens kontrollcelletallet var redusert til under
den opprinnelig utsddde mengde.

CXCR4-transduserte celler viste en forhegyet implantering pa opptil 4 + 0,7
(p=0,001) ganger av CB-CD34"-celler sammenlignet med kontrollceller (fig. 6A).
Videre viser en representativ FACS-farging med monoklonale antistoffer mot CD19
og CD33 at flercellelinje-hematopoesen til lymfoide og myeloide populasjoner ble
opprettholdt i transduserte celler (fig. 6B), med en tendens mot mer B-
cellelymfopoiese i mus transplantert med CXCR4-transduserte celler (fig. 6C), mest
sannsynlig siden SDF-1 ogsé er en pre-B-cellevekstfaktor. Videre ble
gjennomsnittelig 36 % + 19 % (omradet fra 7,5 % til 77 %) av CD45"-cellene
funnet & uttrykke GFP (fig. 6B). Transgen ekspresjon blir ogsé pavist i bade
myeloide og lymfoide populasjoner (fig. 6B). Mus transplantert med CXCR4-
overuttrykkende celler viste en fire gangers eokning av populasjonen av primitive
CD34%/CD38 /™ -cellepopulasjonen i BM, sammenlignet med mus injisert med
kontrollvektortransduserte celler (fig. 6D), noe som tyder pa at den hoyere grad av
implantering av CXCR4-overuttrykkende celler skyldes forhayet repopulasjon av
den mest primitive cellepopulasjonen.

Det ble observert at to timer (CB) eller 16 timer (MPB) etter transplantasjonen viste
CXCR4-transduserte celler en mer enn to gangers gkning av "homing” til milten,
sammenlignet med de tilsvarende kontroliceller (fig. 6E). Disse forskjellene ble
imidlertid ikke observert nér det gjelder "homing”-evnen til BM (resultater ikke
vist). Disse resultatene tyder pd at CXCR4-transduserte celler farst kan vandre over
kort tid til milten for repopulasjon (5 uker etter transplantasjonen) av BM, som
tidligere foreslétt (Papayannopoulou T. Curr Opin Hematol. 2003;10:214-219, ref.
18: Kollet O, Blood. 2001;97:3283-3291).

De foreliggende funn tillater fremstilling av stamceller som effektivt kan rekrutteres
til et mélvev og repopulere dette, og kan séledes anvendes i en rekke forskjellige
kliniske anvendelser, f.eks. reparasjon av leverskade og ved transplantasjon av lever
eller beinmarg.

Ifolge ett aspekt beskrives séledes en fremgangsméte for erholdelse av ”forlenget
langtidskulturinitierende celler” eller ELTC-IC eller for en gkning av populasjonen
av primitive CD34*/CD387/™"-celler. Ifolge et annet aspekt beskrives en
fremgangsmaéte for & gjore ELTC-IC-celler i stand til 4 respondere pd SDF-1, selv
nar de eksponeres overfor haye SDF-1-konsentrasjoner.

Som anvendt heri viser begrepet ”stamceller” til celler som kan differensiere til
andre celletyper med en gitt, spesialisert publikasjon (dvs. ”fullt ut differensierte”
celler).



10

15

20

25

30

35

40

335515

13

Som anvendt heri er en ”transgen celle” en celle som barer et innfort gen eller
gensegment.

Ikke-begrensende eksempler pa stamceller er hematopoetiske stamceller (HSC) og
mesenchmale stamceller (MSC) erholdt fra beinmargsvev fra et individ med hvilken
som helst alder eller fra navlesnorblod fra et nyfedt individ, embryonale stamceller
(ES-celler) erholdt fra embryonalt vev etter befruktning (f.eks. balstocyst) eller
embryonale kimceller (EG-celler) erholdt fra genitalvev fra et foster pd hvilket som
helst tidspunkt under drektigheten, fortrinnsvis for 10 ukers drektighet. Ytterligere
beskrivelser av stamceller som kan anvendes ifolge dette aspekt av foreliggende
oppfinnelse er oppsummert heri nedenfor.

HSC - hematopoetiske stamceller (HSC) - er de formative, pluripotente blastcellene
som blant annet forefinnes i fotal lever, navlesnorblod, beinmarg og perifert blod og
som kan differensieres til alle de spesifikke typene av hematopoetiske celler eller
blodceller, f.eks. erytrocytter, lymfocytter, makrofager og megakariocytter. I
beinmargen foreligger typisk HSC i nisjer som leverer alle de nadvendige faktorer
og adhesive egenskaper til opprettholdelse av cellenes evne og gir en egnet,
balansert forsyning av modent avkom gjennom organismens levetid [Whetton
(1999) Trends Cell Biol 9:233-238; Weissman (2000) Cell 100:157-168,;
Jankowska-Wieczorek (2001) Stem Cells 19:99-107; Chan (2001) Br. J. Haematol.
112:541-557].

HSC som anvendes heri er fortrinnsvis CD34"-celler og mer foretrukket
CD34"/CD387/™ -celler, som er en mer primitiv stamcellepopulasjon og derfor
mindre cellelinjebegrenset og som ble vist & vere en hovedandel av langtids-BM-
repopulerende celler.

MSC - mesenchymale stamceller - er de formative, pluripotente blastcellene som
blant annet forefinnes i beinmarg, blod, dermis og periosteum og som kan
differensieres til mer enn én spesifikk type av mesenchymvev eller bindevev (dvs.
de vev i kroppen som understetter de spesialiserte elementene, f.eks. adipostvev,
beinvev, stroma, bruskvev, elastisk og fibrest bindevev) avhengig av forskjellige
pavirkninger fra bioaktive faktorer, f.eks. cytokiner.

Tilnarmet 30 % av de celler fra humant beinmargsaspirat som adhererer til plast
anses & veere MSC. Disse cellene kan ekspanderes in vitro og sé& induseres til
differensiering. Det faktum at adulte MSC kan ekspanderes in vitro og stimuleres til
dannelse av beinceller, bruskceller, seneceller, muskelceller eller fettceller gjor dem
attraktive i strategier for vevsmodifisering og genterapi. In vivo-analyser har blitt
utviklet for analyse av MSC-funksjon. MSC injisert i sitkulasjonen kan integreres 1
en rekke vev, som beskrevet heri ovenfor. N&rmere bestemt kan skjelettmuskel og
hjertemuskel induseres ved eksponering overfor 5-azacytidin, og nevronal
differensiering av MSC fra rotte og menneske i kultur kan induseres ved
eksponering overfor B-merkaptoetanol, DMSO eller butylert hydroksyanisol
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[Tomita (199) 100:11247-11256; Woodbury (2000) J. Neurosci. Res. 61:364-370].
Videre observeres MSC-avledede celler & integrere dypt inn i hjernen etter perifer
injeksjon, s& vel som etter direkte injeksjon av humane MSC i rottehjerne, de

migrerer langs veier som anvendes under migrasjon av nevronale stamceller under

utviklingen, fir en bred fordeling og begynner & miste markerer pA HSC-
spesialisering [Azizi (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:3908-3913].
Fremgangsmater for fremming av proliferasjon av mesenchymale stamceller og
linjespesifikke celler beskrives i US patentskrift nr. 6 248 587.

Epitoper pa overflaten av de humane mesenchymale stamcellene (hMSC), f.eks.
SH2, SH3 og SH4, som beskrives i US patentskrift nr. 5 486 359, kan anvendes som
reagenser for analyse og innfanging av den mesenchymale stamcellepopulasjonen

fra en heterogen cellepopulasjon, slik som den f.eks. foreligger i beinmarg.
Mesenchymale forloperstamceller, som er positive for CD45, anvendes fortrinnsvis,
siden disse mesenchymale forlgperstamcellene kan differensiere til de forskjellige

mesenchymale cellelinjene.

Foretrukne stamceller er humane stamceller.

Tabell 1 nedenfor gir eksempler pé adulte stamceller som kan anvendes for
erholdelse av den angitte fenotype i1 et malvev av interesse.

Tabell 1

Stamcelle Differensiert fenotype Malvev Referanse

Beinmarg Ovale celler, hepatocytter Lever Petersen (1999) Science 84:1168-1170

KTLS-celler Hepatocytter Lever Lagasse (2000) Nat. Med. 6:1229-1234

Beinmarg Hepatocytter Lever Alison (2000) Nature 406: 257; Thiese
(2000) Hepatology 32:11-16

Pankreatiske eksokrine Hepatocytter Lever Shen (2000) Nat. Cell Biol. 2:879-887

celler

Bukspyttkjertel Hepatocytter Lever Wang (2001) Am. J. Pathol. 158:571-579

Beinmarg Endotel Lever Gao (2001) Lancet 357:932-933

Beinmarg Tubulart epitel, glomeruli Nyre Poulsom (2001) J. Pathol. 195:229-235

Beinmarg Endotel Nyre Lagaaij (2001) Lancet 357:33-37

Ekstra renale celler Endotel Nyre Williams (1969) Surg. Forum 20:293-294

Beinmarg Myokard Hjerte Orlic (2001) Nature 410:701-704

Beinmarg Kardiomyocytter og endotel | Hjerte Jackson (2001) J. Clin Invest. 107:1395-
1402

Beinmarg Type 1-pneumocytter Lunge Krause (2001) Cell 105:369-377

Nevronale celler Flere hematopoetiske Beinmarg Bjornson (1999) Science 283:534-537

cellelinjer
Beinmarg Nevroner CNS Mezey (2000) Science 290:1779-1782
Beinmarg Mikroglia og asterocytter CNS Eglitis (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA

94:4080-4085

Forkortelser: SP - sidepopulasjonsceller; CNS - sentralnervesystemet




10

15

20

25

30

35

335515

15

Som nevnt heri ovenfor kan stamcellene med hell transduseres med
lentivirusvektorer med hoy ekspresjon av CXCR4-transgenet.

Begrepene “polypeptid og protein” i den foreliggende beskrivelse kan benyttes om
hverandre.

Foreliggende oppfinnelse beskriver ogsd muteiner av det ovenfor beskrevne
CXCR4-protein, hvor muteinene bibeholder i det vesentlige den samme biologiske
aktivitet som CXCR4-proteinet med i det vesentlige kun de naturlig forekommende
sekvenser av CXCR4. Slike "muteiner” kan vare muteiner hvori opptil tilnermet
20, fortrinnsvis ikke mer enn 10 aminosyrerester kan vare deletert, addert eller
substituert med andre aminosyrerester i CXCR4-proteinet, slik at modifikasjoner av
denne typen ikke i1 vesentlig grad endrer den biologiske aktivitet av muteinet
sammenlignet med proteinet selv.

Disse muteinene fremstilles ved kjente fremgangsmater for syntese og/eller setestyrt
mutagenese eller ved hvilken som helst annen kjent teknikk som er egnet for dette.

Ethvert slikt mutein har fortrinnsvis en sekvens av aminosyrer som i tilstrekkelig
grad ligner sekvensen til CXCR4 til at muteinet har i det vesentlige den samme
aktivitet som CXCR4. Det kan séledes fastslds hvorvidt et gitt mutein har i det
vesentlige den samme aktivitet som det basale protein ifelge oppfinnelsen ved hjelp
av rutinemessig eksperimentering som omfatter & analysere et slikt mutein ved
analysene for biologisk aktivitet som er beskrevet i eksemplene nedenfor.

Muteiner av CXCR4-proteinet som kan anvendes eller nukleinsyrer som koder for
disse, omfatter et begrenset sett av i det vesentlige CXCR4-lignende sekvenser,
f.eks. substitusjonspeptider eller -polynukleotider, som rutinemessig kan erholdes
av en gjennomsnittsfagperson uten omfattende eksperimentering basert pa den lere
og de retningslinjer som gis heri. For en detaljert beskrivelse av proteinkjemi og
proteinstruktur, se Schulz, G. E. et al., Principles of Protein Structure, Springer-
Verlag, New York, 1978; og Creighton, T. E., Proteins: Structure and Molecular
Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, 1983. For en presentasjon av
nukleotidsekvenssubstitusjoner, f.eks. kodonpreferanser, se Ausubel et al., Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publications and Wiley Interscience, New
York, NY, 1987-1995; Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

Foretrukne endringer i muteiner er hva som betegnes “konservative” substitusjoner.
Konservative aminosyresubstitusjoner i proteinet som i det vesentlige har de
naturlig foreckommende CXCR4-sekvenser kan omfatte synonyme aminosyrer innen
en gruppe som har tilstrekkelig like fysikalsk-kjemiske egenskaper til at
substitusjonen mellom medlemmer av gruppen vil bevare molekylets biologiske
funksjon, se Grantham, Science, bind 185, sider 862-864 (1974). Det er dpenbart at
insersjoner og delesjoner av aminosyrer ogsd kan innferes i den ovenfor definerte
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sekvens uten & endre funksjonen, szrlig dersom insersjonene eller delesjonene kun
omfatter noen fa aminosyrer, f.eks. under 50 og fortrinnsvis under 20, og ikke
fjerner eller forskyver aminosyrer som er avgjerende for en funksjonell
konformasjon, f.eks. cysteinrester Anfinsen, ”Principles That Govern The Folding
of Protein Chains”, Science, bind 181, sider 223-230 (1973). Muteiner fremstilt ved
slike delesjoner og/eller insersjoner er ogsd beskrevet. Fortrinnsvis er de synonyme
aminosyregruppene gruppene som er definert i tabell A. Mer foretrukket er de
synonyme aminosyregruppene gruppene som er definert i tabell B, og mest
foretrukket er de synonyme aminosyregruppene gruppene som er definert i tabell C.

TABELL A
Foretrukne grupper av synonyme aminosyrer

Aminosyre synonym gruppe

Ser Ser, Thr, Gly, Asn

Arg Arg, Gln, Lys, Glu, His

Leu Ile, Phe, Tyr, Met, Val, Leu

Pro Gly, Ala, Thr, Pro

Thr Pro, Ser, Ala, Gly, His, Gln, Thr
Ala Gly, Thr, Pro, Ala

Val Met, Tyr, Phe, Ile, Leu, Val

Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly

Ile Met, Tyr, Phe, Val, Leu, Ile
Phe Trp, Met, Tyr, lle, Val, Leu, Phe
Tyr Trp, Met, Phe, Ile, Val, Leu, Tyr
Cys Ser, Thr, Cys

His Glu, Lys, Gln, Thr, Arg, His

Ghn Glu, Lys, Asn, His, Thr, Arg, Gln
Asn Gln, Asp, Ser, Asn

Lys Glu, Gln, His, Arg, Lys

Asp Glu, Asn, Asp

Glu Asp, Lys, Asn, Gln, His, Arg, Glu
Met Phe, Ile, Val, Leu, Met

Trp Trp

335515



TABELL B

Mer foretrukne grupper av synonyme aminosyrer

Aminosyre synonym gruppe

Ser
Arg
Leu

Pro
¥

Ala
Val
Gly
Ile
Phe
Tyr
Cys
His
Gln
Asn
Lys
Asp
Glu
Met

Trp

Ser
His, Lys, Arg
Leu, Ile, Phe, Met

Ala, Pro

Thr

Pro, Ala

Val, Met, Ile

Gly

Ile, Met, Phe, Val, Leu
Met, Tyr, Hle, Leu, Phe
Phe, Tyr

Cys, Ser

His, Gln, Arg

Glu, Gln, His

Asp, Asn

Lys, Arg

Asp, Asn

Glu, Gln

Met, Phe, Ile, Val, Leu

Trp
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TABELL C
De mest foretrukne grupper av synonyme aminosyrer
Aminosyre synonym gruppe

Ser Ser

Arg Arg

Leu Leu, Ile, Met
Pro Pro

'Illfll"gl Thr

Ala Ala

Val Val

Gly Gly

Ile Ile, Met, Leu
Phe Phe

Tyr Tyr

Cys Cys, Ser

His His

Glin Gln

Asn Asn

Lys Lys

Asp Asp

Glu Glu

Met Met, Ile, Leu
Trp Met

Eksempler pa innfering av aminosyresubstitusjoner i proteiner som kan anvendes
for erholdelse av muteiner av proteinet for anvendelsen beskrevet heri omfatter
hvilke som helst kjente fremgangsmatetrinn, f.eks. som beskrevet i US
patentskrifter nr. RE 33,653, 4 959 314, 4 588 585 og 4 737 462, tilherende Mark et
al., 5 116 943, tilherende Koths et al., 4 965 195, tilhgrende Namen et al.,

4 879 111, tilherende Chong et al. og 5 017 691, tilherende Lee et al., og
lysinsubstituerte proteiner som beskrives i US patentskrift nr. 4 904 584 (Straw et
al.).

I en annen foretrukket utforelse beskrevet heri har ethvert mutein av CXCR4-
proteinet for anvendelsen beskrevet heri en aminosyresekvens som i det vesentlige
tilsvarer aminosyresekvensen til det ovenfor beskrevne CXCR4-protein. Uttrykket
1 det vesentlige tilsvarer” er ment 4 omfatte muteiner med mindre endringer av
sekvensen til det basale protein som ikke pavirker proteinets basale egenskaper,
s@rlig nar det gjelder evnen til CXCR4. Typen av endringer som generelt anses &
falle innenfor uttrykket i det vesentlige tilsvarer” er endringer som vil vaere en
folge av konvensjonelle mutageneseteknikker anvendt pA DNA som koder for
CXCR4-proteinet og som forer til noen fi mindre endringer, og analyse av den
onskede aktivitet, f.eks. gkt sensitivitet av stamceller overfor en kjemoattraktant.
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Foreliggende oppfinnelse beskriver ogsd CXCR4-varianter. En foretrukket CXCR4-
variant er en variant som har minst 80 % aminosyreidentitet, en mer foretrukket
CXCR4-variant er en variant med minst 90 % identitet og en mest foretrukket
variant er en variant med minst 95 % identitet med aminosyresekvensen til CXCR4.

Begrepet ”sekvensidentitet” som anvendt heri betyr at aminosyresekvensene
sammenlignes ved sammenstilling ifelge Hanks og Quinn (1991), med en forfining
av omrdder med lav homologi ved anvendelse av programmet Clustal-X, som er
Windows-grensesnittet for flersekvenssammenstillingsprogrammet ClustalW
(Thompson et al., 1994). Clustal-X-programmet er tilgjengelig over internett fra
ftp://ftp-igbmec.u-strasbg fr/pub/clustalx/. Det ber naturligvis forstds at dersom
denne lenken blir inaktiv vil en gjennomsnittsfagperson kunne finne versjoner av

dette programmet i andre lenker ved anvendelse av standardseketeknikker for
internett uten omfattende eksperimentering. Dersom ikke annet er angitt er den
nyeste versjonen av alle programmer som det vises til heri pd den effektive
innleveringsdato for den foreliggende patentsegknad den versjon som anvendes for
utforelse av foreliggende oppfinnelse.

En annen fremgangsmate for bestemmelse av ”sekvensidentitet” er felgende.
Sekvensene sammenstilles ved anvendelse av versjon 9 av GDAP-programmet til
Genetic Computing Group (globalt sammenstillingsprogram) ved anvendelse av
standardmatrisen (BLOSUMSG62) (verdier -4 til +11) med en gapapningsstraff pa -12
(for forste null i et gap) og en gaputvidelsesstraff pa -4 (for hver ekstra null i gapet).
Etter sammenstillingen beregnes prosent identitet ved 4 uttrykke antall identiteter
som en prosentandel av antall aminosyrer i sekvensen.

Muteiner beskrevet heri omfatter muteiner som kodes av en nukleinsyre, f.eks. DNA
eller RNA, som hybridiserer til DNA eller RNA under stringente betingelser og som
koder for CXCR4-proteinet, innbefattet i det vesentlige alle de naturlig
forekommende sekvenser som koder for CXCR4 og sekvenser som kan avvike i
nukleotidsekvens fra den naturlig avledede nukleotidsekvens grunnet den genetiske
kodes degenererthet, dvs. at en noe forskjellig nukleinsyresekvens fortsatt kan kode
for den samme aminosyresekvens grunnet denne degenerertheten.

Begrepet “hybridisering” som anvendt heri skal omfatte hvilken som helst prosess
ved hvilken en trdd av en nukleinsyre bindes til en komplementer trdd via
baseparing (Coombs J. 1994, Dictionary of Biotechnology, stokton Press, New
York, NY). ”Amplifisering” er definert som fremstillingen av ytterligere kopier av
en nukleinsyresekvens og utferes generelt ved anvendelse av polymerase-
kjedereaksjonsteknologier som er velkjente innen faget (Dieffenbach og Dveksler,
1995, PCR Primer, a Labortory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview NY).

”Stringens” opptrer typisk i et omrade fra tilnermet Tm-5°C (5°C under probens
smeltetemperatur) til tilnrmet 20°C til 25°C under Tm.
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Begrepet stringente betingelser” viser til hybridiseringsbetingelser og pafalgende
vaskebetingelser som gjennomsnittsfagfolk konvensjonelt betegner ”stringente”. Se
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publications and
Wiley Interscience, New York, NY, 1987-1995; Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY, 1989.

Som anvendt heri er stringensbetingelser en funksjon av temperaturen som anvendes
i hybridiseringseksperimentet, molariteten av monovalente kationer og
prosentandelen av formamid i hybridiseringslgsningen. For 4 bestemme graden av
stringens som inngar i et gitt sett av betingelser anvendes forst ligningen til
Meinkoth et al. (1984) for bestemmelse av stabiliteten av hybrider med 100 %
identitet, uttrykt som smeltetemperaturen Tm for DNA-DNA-hybridet:

Tm = 81,5 C + 16,6 (LogM) + 0,41 (%GC) - 0,61 (% form) - 500/L

hvori M er molariteten av monovalente kationer, %GC er prosentandelen av G- og
C-nukleotider 1 DNA, % form er prosentandelen av formamid i
hybridiseringslasningen og L er lengden av hybridet i basepar. For hver °C som Tm
reduseres med relativt til Tm beregnet for et hybrid med 100 % identitet okes den
tillatte mengde feiltilpasning med tilnermet 1 %. Dersom Tm anvendt i et gitt
hybridiseringseksperiment ved de angitte konsentrasjoner av salt og formamid er
10°C under Tm beregnet for et 100 % hybrid ifelge ligningen til Meinkoth vil
hybridisering skje selv dersom det er opptil 10 % feiltilpasning.

Som anvendt heri er "betingelser med hoy stringens” betingelser som gir en Tm som
ikke er mer enn 10°C under den Tm som ville foreligge for en perfekt dupleks med
malsekvensen, enten beregnet ved hjelp av formelen ovenfor eller faktisk malt.
”Betingelser med moderat stringens” er betingelser som gir en Tm som ikke er mer
enn 20°C under den Tm som ville foreligge for en perfekt dupleks med
malsekvensen, enten beregnet ved formelen ovenfor eller faktisk malt. Uten
begrensning anvender betingelser med hey stringens (5-10°C under den beregnede
eller mélte Tm for hybridet) og moderat stringens (15-20°C under den beregnede
eller malte Tm for hybridet) en vaskelasning med 2 X SSC (standard saltvann-sitrat)
0g 0,5 % SDS (natriumdodecylsulfat) ved den egnede temperatur under den
beregnede Tm for hybridet. Den endelige stringens av betingelsene skyldes
hovedsakelig vaskebetingelsene, serlig dersom de benyttede
hybridiseringsbetingelser er betingelser som tillater dannelse av mindre stabile
hybrider sammen med stabile hybrider. Vaskebetingelsene ved hoy stringens fjerner
s& de mindre stabile hybridene. Vanlige hybridiseringsbetingelser som kan anvendes
med vaskebetingelser med hoy stringens til moderat stringens som beskrevet
ovenfor er hybridisering i en lesning av 6 X SSC (eller 6 X SSPE (standard
saltvann-fosfat-EDTA), 5 X Denhardts reagens, 0,5 % SDS, 100 pg/ml denaturert,
fragmentert laksemelk-DNA ved en temperatur som er tilneermet 20-25°C under
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Tm. Dersom blandede prober anvendes foretrekkes det & benytte
tetrametylammoniumklorid (TMAC) i stedet for SSC (Ausubel, 1987, 1999). Adulte
stamceller kan erholdes ved anvendelse av en kirurgisk fremgangsmaéte, f.eks.
beinmargaspirasjon, eller de kan hestes ved anvendelse av kommersielle systemer,
f.eks. systemene som er tilgjengelige fra Nexell Therapeutics Inc., Irvine, CA, USA.
Stamceller som benyttes i foreliggende oppfinnelse er fortrinnsvis oppsamlet (dvs.
hostet) ved anvendelse av en fremgangsméte for mobilisering av stamceller som
benytter kjemoterapi eller cytokinstimulering for frigjering av HSC til sirkulasjonen
hos individer. Stamceller erholdes fortrinnsvis ved anvendelse av denne
fremgangsmaéten, siden mobilisering vites & gi flere HSC og forleperceller enn
beinmargskirurgi.

Stamcellemobilisering kan induseres ved en rekke forskjellige molekyler.
Eksempler omfatter, men er ikke begrenset til, cytokiner som
granulocyttkolonistimulerende faktor (G-CSF), granulocytt-
makrofagkolonistimulerende faktor (GM-CSF), interleukin (IL)-7, IL-3, IL-12,
stamcellefaktor (SCF) og flt-3-ligand, kjemokiner som IL-8, Mip-1la, Grop eller
SDF-1 og de kjemoterapeutiske midlene syklofosfamid (Cy) og paklitaksel. Det vil
forstds at disse molekylene er forskjellige nar det gjelder kinetikk og effektivitet,
imidlertid anvendes ifelge de né kjente utforelser G-CSF fortrinnsvis alene eller i
kombinasjon med f.eks. syklofosfamid for mobilisering av stamcellene. G-CSF
tilferes typisk daglig i en dose pd 5-10 pg/kg i 5-10 dager. Fremgangsmaéter for
mobilisering av stamceller er beskrevet i US patentskrifter nr. 6 447 766 og

6 162 427. Humane embryonale stamceller kan isoleres fra humane blastocyster.
Humane blastocyster erholdes typisk fra humane embryoer for in vivo-implantering
eller fra in vitro-fertiliserte (IVF) embryoer. Alternativt kan et encellet humant
embryo ekspanderes til blastocyststadiet. For isolering av humane ES-celler fjernes
zona pellucida fra blastocysten, og den indre cellemassen (ICM) isoleres ved
immunkirurgisk behandling, hvori trofektodermcellene lyseres og fjernes fra intakt
ICM ved forsiktig pipettering. ICM utsds sd i en vevsdyrkningsflaske inneholdende
et egnet medium som tillater vekst av dem. Etter 9-15 dager assosieres den ICM-
avledede utvekst i klumper, enten ved mekanisk dissosiering eller ved enzymatisk
degradering, og cellene utsds s& pé ny i friskt vevsdyrkningsmedium. Kolonier som
viser ikke-differensiert morfologi utvelges enkeltvis ved hjelp av en mikropipette,
dissosieres mekanisk til klumper og utsés pé ny. De resulterende ES-cellene splittes
rutinemessig hver 1-2 uke. For ytterligere detaljer vedrerende fremgangsmater for
fremstilling av humane ES-celler, se Thomson et al., [US patentskrift nr. 5 843 780,
Science 282: 1145, 1998; Curr. Top. Dev. Biol. 38: 133, 1998, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 92: 7844, 1995], Bongso et al., [Hum Reprod 4: 706, 1989], Gardner et
al., [Fertil. Steril. 69:84, 1998].

Det vil forstds at kommersielt tilgjengelige stamceller ogsé kan anvendes ifolge
dette aspekt av foreliggende oppfinnelse. Humane EC-celler kan erholdes fra det
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humane embryonale stamcelleregister ved NIH (http://escr.nih.gov). Ikke-
begrensende eksempler pad kommersielt tilgjengelige embryonale stamcellelinjer er
BGO1, BG02, BG03, BG04, CY12, CY30, CY92, CY10, TEO3 og TE32.

Humane EG-celler kan erholdes fra de primordiale kimcellene erholdt fra humane
fostre etter tilnermet 8-11 ukers svangerskap ved anvendelse av
laboratorieteknikker som er kjente blant fagfolk. Genitalkammen dissosieres og
kuttes i mindre biter, som deretter disaggregeres til celler ved mekanisk
dissosiasjon. EG-cellene dyrkes sd i vevsdyrkningsflasker med et egnet medium.
Cellene dyrkes med daglig erstatning av mediet inntil en cellemorfologi som er
forenlig med EG-celler observeres, typisk etter 7-30 dager eller 1-4 passasjer. For
ytterligere detaljer vedrorende fremgangsmaéter for fremstilling av EG-celler, se
Shamblott et al., [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 13726, 1998] og US pat. nr.

6 090 622.

Det vil forstds at en anrikning av en stamcellepopulasjon som viser pluripotens med
fordel kan utfares. Saledes kan f.eks. som skissert heri ovenfor CD34"-stamceller
oppkonsentreres ved anvendelse av affinitetskolonner eller FACS, som videre
beskrevet heri nedenfor.

Dyrkning av stamceller under proliferative betingelser kan ogsa oppnéds dersom
stamcelletallet er for lavt til 4 anvendes i behandling. Dyrking av stamceller er
beskrevet i US patentskrifter nr. 6 511 958, 6 436 704, 6 280 718, 6 258 597,

6 184 035, 6 132 708 og 5 837 5739.

Nar forst stamceller er erholdt transfekteres de med DNA som omfatter sekvensen
som koder for CXCR4 eller en aktiv del derav.

De “transformerte, transfekterte eller transgene” cellene dyrkes under egnede
betingelser som tillater ekspresjon av proteinet som kodes av polynukleotidet eller
det foreliggende DNA.,

Stamcellene kan transformeres med et rekombinant bakteriofag-DNA, plasmid-
DNA eller en kosmid-DNA-ekspresjonsvektor som omfatter den CXCR4-kodende
sekvens, lentivirussystemer anvendes fortrinnsvis for ekspresjon av CXCR#4 eller
den aktive del derav. I alle tilfeller dyrkes transformerte celler under effektive
betingelser som tillater ekspresjon av CXCR4. Effektive dyrkningsbetingelser
omfatter, men er ikke begrenset til, effektivt medium, bioreaktor og temperatur-pH-
og oksygenbetingelser som tillater proteindannelse. Et effektivt medium viser til
ethvert medium hvori en celle kan dyrkes for dannelse av det rekombinante,
modifiserte polypeptid. Et slikt medium omfatter typisk en vandig lasning med
assimilerbare kilder for karbon, nitrogen og fosfat og egnede salter, mineraler,
metaller og andre naringsstoffer, f.eks. vitaminer. Celler ifolge foreliggende
oppfinnelse kan dyrkes i konvensjonelle bioreaktorer for fermentering, rysteflasker,
reagensror, mikrotiterplater og petriskaler. Dyrkingen kan utferes ved en
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temperatur, en pH og et oksygeninnhold som er egnet for en rekombinant celle.
Slike dyrkningsbetingelser ligger innenfor kunnskapsomradet til
gjennomsnittsfagpersonen.

I slike tilfeller omfatter ekspresjonskonstruksjonen et cis-virkende regulatorisk
element som er aktivt i pattedyrceller (se eksempler ovenfor) og som kan vare
induserbart, vekstspesifikt eller vevsspeksifikt.

Eksempler pa celletypespesifikke og/eller vevsspesifikke promotere omfatter
promotere som albuminpromoteren, som er leverspesifikk [Pinkert et al., (1987)
Genes Dev. 1:268-277], lymfoidspesifikke promotere [Calame et al., (1988) Adv.
Immunol. 43:235-275]; serlig promotere fra T-cellereseptorer [Winoto et al., (1989)
EMBO J. 8:729-733] og immunglobuliner [Banjeri et al. (1983) Cell 33729-740],
nevronspesifikke promotere som nevrofilamentpromoteren [Byrne et al. (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5473-5477], bukspyttkjertelspesifikke promotere
[Edlunch et al. (1985) Science 230:912-916] eller brystkjertelspesifikke promotere,
f.eks. melkemysepromoteren (US patentskrift nr. 4 873 316 og europeisk
patnetsgknad publikasjon nr. 264,166). Nukleinsyrekonstruksjonen ifalge
foreliggende oppfinnelse kan videre omfatte en enhancer, som kan ligge nert eller
fjernt fra promotersekvensen og som kan fungere for oppregulering av
transkripsjonen fra denne.

Det induserbare, cis-virkende regulatoriske element kan fortrinnsvis reguleres ved &
endre miljeet til stamcellene under "homing”-implanteringsprosessen.

Nukleinsyrekonstruksjonen kan videre omfatte et IRES-element, fortrinnsvis EMCV
IRES, som kan ligge mellom CXCR4-genet og en marker- eller
seleksjonsgensekvens og som kan bidra til oppregulering av translasjonen av
markergenet eller seleksjonsgenet.

Nér forst CXCR4 eller en aktiv del derav overuttrykkes viser stamcellene en
forheyet respons p&d SDF-1.

Pavisning og isolering av celler som overuttrykker CXCR4 ifalge dette aspekt av
foreliggende oppfinnelse kan oppnéds ved anvendelse av en rekke cytologiske,
biokjemiske og molekyl®ere fremgangsméter som er velkjente innen faget.

Analyse av reseptornivéet kan oppnés ved vaeskestramcytometri. Denne
tilnermingen benytter instrumentering som analyserer enkeltceller som stremmer
forbi eksitasjonskilder i et flytende medium. Teknologien kan gi hurtig, kvantitativ
flerparameteranalyse av enkeltvise levende (eller dede) celler basert pd méling av
utsending av synlig lys og fluorescerende lys. Den basale fremgangsméten fokuserer
pé: méling av fluorescensintensiteten fra fluorescensmerkede antistoffer og ligander
som binder spesifikke celleassosierte molekyler. For isolering av cellepopulasjoner
ved anvendelse av en fluorescensaktivert cellesorterer settes stamceller ifolge
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foreliggende oppfinnelse i forbindelse med anti-CXCR4, kommersielt tilgjengelig
fra R&D, 614 McKinley Place NE, Minneapolis, MN.

Andre cytologiske eller biokjemiske fremgangsmaéter for kvantitativ vurdering av
nivéet av ekspresjonen av den kjemotaktiske reseptor omfatter, men er ikke
begrenset til, bindingsanalyse ved anvendelse av et merket (f.eks. radioaktivt
merket) kjemokin, western blot analyse, celleoverflatebiotinylering og
immunfluorescensfarging. Det vil forstés at ekspresjonsniviet av reseptoren ogsi
kan bestemmes pd mRNA-nivéet. F.eks. kan CXCR4-mRNA pévises i celler ved
hybridisering til en spesifikk probe. Slike prober kan vaere klonede DNA eller
fragmenter derav, RNA, typisk fremstilt ved in vitro-transkripsjon, eller
oligonukleotidprober, generelt fremstilt ved syntese 1 fast fase. Fremgangsmaéter for
fremstilling og anvendelse av prober som er egnet for spesifikk hybridisering er
velkjente og hyppig anvendt innen faget. Kvantifisering av mRNA-niva kan ogsd
oppnés ved anvendelse av en amplifiseringsreaksjon [f.eks. PCR, ”PCR Protocols:
A Guide To Methods And Applications”, Avademic Press, San Diego, CA (1990)],
ved anvendelse av primere som hybridiserer spesifikt til mRNA for en kjemotaktisk
reseptor av interesse.

En rekke kontroller kan med fordel anvendes for & forbedre neyaktigheten i mRNA-
pévisningsanalyser. Progvene kan f.eks. hybridiseres til en irrelevant probe og
behandles med RNAse A for hybridiseringen for en vurdering av falsk
hybridisering.

Funksjonelle analyser kan ogsa anvendes for & bestemme ekspresjonen av den
kjemotaktiske reseptor. F.eks. kan en kjemotaksisanalyse som benytter en gradient
av det kjemotaktiske middel (f.eks. SDF-1) og som folger stamcellemigrasjonen
gjennom en membran mot det kjemotaktiske middel anvendes for pavisning og
isolering av stamceller som viser forhayet kjemotaksis. Dersom cellene ikke
uttrykker den kjemotaktiske reseptor (f.eks. CXCR4) i tilstrekkelig hoyt niva vil de
fleste cellene forbli pA membranen. Etter forhayet ekspresjon av
kjemoattraktantreseptoren ifelge foreliggende oppfinnelse vil imidlertid cellene
migrere gjennom membranen og slé seg til pd bunnen av brennen i
kjemotaksisplaten (se eksempel 3 i eksempelseksjonen). Det vil ogsa forstis at en
funksjonell "homing”-analyse ogsé kan benyttes i fremgangsmaten ifalge
foreliggende oppfinnelse. En slik analyse er beskrevet i Kollet (2001) Blood
97:3283-3291.

Stamceller som viser forbedret CXCR4-signaloverforing som respons pé lave eller
heye SDF-1-konsentrasjoner og/eller stamceller som viser et forhgyet nivé av
umodne, primitive forleperceller, f.eks. CD34"/CD38/™"
anvendes 1 et bredt utvalg av kliniske anvendelser.

-populasjonen, kan

Ifelge et annet aspekt beskrives séledes en fremgangsmate for behandling av en
forstyrrelse som krever celle- eller vevserstatning. Fremgangsméten utferes ved &
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tilfore til et individ med behov for dette en terapeutisk effektiv mengde av transgene
stamceller som overuttrykker CXCR4 eller en aktiv del derav, slik at det oppnés et
forhoyet nivé av umodne, primitive forleperceller, f.eks. CD34"/CD38/""-
populasjonen, med bedre respons p4d SDF-1, selv i et miljg med forhayet
konsentrasjon av SDF-1, slik at forstyrrelsen som krever celle- eller vevserstatning i
individet behandles. Forstyrrelser som krever celle- eller vevserstatning omfatter,
men er ikke begrenset til, forskjellige former for immunsvikt, f.eks. i T- og/eller B-
lymfocytter eller immunforstyrrelser, f.eks. reumatoid artritt. Slik immunsvikt kan
vere en folge av virusinfeksjoner, HTL VI, HTLVII, HTLVIII, alvorlig eksponering
overfor strdling, kreftbehandling eller en folge av annen medisinsk behandling.
Hematopoetiske mangler omfatter, men er ikke begrenset til, leukemier, f.eks. akutt
lymfoblastleukemi (ALL), akutt ikke-lymfoblastleukemi (ANLL), akutt
myelocyttleukemi (AML) eller kronisk myelocyttleukemi (CML). Andre slike
hematologiske mangler kan vare, men er ikke begrenset til, alvorlige kombinerte
immunsvikt (SCID)-syndromer [f.eks. adenosindeaminase (ADA)-mangel og X-
koblet SCID (XSCID)], osteopetrose, aplastisk anemi, Guchers sykdom, talassemi
og andre medfedte eller genetisk bestemte hematopoetiske unormaliteter. Andre
forstyrrelser som krever celle- eller vevserstatning omfatter forstyrrelser forbundet
med leversvikt, bukspyttkjertelsvikt, nevrologiske forstyrrelser, forstyrrelser som
krever forheyet beindannelse, f.eks. osteoartritt, osteoporose, traumatiske eller
patologiske tilstander som omfatter ett av bindevevene, f.eks. beindefekter,
bindevevsdefekter, skjelettdefekter eller bruskdefekter.

Foretrukne enkeltindivider er pattedyr, f.eks. hunder, katter, sauer, griser, hester,
storfe og, fortrinnsvis, mennesker.

Stamcellene ifelge dette aspekt av foreliggende oppfinnelse er fortrinnsvis erholdt
fra individet som skal behandles. Imidlertid kan stamceller ogsé erholdes fra en
syngeneisk donor, en allogeneisk donor eller, mindre foretrukket, fra en xenogenisk
donor.

Det vil forstds at dersom allogeneiske eller xenogeneiske stamceller anvendes
behandles fortrinnsvis mottakeren og/eller cellene for & forhindre graft versus host-
og host versus graft-avvisning. Immunsuprimeringsfremgangsmater er velkjente
innen faget, og noen beskrives i US patentskrift nr. 6 447 765.

Det vil forstds at stamcellene beskrevet heri kan vare genetisk modifisert til &
uttrykke hvilket som helst terapeutisk gen, f.eks. et antiviralt middel mot hepatitt,
videre beskrevet i US patentskrift nr. 5 928 638. Stamcellene transplanteres inn i
mottakerindividet. Dette oppnds generelt ved anvendelse av fremgangsmater som er
velkjente innen faget og omfatter vanligvis injeksjon eller innforing av de
behandlede stamcellene i individet ved anvendelse av kliniske verktoy som er
velkjente blant fagfolk (US patentskrifter nr. 6 447 765, 6 383 481, 6 143 292 og

6 326 198).
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F.eks. kan innforing av stamcellene oppnés lokalt eller systemisk via intravaskuler
tilfersel, f.eks. intravengs eller intraarteriell tilfarsel, intraperitoneal tilforsel og
lignende. Cellene kan injiseres i en 50 mol Fenwall-infusjonspose ved anvendelse
av sterile sprayter eller andre sterile overfaringsmekanismer. Cellene kan s&
umiddelbart infiseres ved IV-tilfarsel over et tidsrom, f.eks. 15 min., i en fri flyt-
IV-slange til pasienten. I noen utferelser kan ytterligere reagenser, f.eks. buffere
eller salter, ogsé tilsettes. Preparatet som skal tilfares mé veaere utformet, fremstilt
og lagret ifolge standardfremgangsméter i samsvar med korrekt sterilitet og
stabilitet.

Stamcelledosene kan bestemmes ut fra den foreskrevne anvendelse. Generelt nar det
gjelder parenteral tilforsel er det vanlig & tilfore fra tilnermet 0,01 til tilnermet 5
millioner celler pr. kg kroppsvekt av mottakeren. Antall celler som anvendes vil
avhenge av mottakerens kroppsvekt og tilstand, antall tilfersler eller
tilferselshyppigheten og andre variabler som er kjente blant fagfolk.

En ytterligere ekspansjon av et CXCR4-overuttrykkende system kan fungere som et
effektivt verktoy for & forbedre den kompromitterte “homing” og implantering etter
genterapifremgangsmater™. I tillegg kan CXCR4-overekspresjon pa humane
CD34"-celler tillate forbedret klinisk CB-CD34" -transplantasjon, si vel som
transplantasjon av autologe, mobiliserte PBL-CD34", etter kjemoterapibehandling,
som begge kan vare begrenset av lavt celleutbytte®. Videre besitter andre
celletyper, f.eks. mesenchymale stamceller, evnen til & migrere til forskjellige
organer, imidlertid er implanteringsniviet for disse spesielt lavt. Utvikling av et
system som tillater konstitutiv eller forbigdende CXCR4-ekspresjon pa
celleoverflaten sammen med induksjon av ekspresjon av SDF-1 eller tilforel av
SDF-1 til malorganet kan vare gunstig for retningsstyrt migrasjon in vivo, sd vel
som for langtids repopulasjon og utvikling av forskjellige celletyper i organet av
interesse i pasienter, som en del av organreparasjon. Vi foreslér derfor
overekspresjon av CXCR4 som et universelt system for regulering av
stamcellefunksjon og -utvikling som kan forbedre utfallet av mange kliniske
fremgangsmater.

Etter tilforsel av cellene til individet kan virkningen av behandlingen om enskelig
evalueres som kjent innen faget. Behandlingen kan gjentas etter behov eller anske.

Ytterligere formél, fordeler og nye egenskaper ved den foreliggende oppfinnelse vil
veere dpenbare for gjennomsnittsfagpersonen etter en undersekelse av de pafelgende
eksemplene, som ikke er ment & vere begrensende. I tillegg kan alle de forskjellige
utforelser og aspekter av foreliggende oppfinnelse som er skissert heri ovenfor og
som kreves i1 kravseksjonen nedenfor finne eksperimentell stotte i de pafalgende
eksempler.
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EKSEMPLER
Det vises na til de pafelgende eksempler, som sammen med beskrivelsene ovenfor
illustrerer oppfinnelsen pa en ikke-begrensende méte.

Generelt omfatter nomenklaturen som anvendes heri og
laboratoriefremgangsmétene som benyttes i foreliggende oppfinnelse molekylare,
biokjemiske og mikrobiologiske teknikker og rekombinant DN A-teknikker. Slike
teknikker er grundig forklart i litteraturen. Se f.eks. "Molecular Cloning: A
laboratory Manual” Sambrook et al., (1989), “Current Protocols in Molecular
Biology” bind I-III Ausubel, R.M., red. (1994), Ausubel et al., “Current Protocols in
Molecular Biology”, John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989), Perbal, “A
Practical Guide to Molecular Clonong”, John Wiley & Sons, New York (1988),
Watson et al., “Recombinant DNA”, Scientific American Books, New York; Birren
et al. (red.) “Genome Analysis: A Laboratory Manual Series”, bind 1.4, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York (1998); fremgangsmatene som er beskrevet i
US patentskrifter nr. 4 666 828, 4 683 202, 4 801 531, 5 192 659 og 5272 057,
“Cell Biology: A Laboratory Handbook”, bind I-III Cellis, J. E., red. (1994);
“Current Protocols in Immunology” bind I-III Coligan J. E., red. (1994); Stites et al.
(red.) “Basic and Clinical Immunology” (8. utgave), Appleton & Lange, Norwalk,
CT (1994); Mishell and Shiigi (red.), “Selected Methods in Cellular Immunology”,
W. H. Freeman and Co., New York (1980); tilgjengelige immunanalyser er
omfattende beskrevet i patentlitteraturen og den vitenskapelige litteratur, se f.eks.
US patentskrifter nr. 3 791 932, 3 839 153, 3 850 752, 3 850 578, 3 853 987,

3867 517,3 879 262,3 901 654, 3 901 654, 3 935 074, 3 984 533, 3 996 345,

4 034 074,4 098 876,4 879 219, 5011 771 og 5 281 521; “Oligonuclteotide
Synthesis” Gait, M. J., red. (1984); ”Nucleic Acid Hybridization” Hames, B. D., og
Higgins S. J., red. (1985); “Transcription and Translation” Hames, B. D., og
Higgins S.J., red. (1984); “Animal Cell Culture” Freshney, R.1., red. (1986);
“Immobilized Cells and Enzymes” IRL Press, (1986); “A Practical Guide to
Molecular Cloning” Perbal, B., (1984) og “Methods in Enzymology”, bind 1-317,
Academic Press; “PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications”,
Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., “Strategies for Protein
Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual” CSHL Press
(1996). Andre generelle referanser gis i det foreliggende dokument.
Fremgangsmatene heri antas 8 vere velkjente innen faget og gis for a gjore det
enkelt for leseren. EKSEMPEL 1:

CXCR4-transduserte humane CD34"-celler har forheyet CXCR4-ekspresjon pa
overflaten

CXCR4 ble overuttrykt pd humane CB- og MPB-CD34"-anrikede celler ved
anvendelse av et HIV-avledet, lentiviralt genoverforingssystem. De transduserte
cellene ble analysert for ekspresjon av CXCR4 pé overflaten.
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Materialer og eksperimentelle fremgangsmadter

Humane celler - Celler fra navlesnorblod (CB) og adulte mobiliserte celler fra
perifert blod (MPB) ble erholdt etter orientering og godkjenning. CD34"-
celleanrikning ble oppnddd ved anvendelse av magnetisk kule-separasjon som
beskrevet tidligere [Kollet (2001) Blood 97:3283-3291]. CXCR4-ckspresjonen ble
bestemt ved vaskestroamscytometri og anvendelse av renset anti-human CXCR4
(klon 12GS5, R&D, Minneapolis, MN) og sekundart F(ab’),-fragment fra anti-muse-
IgG fra geit konjugert til FITC (Jackson, West Grove, PA).

Virusvektorkonstruksjon og -fremstilling - Lentivirusekspresjonsvektoren med det
humane CXCR4-gen ble konstruert ved & isolere et CXCR4-cDNA péa 1,2 kb fra
humane CB-celler og koble dette til genet for forbedret gront fluorescerende protein
(GFP) via et internt ribosominngangssete (IRES). Fragmentet som inneholdt
CXCR4-IRES-GFP ble ligert til EF-1a-promoteren for dannelse av en
selvinaktiverende (SIN) vektor hvori fragmentet som inneholdt den bisistroniske
EF-10-CXCR4-IRES-GFP-kassett var innsatt i en pHR’-SIN-vektorryggrad (Woods
et al. Blood. 2000 des. 1;96(12):3725-33) vennligst erholdt fra Dr. Didier Trono,
Geneve, Sveits. Kontrollvektoren mangler CXCR4-genet og uttrykker kun GFP (fig.

1).

Replikasjonsdefisient, selvinaktiverende HIV-avledet lentivirusvektor ble fremstilt
ved forbigéende transfeksjon av 293T-pakkecellelinjen ved hjelp av FuGENE 6-
transfeksjonsreagens (Roche Diagnostics, Mannheim, Tyskland) og anvendelse av
et treplasmidsystem: overferingsvektoren pHR’-EF1a-GFP-SIN (kontrollvektor)
eller pHR’-EF 1a-CXCR4-IRES-GFP-SIN for CD34 -celler eller pHR’-CMV-GFP
(kontrollvektor) eller pHR’-CMV-CXCR4-IRES-GFP (eksperimentell vektor for
hMSC, det kappekodende plasmid pMD.G og pakkekonstruksjonen pCMVRS8.91
(Zufferey R, Nat. Biotechnol. 1997; 15:871-875 Naldini L, Science.
1996;272:263-267). 24 timer etter transfeksjonen ble virussupernatanten erstattet
med serumfritt medium tilsatt 2 % BSA (Sigma, St. Louis, MO, USA), 10 mg/ml
insulin (Biological Industries, Beit Haemek, Israel), 200 mg/ml transferin (Sigma),
0,1 mM 2-merkaptoetanol, 2 mM L-glutamin (Biological Industries), 100 mg/ml
streptomycin (Biological Industries), og 10 mM Hepes (Biological Industries). 24
timer senere ble virussupernatant oppsamlet, filtrert (0,45 pm Minisart-filter,
Sartorius AG, Tyskland) og anvendt for transduksjon av mélceller.

Transduksjon av CD34 -celler - Transduksjon av CD34"-celler ble utfort ved
anvendelse av en dobbelt transduksjonsfremgangsmate i HSC*®, CD34"-celler
(opptil 4 x 10° pr. brenn) ble prestimulert med SCF (50 ng/ml) i 400 pl serumfritt
medium i 24 timer 1 en 12-brenners plate. Virussupernatant (1,6 ml/35 mm brenn)
tilsatt SCF (50 ng/ml), FLT-3L (50 ng/ml), begge fra R&D Systems (Minneapolis,
MN) og IL-6 (50 ng/ml, Interpharm Laboratories, Ares-Serono Group, Ness Ziona,
Israel) ble tilsatt til cellene med en virusbelastning pa opptil 2x10” TU/ml (ferste
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infeksjon). Transduksjonen ble gjentatt 24 timer senere (annen infeksjon).
Infeksjonseffektiviteten ble bestemt ut fra celleekspresjonen av CXCR4 ved
anvendelse av spesifikt anti-human CXCR4-PE (12GS, BD Pharmingen, San Diego,
CA) og GFP (FL1-kanalen) ved vaeskestreamscytometrisk analyse (Kollet 2002
blood bind 100 side 2778) (FACSCalibur, Becton Dickinson (BD), San Jose, CA)
72 timer etter transduksjonen. Kontrollcellene ble dyrket under de samme
betingelser som de transduserte cellene uten behandling med lentivirusvektorer.

Det ble funnet at bdide CB- og MPB-CD34"-celler viste hoy
transduksjonseffektivitet vurdert ved vaskestramscytometri og nddde 70 % GFP-
positive celler i GFP-vektor (kontroll)-transduserte celler og 50 % i CXCR4-
transduserte celler (fig. 2A - ovre felt). Videre var CXCR4-infiserte CD34"-celler
87+2,7 % (CB) og 80+4 % (MPB) positive for ekspresjon av CXCR4 pa
celleoverflaten, mens kun 28+3,1 % av bade CB- og MPB-CD34"-celler infisert
med GFP-vektoren uttrykte endogen CXCR4, et nivd som tilsvarer nivdet hos ikke-
transduserte celler (kontrollceller) (fig. 2A - nedre felt (representativt) og B). Det er
av interesse at CXCR4-transduserte celler viste en hoyere gjennomsnittelig
fluorescensintensitet (MFI) pé 89,4, sammenlignet med 10,2 for GFP-
vektortransduserte celler (fig. 2C). Den intracellulere ekspresjonen av CXCR4 var
imidlertid lavere enn i de tilsvarende kontrollceller (GFP) (fig. 2C). Det er & merke
seg at celler transdusert med CXCR4-vektoren hadde ferre GFP"-celler, i samsvar
med tidligere rapporter som viser redusert ekspresjonsniva av gener som er plassert
nedstrems for et IRES®’.

Disse resultatene viser at bAide CB- og MPB-CD34"-celler med hell kan
transduseres med lentivirusvektorer med hoy ekspresjon av CXCR4-transgenet.

EKSEMPEL 2

CXCR4-overuttrykkende humane CD34"-celler bibeholder sitt in vitro-
differensieringspotensial og transgenekspresjonen.

Stamceller og forlaperceller er i stand til in vitro-flerlinjedifferensiering til bade
myeloide og erytroide cellelinjer ndr de tilferes en egnet cytokinblanding (Metcalf,
d, recent results in cancer research, 1977, bind 61, s. 1). Vi undersgkte derfor
virkningen av transgenekspresjonen pé de transduserte cellenes evne til &
differensiere in vitro til de differensierte cellelinjene.

Eksperimentelle fremgangsmadter

CFU-analyse - For & pdvise nivdet av humane forleperceller samt opprettholdt
transgenekspresjon etter transduksjon i ex vivo-kulturer ble halvfast dyrking utfor
tsom beskrevet tidligere’>. Kort beskrevet ble CB-CD34" -transduserte celler (3x10°
celler/ml) utsddd i 0,9 % metylcellulose (Sigma), 30 % FCS, 5x10°M 2ME, 50
ng/ml SCF, 5 ng/ml IL-3, 5 ng/ml GM-CSF (R&D) og 2 u/ml erytropoietin (Orto
Bio Tech, Don Mills, Canada). Kulturene ble inkubert ved 37°C i den fuktiggjorte
atmosfaere som inneholdt 5 % CO; og ble analysert 14 dager senere ved
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fasekontrastmikroskopi for GFP", si vel som for myeloide eller erytroide kolonier
ut fra morfologiske kriterier.

Det ble funnet at transgenekspresjonen ikke pavirket cellenes evne til & differensiere
mot den myeloide og erytroide cellelinje. Transduserte CD34"-celler (bade
kontrollceller og CXCR4-celler) viste flercellelinjedifferensiering til GFP*-CFC-
kolonier, f.eks. burst-forming unit-erytroide (BFU-E)-kolonier og colony-forming
unit-granulocytt-makrofag (CFU-GM)-kolonier, vurdert ut fra
fasekontrastmikroskopi pa dag 14 (fig. 3A). Antall GFP*-CFC-kolonier som var
transdusert med kontrollvektoren var to ganger hayere enn GFP*-CFC-kolonier
transdusert med CXCR4-vektoren, i samsvar med den lavere prosentandel av GFP"-
celler etter transduksjon med denne vektoren (fig. 3B). Det er av interesse at mens
béde kontrollceller og CXCR4-transduserte celler ga det samme antall CFU-GM-
kolonier var det en 25 % (p=0,004) reduksjon av BFU-E-kolonier dannet fra
CXCR4-transduserte celler (fig. 3B), noe som bekrefter tidligere funn av Gibellini
et al. som viser at SDF-1/CXCR4-interaksjoner undertrykker differensiering av den
erytroide cellelinje. Videre viste MPB-CD34"-CXCR4-transduserte celler en hoyere
prosentandel (2,9 %) av CD34"/CD387/-populasjonen, sammenlignet med 0,5 % i
kontrollceller. Denne virkningen ble ikke observert for CB-CD34"-celler (fig. 3C).
CXCR4-transduksjon kan felgelig gi en bedre bevaring og/eller ekspandering av
den primitive CD34"/CD38/"*'-populasjon.

EKSEMPEL 3

CXCR4 uttrykt pa transduserte CD34"-celler er funksjonelt.

Kjemokiner induserer cellemotilitet ved & aktivere n kaskade av intracellulere
begivenheter som farer til cytoskjelettrearrangering, szrlig aktinpolymerisering’*.
Som et middel for bestemmelse av den innsatte resptors funksjonalitet undersekte vi
virkningen av CXCR4-overekspresjon pd SDF-1-indusert aktivering av
motilitetsmaskineriet.

Eksperimentelle fremgangsmadter

Aktinpolymeriseringsanalyse - Transduserte celler ble stimulert med SDF-1a (300
ng/ml, Peprotech, Rocky Hill, NJ) i serumfritt RPMI ved 37°C i de angitte tidsrom.
Reaksjonen ble stanset ved tilsetning av 3 volumer 3,7 % paraformaldehyd ved
romtemperatur i 10 min., fulgt av vask med PBS og permeabilisering pa is i 2 min.
med 0,1 % Triton-Hepes (20 mM Hepes, 300 mM sukrose, S0 mM NaCl, 3 mM
MgCl,, 0,1 % Triton). Cellene ble sé farget med FITC-falloidin (2 mg/ml, Sigma) i
30 min. ved romtemperatur, vasket og analysert ved vaeskestremscytometri.

Migreringsanalyse - RPMI (600 pl) tilsatt 10 % FCS og 125 ng/ml SDF-1a ble
tilsatt til nedre kammer i en Costar 24-bronners transbregnnplate (Corning
(porestorrelse S pm), NY). 1 x 10° transduserte CD34"-celler i 100 pl medium ble
fylt i evre kammer og fikk migrere i 4 timer ved 37°C. Migrerende celler ble
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oppsamlet fra nedre kammer og talt i 30 sek. ved anvendelse av en FACSCalibur.
Den spontane kontrollmigrasjonen ble utfort uten SDF-1a i nedre kammer.

Vi fant at CB-CD34 -celler viste en topp av aktinpolymerisering etter 30 sek.
stimulering med SDF-1 (fig. 4A). P4 dette tidspunkt viste CXCR4-overuttrykkende
celler en 340,11 (p<0,001) gangers gkning av aktinpolymeriseringen mot en
1,5+0,07 (p=0,002) gangers gkning hos kontrollcellene, sammenlignet med ikke-
stimulerte celler (fig. 4A). I lys av disse resultatene undersekte vi migrasjonsevnen
til CXCR4-transduserte CB- og MPB-CD34"-celler mot en gradient av SDF-1 (125
ng/ml) i en transbrenn-migrasjonsanalyse. Celler som overuttrykte CXCR4 viste en
signifikant forheyet respons pd SDF-1-formidlet kjemotaksis pa 1,5+0,04 (p<0,001)
ganger for CB og 2,3+0,3 (p=0,03) ganger for MPB, sammenlignet med
kontrollvektortransduserte celler (fig. 4B). Sett under ett tyder disse resultatene pd
at overekspresjon av CXCR4 pa humane anrikede CD34"-forleperceller forer til
forheyet SDF-1-indusert signalisering, noe som forer til gkt cellemotilitet.

EKSEMPEL 4

CXCR4-transduserte CD34"-celler responderer mer pa lave SDF-1-
konsentrasjoner.

Man tenkte seg at overekspresjon av CXCR4 pad CD34"-celler kan gjore dem mer
responderende overfor lave SDF-1-konsentrasjoner. For & analysere dette ble in
vitro-migrering av transduserte celler utfert mot forskjellige SDF-1-
konsentrasjoner. Videre har lave konsentrasjoner av kjemokinet SDF-1 i synergi
med cytokiner blitt vist 4 forsterke proliferasjonen av humane CD34"-celler, s vel
som overlevelse av bade humane forlgperceller og museforlgperceller” 2%,
Virkningen av SDF-1 i lave konsentrasjoner pd proliferasjonen av CXCR4-

overuttrykkende celler ble folgelig malt.

Eksperimentelle fremgangsmater

Migrasjonsanalyse - som beskrevet tidligere (12). Kort beskrevet ble RPMI (600
pl) tilsatt 10 % FCS og inneholdende enten 10 ng/ml eller 125 ng/ml SDF-1a tilsatt
til nedre kammer i en Costar 24-brenners transbrennplate (Corning (poresterrelse 5
pum), NY). 1 x 10° transduserte CD34"-celler i 100 pl medium ble fylt i ovre
kammer og fikk migrere i 4 timer ved 37°C. Migrerende celler ble oppsamlet fra
nedre kammer og talt i 30 sek. ved anvendelse av en FACSCalibur. Kontrollméling
av spontan migrasjon ble utfert uten SDF-1a i nedre kammer.

Proliferasjonsanalyse - Etter en 96-timers transduksjonsfremgangsméte ble CB-
CD34"-celler dyrket i 7 dager i duplikat i serumfritt medium tilsatt 50 ng/ml SFC,
50 ng/ml FLT-3L og 50 ng/ml IL-6 i nerver eller fraveer av 50 ng/ml SDF-1.
Cellene ble talt daglig, og levedyktigheten ble evaluert ved trypanblétteksklusjon.

Det ble funnet at allerede ved lave konsentrasjoner av SDF-1 (10 ng/ml) hadde
migrasjonen av CB-CXCR4-transduserte celler nddd et toppniva pé 25 %,
tilsvarende migrasjonen av disse cellene ved hgy SDF-1-konsentrasjon (125 ng/ml).
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Som vist i fig. 4B viste ved lave konsentrasjoner av SDF-1 (10 ng/ml) CXCR4-
infiserte celler isolert fra human CB opptil 2,5 ganger (p<0,05) gkning av
migrasjonen, sammenlignet med de tilsvarende kontrollvektortransduserte cellene,
mens denne gkningen ved hgyere SDF-1-konsentrasjoner (125 ng/ml) var mindre
fremtredende (1,5 ganger). Selv om prosentandelen av migrerende celler var mye
lavere enn for CB-CD34"-celler viste p4 tilsvarende mate CXCR4-transduserte
MPB-CD34"-celler en 2,6 (p=0,05) gangers ekning av migrasjonen mot 10 ng/ml
SDF-1, sammenlignet med to gangers gkning for 125 ng/ml SDF-1 (fig. 4B). Videre
ble det ved méling av proliferasjon av CXCR4-overuttrykkende celler over et
tidsrom pa 7 dager observert at CXCR4-transduserte CB-CD34"-celler nesten hadde
fordoblet det utsddde antall (p<0,05) allerede 48 timer etter utsdingen, og denne
virkningen kunne observeres i opptil 7 dager (p=0,001) i kultur. Kontrollceller
hadde imidlertid kun forheyet sitt celletall pa dag S med opptil 1,2+0,005 ganger,
og pa dag 7 var celletallet falt til under den opprinnelige utsddde mengde (fig. SA).
Det er & merke seg at denne forsterkende proliferative virkningen av CXCR4-
overuttrykkende celler ikke ble pévist ved hoyere konsentrasjoner av SDF-1 (100
ng/ml) (resultater ikke vist). Lengre tid i kultur ferte til celledifferensiering, noe
som utelukker muligheten for celluler transformasjon etter lentivirustransduksjon.
Sett under ett viser vare resultater at overekspresjon av CXCR4 pi CD34 -celler
forsterker cellenes respons pd lave SDF-1-konsentrasjoner og gker béde cellenes
motilitet og deres proliferasjon/overlevelse, med en lavere respons pa haye
konsentrasjoner sammenlignet med kontrollceller.

EKSEMPEL §:

CXCR4-overuttrykkende celler responderer mindre pi SDF-1-indusert
desensitivisering.

Det har blitt vist at SDF-1 i heye konsentrasjoner (1 pg/ml og hoyere) induserer
desensitivisering og internalisering via endocytose av CXCR4-molekylet pa
celleoverflaten, som eventuelt kan resykleres til celleoverflaten®’. Vi analyserte
derfor virkningen av heye SDF-1-konsentrasjoner pd celler som overuttrykker
CXCRA4.

Eksperimentelle fremgangsmater

CXCR4-ekspresjon pa celleoverflate - CXCR4-transduserte CB-CD34 -celler ble
inkubert over natten med 1 pg/ml SDF-1. Ekspresjonen av CXCR4 pé
celleoverflaten ble bestemt ved & merke cellene med anti-humant CXCR4-PE
(12GS, BD Pharmingen, San Diego, CA) og analyse ved vaskestromscytometri
(FACSCalibur, Becton Dickinson (BD), San Jose, CA).

Migrasjonsanalyse - RPMI (600 pl) tilsatt 10 % FCS og 125 ng/ml SDF-1a ble
tilsatt til nedre kammer i en Costar 24-brenners transbrennplate (Corning
(poresterrelse 5 um), NY). 1 x 10° transduserte CD34"-celler i et 100 pl medium ble
fylt i evre kammer og fikk migrere i 4 timer ved 37°C. Migrerende celler ble



10

15

20

25

30

35

40

335515

33

oppsamlet fra nedre kammer og talt i 30 sek. ved anvendelse av en FACSCalibur.
Kontrollméaling av spontan migrasjon ble utfert uten SDF-1a i nedre kammer.

CXCR4-transduserte CB-CD34 -celler ble inkubert over natten med 1 pg/ml SDF-1
og analysert for ekspresjon av CXCR4 pa celleoverflaten. Uventet var det bare en
40 % (p<0,05) reduksjon av ekspresjonen av reseptoren pa celleoverflaten hos
CXCR4-overuttrykkende celler, mens det i kontrollceller var opptil 90 % (p<0,05)
internalisering av reseptoren (fig. 5Bi). Etter denne desensitiviseringen ble cellene
ogsd analysert in vitro for retningsstyrt migrasjon mot en SDF-1 (125 ng/ml)-
gradient. Kontrollcellene viste en signifikant (p<0,05) reduksjon i SDF-1-formidlet
migrasjon, mens migrasjonen av CXCR4-transduserte celler knapt ble pévirket (fig.
5Bii). Dette tyder pé at internaliseringen av CXCR4 kompenseres av en konstant
overekspresjon av reseptoren, som kontinuerlig forblir funksjonell.

EKSEMPEL 6:

CXCR4-overekspresjon forbedrer SRC-implantering i NOD/SCID-mus.

For & anslé virkningen av overekspresjon av CXCR4 pa den SDF-1/CXCR4-
avhengige implantering av humane CB-CD34"-celler ble transduserte forlaperceller
transplantert inn i NOD/SCID-mus.

Eksperimentelle fremgangsmadter

Mus. NOD/LtSz-Prkdcscid (NOD/SCID)-mus ble oppalt og holdt som beskrevet
tidligere'®. Alle eksperimenter var godkjent av dyrestellkomiteen ved Weizmann-
instituttet. Atte-ti uker gamle mus ble subletalt bestrilt (375 ¢Gy fra en 80Co-kilde)
og transplantert med humane celler som angitt [2x10° celler/mus (transplantasjon)
og 5x10° celler/mus ("homing”)] 24 timer etter bestralingen.

Implantering og "homing” av humane celler - Musene ble avlivet tilnermet fem
uker etter transplantasjonen, og beinmarg og miltceller ble hastet og resuspendert i
encellesuspensjon. Implantering av humane celler ble analysert ved
vaskestramscytometri (FACSCalibur, BD) ved anvendelse av spesifikt,
monoklonalt anti-human CD45-APC mAb (BD Pharmingen). Cellelinjeanalysen ble
utfort ved farging med anti-CD19-PE (BD Pharmingen) eller anti-CD33-PE (BD).
Den mer primitive cellepopulasjonen ble analysert ved anvendelse av CD34-APC
mAb (BD Pharmingen) sammen med anti-CD38-PE (BD). Humane celler ble ogsé
analysert for GFP-ekspresjon (FL1-kanalen). Human plasma og muse-IgG ble
anvendt for blokkering av Fc-reseptorer. Isotypekontrollantistoff og celler erholdt
fra mus som ikke gjennomgikk transplantasjonen ble anvendt som negative
kontroller, og humane CB-CD34"-celler ble anvendt som positive kontroller,

Vi fant at CXCR4-transduserte celler viste en forhoyet implantering av humane
celler i BM hos mus pa opptil 4+0,7 (p=0,001) ganger for CB-CD34"-celler,
sammenlignet med kontrollceller (fig. 6Ai). P4 tilsvarende méte viste CXCR4-
transduserte celler en 2,7+0,8 (p=0,05) gangers okt repopulasjon av milten (fig.
6Aii). det er av interesse at ingen signifikante forskjeller ble observert néir det gjaldt
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antall sirkulerende humane celler i mus transplantert med kontrollceller eller
CXCR4-transduserte celler (fig. 6Aiii). Videre viser en representativ FACS-farging
med monoklonale CD19- og CD33-antistoffer at multilinje-hematopoese til
lymfoide og myeloide populasjoner ble opprettholdt i BM hos mus (fig. 6B), med en
tendens mot mer B-cellelymfopoiese i mus transplantert med CXCR4-transduserte
celler (fig. 6C), sannsynligvis siden SDF-1 ogsd er en Pre-B-cellevekstfaktor.
Videre ble gjennomsnittelig 36 % + 19 % (omride 7,5 % til 77 %) av CD45"-
cellene funnet & uttrykke GFP (fig. 6B). Transgen ekspresjon ble ogsé pavist i bade
myeloide og lymfoide populasjoner (fig. 6B). Mus transplantert med CXCR4-
overuttrykkende celler viste en fire gangers gkning av den primitive

CD34'/CD38 /™ -cellepopulasjonen, sammenlignet med mus injisert med
kontrollvektortransduserte celler (fig. 6D), noe som tyder pa at det hoyere
implanteringsnivd av CXCR4-overuttrykkende celler skyldes en forheyet
repopulasjon av den mer primitive cellepopulasjon.

Det har tidligere blitt vist at “homing” av umodne humane CD3438/*'-CXCR4"-
celler til milt og BM hos mus avhenger av CXCR4/SDF-1-interaksjoner'®. Det ble
derfor videre undersekt hvorvidt overekspresjon av CXCR4 pa humane CD34'-
celler kunne forbedre "homing” av cellene til BM og milt hos subletalt bestrilte
NOD/SCID-mus. Det ble observert at 2 timer (CB) eller 16 timer (MPB) etter
transplantasjonen viste CXCR4-transduserte celler en mer enn to gangers forhoyet
”homing” til milten, sammenlignet med de tilsvarende kontrollcellene (fig. 6E).
Disse forskjellene ble imidlertid ikke observert nér det gjaldt evne til "homing™ til
BM (resultater ikke vist). Disse resultatene tyder pd at CXCR4-transduserte celler
forst kan vandre i kort tid til milten for repopulasjon (5 uker etter transplantasjonen)
av BM, som tidligere foreslatt'®.

EKSEMPEL 7:

Antigene determinanter pa overuttrykt CXCR4.

I et forste sett av eksperimenter analyserte vi binding av det monoklonale antistoff
6H8, som er spesifikt for aminosyrerestene 22-25 i human CXCR4-a - et sete som er
lokalisert innen det forste, N-terminale, ekstracellulere domenet i CXCR4 (fig. 7),
til enten kontroll-GFP-transduserte CD34 -celler fra navlesnorblod eller CXCR4-
overuttrykkende CD43"-celler. Vi fant at GFP (kontroll)-transduserte CB-CD34"-
celler, som kun uttrykker endogen CXCR4, ikke bandt det monoklonale antistoff
6HS, trass i at de bandt det monoklonale antistoff 12GS5 (ikke vist), som bindes til
det andre ekstracellulere domenet i human CXCR4, mens CXCR4-overuttrykkende
CB-CD34"-celler ga positiv farging med bide antistoff 12GS5 og antistoff 6HS.
Disse resultatene tyder pd at overekspresjon av CXCR4 delvis forhindrer
adeleggelse eller klagyving av 6H8-epitopen, som har blitt vist & spille en rolle i
CXCR4-kjemotaksisfunksjonen (Brelot et al., J. Biol. Chem. 275:23736-23744).

I et andre sett av eksperimenter fulgte vi bindingen av de monoklonale antistoffene
6H8 og 12GS5 til humane celler isolert fra BM fra NOD/SCID-mus transplantert med
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enten kontrollceller eller CXCR4-overuttrykkende CB-CD34"-celler (fig. 8). Vi fant
at humane celler isolert fra kimer BM hos mus som bar humane CXCR4-
overuttrykkende celler viste en hayere prosentandel av celler som var positive for
béde 6H8 og 12GS5 enn i kimaer BM fra mus med humane kontrollceller. Siden
kontroll-GFP-barende celler viste en klar gdeleggelse av 6H8-epitopen var det
videre ingen odeleggelse hos GFP-barende, CXCR4-overuttrykkende celler, noe
som viser at det ogsé er mindre adeleggelse in vivo av 6H8-epitopen i de
overuttrykkende cellene.

Selv om oppfinnelsen har blitt beskrevet i forbindelse med spesifikke utforelser av
den er det dpenbart at mange alternativer, modifikasjoner og variasjoner vil vare
apenbare for fagfolk. Folgelig er det meningen at alle slike alternativer,
modifikasjoner og variasjoner som ligger innenfor de vedlagte kravs &nd og brede
omride omfattes av oppfinnelsen. I tillegg ber sitering eller identifisering av
hvilken som helst referanse i den foreliggende patentsgknad ikke oppfattes som en
innrgmmelse av at en slik referanse er tilgjengelig som teknikkens stand for
foreliggende oppfinnelse.
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PATENTKRAV

1. In vitro fremgangsmate for fremstilling av en populasjon av celler som
omfatter hematopoetiske stamceller anriket med umodne, primitive forlgperceller,
karakterisert ved atden omfatter innforing av et DNA-fragment som
omfatter sekvensen til CXCR4 i oppsamlede stamceller.

2. Fremgangsmaéte ifelge krav 1,

karakterisert ved atcellepopulasjonen viser forbedret SDF-1 indusert
cellemigrasjon som respons pa en konsentrasjon av SDF-1 som er lik eller lavere
enn tilnermet 50 ng/ml.

3. Fremgangsmate ifolge krav 1,
karakterisert ved atcellepopulasjonen viser forbedret SDF-1 indusert

cellemigrasjon som respons pé er en konsentrasjon av SDF-1 som er lik eller hoyere

enn tilnermet 1 pg/ml.

4. Fremgangsmaéte ifelge krav 1,

karakterisert ved atcellepopulasjonen viser en reduksjon i
desensitivisering ved SDF-1 som respons pé er en konsentrasjon av SDF-1 som er
lik eller hoyere enn tilnermet 1 pg/ml.

S. Fremgangsmate ifolge krav 1,
karakterisert ved atdeumodne, primitive forlgpercellene er fra
CD34"/CD387/™ -cellelinjen.

6. Fremgangsmate ifolge krav 1,

karakterisert ved atoppsamlingen av stamcellene oppnés etter en
fremgangsmaéte for induksjon av stamcellemobilisering og/eller omfatter en
kirurgisk fremgangsmate.

7. Fremgangsmaéte ifelge krav 1,
karakterisert ved atden videre omfatter isolering ved FACS av

stamceller med et CXCR4-niva som ligger over en pé forhdnd bestemt terskelverdi.

8. Fremgangsmate ifolge krav 1,
karakterisert ved atstamcellene kan differensiere mot den myeloide og
den erytroide cellelinje.
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9. Fremgangsmate ifolge krav 5,
karakterisert ved atmengdenavumodne, primitive forlgperceller fra
CD34"/CD387/™ -linjen er tilnermet 1-5 % av populasjonen.

10.  Fremgangsméte ifolge krav 5,

karakterisert ved atdeumodne, primitive forlepercellene fra
CD34"/CD38 /™ -linjen foreligger i en mengde som er lik eller hoyere enn tilnermet
3 % av populasjonen.

11.  Cellepopulasjon omfattende hematopoetiske stamceller anriket med umodne,
primitive forlaperceller som viser forbedret sSSDF-1 indusert cellemigrasjon om
respons pa en konsentrasjon av SDF-1 som er lik eller lavere enn tilnarmet 50
ng/ml eller er lik eller hoyere enn tilnermet 1 pg/ml, fremstilt ved & innfore et
DNA-fragment som omfatter sekvensen til CXCR4 inn i stamcellene som resulterer
fra overekspresjon av CXCR4 pé stamcellene.

12.  Cellepopulasjon ifelge krav 11,
karakterisert ved atcellene kan differensiere mot den myeloide og den
erythroide linje.

13.  Cellepopulasjon ifelge krav 11,
karakterisert ved atdeumodne, primitive forlepercellene er fra
CD34"/CD38" -linjen.

14.  Cellepopulasjon ifelge krav 13,
karakterisert ved atmengdenavumodne primitive forleperceller av
CD34"/CD38"™ _linjen er tilna@rmet 1-5 % av populasjonen.

15.  Cellepopulasjon ifelge krav 13,
karakterisert ved atmengdenavumodne primitive forleperceller av
CD34'/CD38™ -linjen er tilnzrmet eller hoyere enn 3 % av populasjonen.

16.  Anvendelse av en cellepopulasjon omfattende hematopoetiske stamceller
ifelge ethvert av kravene 11-15, for fremstilling av et medikament for forhayet
”homing” av de hematopoetiske stamcellene til et mélvev hos et individ med behov
for dette, der méalvevet er utvalgt fra gruppen som bestir av beinmarg, blodkar,
hjerte, lunge, lever, bukspyttkjertel, nyre, nervesystem, hud, bein og skjelettmuskel.
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17.  Anvendelse av en cellepopulasjon ifalge ethvert av kravene 11-15, for
fremstilling av et medikament for forheyet repopulasjon av et mélvev i et individ
med behov for dette, der malvevet er utvalgt fra gruppen som bestar av beinmarg,
blodkar, hjerte, lunge, lever, bukspyttkjertel, nyre, nervesystem, hud, bein og
skjelettmuskel.

18.  Anvendelse av en cellepopulasjon ifalge ethvert av kravene 11-15 i
fremstillingen av et medikament for & muliggjere transplantasjon.

19.  Anvendelse ifolge krav 18, hvori transplantasjonen folger etter
kjemoterapeutiske fremgangsmadter.

20.  Anvendelse ifolge krav 18, hvori transplantasjonen er autolog.

21.  Anvendelse ifelge krav 20, hvori transplantasjonen omfatter mobilisering av
autologe celler.

22.  Anvendelse ifelge krav 18, hvori transplantasjonen er heterolog.

23.  Anvendelse ifolge krav 18, hvori transplantasjonen utfores med mobiliserte
stamceller.

24.  Cellepopulasjon omfattende hematopoetiske stamceller ifalge ethvert av
kravene 11-15, for anvendelse for & forhaye “homing” av de hematopoetiske
stamcellene til et malvev hos et individ med behov for dette.

25.  Cellepopulasjon ifalge ethvert av kravene 11-15, for anvendelse for &
forheye repopulasjon av et mélvev i et individ med behov for dette.

26.  Cellepopulasjon ifalge ethvert av kravene 11-15 for anvendelse ifalge krav
24 eller 25, hvori nevnte mélvev er valgt fra gruppen som bestér av beinmarg,
blodkar, hjerte, lunge, lever, bukspyttkjertel, nyre, nervesystem, hud, bein og
skjelettmuskel.

27.  Cellepopulasjon ifalge ethvert av kravene 11-15 for anvendelse for &
muliggjere transplantasjon.
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28.  Cellepopulasjon ifalge ethvert av kravene 11-15 for anvendelse ifalge krav
27, hvori transplantasjonen folger etter kjemoterapeutiske fremgangsmaéter.

29.  Cellepopulasjon ifelge ethvert av kravene 11-15 for anvendelse ifolge krav
27, hvori transplantasjonen er autolog.

30.  Cellepopulasjon ifelge ethvert av kravene 11-15 for anvendelse ifelge krav
29, hvori transplantasjonen omfatter mobilisering av autologe celler.

31.  Cellepopulasjon ifelge ethvert av kravene 11-15 for anvendelse ifolge krav
27, hvori transplantasjonen er heterolog.

32.  Cellepopulasjon ifelge ethvert av kravene 11-15 for anvendelse ifelge krav
27, hvori transplantasjonen utferes med mobiliserte stamceller.

33.  Invitro fremgangsméte for fremstilling av en cellepopulasjon som omfatter
hematopoetiske stamceller som fremviser CXCR4 med intakt 6H8-epitop,
karakterisert ved atden omfatter innforing av et DNA-fragment som
omfatter sekvensen til CXCR4 i stamcellene.

34.  Cellepopulasjon omfattende hematopoetiske stamceller som omfatter intakt
CXCR4 6H8-epitop,

karakterisert ved atdener fremstilt ved & innfore et DNA-fragment som
omfatter sekvensen til CXCR4 inn i stamcellene som resulterer i overekspresjon av
CXCR4 pé stamcellene.

35.  Anvendelse av en cellepopulasjon ifelge ethvert av kravene 11-15, for
fremstilling av et medikament for transplantasjon.

36. Cellepopulasjon ifelge ethvert av kravene 11-15 for anvendelse i
transplantasjon.

37.  Farmasgytisk preparat,

karakterisert ved atdetomfatter en populasjon av hematopoetiske
stamceller som omfatter stamceller som fremviser intakt CXCR4 6H8-epitop,
fremstilt ved & innfere et DNA-fragment som omfatter sekvensen til CXCR4 inn i
stamcellene som resulterer i overekspresjon av CXCR4 pé stamcellene.
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Figure 2
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Figure 3:
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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