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(57) Sammendrag:

Der beskrives rekombinante retrovira, der bazrer en vektorkonstruk-
tion, der er i sta'nd til at forhindre, hzmme, stabilisere eller
vende forlgbet af infektions-, krazft- eller autoimmunsygdomme. De
rekombinante retrovira ifelge den foreliggende opfindelse er mere
specifikt nyttige til (a) stimulering af et specifikt immunrespons
overfor et antigen eller et patogent antigen, (b) hamning af en
funktion af et patogent agens, sasom et virus, og (c) hamning af
vekselvirkningen mellem et agens oé en vartscellereceptor. Dertil
kommer eukaryote cel]er,_der er inficeret med, og farmaceutis’k’\e
sammensatninger, der indeholder siddan et rekombinant retrovirus. Der
beskrives endvidere forskellige fremgangsmader til fremstilling af
rekombinante retrovira med enestdende karakteristika, samt frem-
gangsmader til fremstilling af transgene indpakningsdyr el]erl'
-insekter. !
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Teknisk omrade

Den foreliggende opfindelse angar generelt retrovirus og mere specifikt re-
kombinant retrovirus, der er i stand til at levere vektorkonstruktioner til mod-
tagelige malceller. Sadanne vektorkonstruktioner er typisk udformet saledes,
at de udtrykker de enskede proteiner i malceller, f.eks. proteiner, der stimule-
rer immunogen aktivitet eller som er betinget aktive i et defineret cellemiljo.

Opfindelsens baggrund

Selvom bakterielle sygdomme generelt er lette at behandle med antibiotika,
eksisterer der meget fa effektive behandlinger eller profylaktiske foranstalt-
ninger til mange virus-, kraeft- og andre ikke-bakterielle sygdomme, herunder
genetiske sygdomme. Traditionelle forseg pa at behandle sadanne sygdom-
me har involveret anvendelse af kemiske medikamenter. Generelt har disse
medikamenter manglet specificitet, de har udvist hej generel toksicitet og har
saledes veeret terapeutisk ineffektive.

En anden klassisk teknik til behandling af en raekke ikke-bakterielle sygdom-
me omfatter, at der fremkaldes et immunrespons overfor et patogent agens,
sasom et virus, gennem indgivelsén af en ikke-infektigs form af agenset, sa-
som et draebt virus, hvorved der tilvejebringes antigener fra det patogene
agens, som vil virke som immunstimulant.

En nyere fremgangsmade til behandling af viralt fremkaldte sygdomme, sa-
som erhvervet immundefekt syndrom (AIDS) og beslaegtede lidelser, omfat-
ter blokering af receptorer pa de celler, der er modtagelige overfor infektion
med HIV, mod modtagelse eller dannelse af et kompleks med virale kappe-
proteiner. F.eks. er det i Lifson et al., (Science 232:1123-1127, 1986) blevet
pavist, at antistoffer mod CD4 (T4) -receptorer haemmede cellefusion (syncy-
tia) mellem inficerede og ikke-inficerede CD4-fremvisende celler in vitro. En
lignende CD4-blokerende virkning under anvendelse af monoklonale antistof-
fer er foreslaet af McDougal et al., (Science 231:382-385, 1986). Alternativt
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har Pert et el., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:9254-9258, 1986) beskrevet
anvendelse af syntetiske peptider til at binde T4-receptorer og blokere HIV-
infektion i human T-celler, medens Lifson et al., (J. Exp. Med. 164:2101,
1986) har beskrevet blokering af savel syncytia som virus/T4-celiefusion un-
der anvendelse af et lectin, der vekselvirker med et viralt kappe-glycoprotein,
hvorved det blokeres til ikke at blive modtaget af CD4-receptorer.

En fjerde og nyere teknik til haemning af et patogent agens, sasom et virus,
der transkriberer RNA, omfatter tilvejebringelse af antisens-RNA, der kom-
plementerer mindst en del af det transkriberede RNA og binder sig dertil, sa-
ledes at translation haammes (To et al., Mol. Cell. Biol. 6:758, '1986).

De ovenfor beskrevne teknikker er imidiertid szerdeles utilstreekkelige deri, at
de ikke er umiddelbart anvendelige til styring af tid, lokalisering eller det om-
fang, i hvilket medikamentet, antigenet, det blokerende middel eller antisens-
RNA anvendes. Navnlig responderer de ikke direkte pa neerveer af det pato-
gene agens, navnlig eftersom ovennzevnte teknikker forudsaetter eksogen
brug af behandlingsmidlet (dvs. eksogen i forhold til praven i en in vitro situa-
tion). Det kan eksempelvis vaere gnskeligt at have en immunstimulant udtrykt
i stigende maengder umiddelbart efter infektion med det patogene agens.
Dertil kommer, at ved antisens-RNA vil der kreeves store maengder til nyttig
behandling af dyr, hvilket med de til radighed veaerende teknikker vil blive ind-
givet uden hensyntagen til den lokalisering, hvor der faktisk er behov for det,
det vil sige, ved de celler, der er inficerede med det patogene agens.

Som et alternativ til eksogen brug er der blevet foreslaet teknikker til endogen
tilvejebringelse af behandlingsmidler. Mere specifikt er der blevet undersegt
proteiner, der er udtrykt fra virale vektorer baseret pa DNA-vira, sasom ade-
novirus, simianvirus 40, kvaegpapilloma og vaccinia vira. Eksem.pelvis har
Panicali et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:5364, 1983) indfart influenzavi-
rus-haemaglutinin og hepatitis-B-overfladeantigener i vaccinia-genomet og
inficeret dyr med de viruspartikler, der fremstilles ud fra sddanne rekombi-
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nante gener. Efter inficering udviklede dyrene immunitet overfor bade vacci-

" niavirus og hepatitis-B-antigenet.

Imidlertid er man stedt pa en raekke vanskeligheder i forbindelse med virale
vektorer baseret pa DNA-vira. Sadanne vanskeligheder bestar i {(a) produkti-
on af andre virale proteiner, der kan faere til patogenese elier suppression af
det gnskede protein; (b) vektorens evne til ukontrollabelt at replikere sig i
vaerten, og den patogene virkning af sadan ukontrollabel replikation; (c) naer-
veer af vildtype-virus, hvilket kan fare tit viremia; og (d) den transitoriske natur
af ekspressionen i disse systemer. Disse vanskeligheder har faktisk udeluk-
ket anvendelse af virale vektorer baseret pd DNA-vira til behandling af virus-,
kraeft- og andre ikke-bakterielle sygddmme, herunder genetiske sygdomme.

Pa grund af den ikke-transitoriske art af retroviras ekspression i inficerede
malceller er de blevet forslaet som egnet vehikel til behandling af genetiske
sygdomme (jvf. f.eks. F. Ledley, The Journal of Pediatrics 110:1, 1987). | be-
tragtning af en raekke problemer er anvendelsen af retrovira til behandling af
genetiske sygdomme imidlertid ikké blevet forsggt. Sadanne problemer an-
gar (a) det abenbare behov for at inficere et stort antal cetler i utilgeengelige
veev (f.eks. hjernevaev); (b) behovet for at fa vektorerne til at udtrykke sig pa
en meget kontrolleret og permanent made; (c) manglen pa klonede gener; (d)
den irreversible skade pa vaev og.organer som falge af metaboliske abnormi-

teter; og (e) tilgeengeligheden af andre delvis effektive behandlinger i visse

tilfeelde. -

Udover til behandling af genetiske sygdomme har andre forskere overvejet at
anvende retrovirale vektorer til behandling af ikke-genetiske sygdomme (jvf.
f.eks. EP 243.204 - Cetus Corporation; Sanford, J. Theor. Biol. 130:469,
1988; Tellier et al., Nature 318:414, 1985, og Bolognesi et al., Cancer Res.
45:4700, 1985.

Det er af Tellier et al. blevet foreslaet at beskytte T-cellekloner ved tilsynela-
dende at inficere stam-celler med "defekt" HIV, som havde et genom, der kan
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udtrykke antisens-RNA til HIV-RNA. Bolognesi et al. har foreslaet, at der
dannes en ikke-virulent HIV-stamme til infektion af stam-celler, saledes at
T4-celler dannet heraf vil baere interfererende ikke-virulente former af virus
og derved beskytte disse celler mod infektion med virulent HIV. Det ser imid-
lertid ud til, at de "svaekkede" eller "defekte” HIV-vira, der anvendtes i begge
de foregdende dokumenter, kan reproducere sig (dvs. de er ikke replika-
tionsdefekte), sdledes at de resulterende vira kan inficere andre celler med
deraf folgende oget risiko for rekombination med tidligere tilstedevaerende
HIV eller andre sekvenser, hvilket vil fere til tab af attenuering. Ikke-
replikative former vil forudsaette en defekt hjelper eller pakningslinie for HIV.
Eftersom styringen af HIV-genekspression er kompleks, er der imidlertid hidtil
ikke blevet fremstillet sddanne celler. Idet de inficerende sveekkede elier de-
fekte vira ikke er kimaere (et "ikke-kimeert" retrovirus er et sadant, hvori i det
vaesentlige hele dets vektor kommer fra den samme retrovirusart), selv hvis
de var gjort replikationsdefekte for eksempel ved deletering af et vaesentligt
element fra deres genomer, eksisterer der stadig en betydelig mulighed for
rekombination i veertscellerne med deraf falgende produktion af infektiese
virale partikler.

Selvom Sanford (J. Theor. Biol. 130:469, 1988) ogséa har foreslaet at anven-
de en genetisk behandiing af HIV, bemaerkes det, at pa grund af det potentia-
le, der eksisterer for skabelse af hidtil ukendte virulente vira via genetisk re-
kombination mellem naturligt AIDS-virus og terapeutiske retrovirale vektorer,
der beaerer anti-HIV-gener, er behandling af AIDS med retroviralt gen ikke
praktisk. Skent McCormick & Kriegler (EP 243,204 A2) har foreslaet anven-
delse af retrovirale vektorer til at levere gener til proteiner, sdsom tumor
necrose-faktor (TNF), har de teknikker, som beskrives deri, ogsa en raekke
ulemper.
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Kort beskrivelse af opfindelsen

Kort sagt er den foreliggende opfindelse rettet delvis pa fremgangmader til
stimulering af et specifikt cellemedieret immuhrespons ved anvendelse af
replikationsdetektive rekombinante retrovira.

Mere specifikt og ifelge et aspekt af den foreliggende opfindelse tilvejebrin-
ges der replikationsdefekt rekombinant retrovirus, som er i stand til at inficere
humanceller som baerer en vektorkonstruktion, som er i stand til at forhindre,
haemme, stabilisere eller vende forlabet af infektions-, kraeft- eller autoim-
munsygdomme, der er ejendommelig ved, at vektorkonstruktionen dirigerer
ekspression af et sygdomsantigen fra et patogent middel eller er et kreeftanti-
gen eller modificeret form heraf i malceller, der er inficeret med retroviruset,
hvilket antigen eller modificeret form heraf er i stand til at stimulere celleme-
dieret immunrespons i et menneske.

Nar et immunrespons skal stimuleres overfor et patogent antigen, er det re-
kombinante retrovirus fortrinsvis udformet til at udtrykke en modificeret form
af antigenet, som vil stimulere et cellemedieret immunrespons og som har
reduceret patogenicitet i forhold til det native antigen.

Navnlig i tilfeelde af sygdomme, der er forarsaget af HIV-infektion, hvor im-
munstimulering er enskelig, er det antigen, som er dannet fra det rekombi-
nante retrovirale genom af en sadan form, at det vil udlase enten eller bade
et HLA-klasse |- ellef klasse ll-begreenset immunrespons. | tilfelde af ek-
sempelvis et HIV-kappeantigen, udvaelges antigenet fortrinsvis blandt gp
160, gp 120 og gp 41, der er blevet modificeret til mindskelse af deres pato-
genicitet. Det udvalgte antigen er navnlig modificeret til mindskelse af risiko-
en for syncytia. Antigener fra andre HIV-gener, sdsom gag, pol, vif, nef, osv.,
kan ogsa tilvejebringe beskyttelse i specielle tilfzelde. ’

Specificitet overfor den patogene tilstand kan ogsa opnas eller yderligere
foreges ved at malrette indtraengningen af de rekombinanter retrovira til de
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celler, der pavirkes af den patogene tilstand. Det vil forstas af den ovensta-
ende omtale og af den foreliggende beskrivelse med krav, at nér der henvi-
ses til, at den virale konstruktion "udtrykker" eller "fremstiller” en substans i
en celle eller lignende, sa menes der faktisk den virkning, som det resulte-
rende provirus har efter revers transkribering af det virale RNA i cellen.

Uanset, pa hvilken made det rekombinante retrovirus udgver sin immunoge-
ne eller haammende virkning som beskrevet ovenfor, foretraekkes det, at det
retrovirale genom er “replikationsdefekt” (dvs. ude af stand tit at reproducere i
celler, der er inficerede dermed). Der vil saledes kun forekomme et enkelt
infektionsstadium i enten in vitro eller in vivo anvendelse, hvorved mulighe-
den for insertional mutagenese mindskes vaesentligt. Det rekombinante re-
trovirus mangler fortrinsvis, og for at bidrage hertil, mindst et af gag-, pol-
eller env-generne. Endvidere er den rekombinante virale vektor fortrinsvis
kimeere (dvs., det gen, der skal frembringe det enskede resultat, stammer fra
en anden kilde end resten af retrovirus'et). En kimeere konstruktion nedseet-
ter yderligere muligheden for rekombinationshaendelser i celler, der er infice-
ret med det rekombinante retrovirus, hvilket kan frembringe et genom, der
kan danne virale partikler.

Ifolge et andet aspekt af den foreliggende opfindelse tilvejebringes ogsa en
fremgangsmade til fremstilling af sddanne rekombinante retrovira, hvori det
retrovirale genom er pakket i et kapsid og kappe, fortrinsvis under anvendel-
se af en "indpaknings"celle. "Indpaknings“cellerne tilvejebringes med viral-
proteinkodende sekvenser, fortrinsvis i form af to plasmider, der frembringer
alle de proteiner, der er nedvendige til produktion af levedygtige retrovirale
partikler, en RNA-viral konstruktion, der vil lede det enskede gen sammen
med et "indpaknings"signal, der vil dirigere indpakningen af RNA i de retrovi-
rale partikler.

Nedenfor beskrives en razkke teknikker til fremstilling af rekombinante retrovi-
ra, der kan lette:
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i}  produktionen af hajere titere fra “indpaknings”celler,

i) indpakning af wvektorkonstruktioner uden anvendelse af indpak-
ningsceller, _

i) fremstilling af rekombinante retrovira, der kan mairettes mod forudvalgte
cellelinier, og

iv) integration af provirale konstruktioner pa et forud valgt sted eller steder i
et cellegenom. ‘

En teknik til fremstilling af hejere titere fra indpakningsceller drager fordel af .
den erkendelse, at blandt de mange faktorer, der kan begraense titere fra en
indpakningscelle, er en af de mest begraensende ekspressionsniveauet af
indpakningsproteinerne, nemlig gag-, pol- og env-proteinerne, savel som ni-
veauet af ekspression af den retrovirale vektor-RNA fra den provirale vektor.
Denne teknik muligger selektion af indpakningsceller med hojere ekspressi-
onsniveauer (dvs. de producerer hejere koncentrationer) af de foregaende
indpakningsproteiner og vektorkonstruktion-RNA. Mere specifikt gor denne
teknik det muligt at udveelge indpakningsceller, der producerer hgje niveauer
af, hvad der betegnes et "primaert agens”, der enten er et indpakningsprotein
(f.eks. gag-, pol-, eller env-proteiner) eller et relevant gen, der skal feres ind i
malcellegenomet (typisk en vektorkonstruktion). Dette opnéas ved tilvejebrin-
gelse i indpakningsceller af et genom, der bzerer et gen ("primaergenet”), som
udtrykker det primzere agens i indpakningscellerne, sammen med et selek-
terbart gen, fortrinsvis nedenstrems for det primeere gen. Det selekterbare
gen udtrykker et selekterbart protein i indpakningscellerne, fortrinsvis et sa-
dant, der bibringer resistens til et ellers cytotoksisk medikament. Cellerne
udsaettes derefter for et selektionsmiddel, fortrinsvis det cytotoksiske medi-
kament, hvilket muligger identifikation af disse celler, som udtrykker det se-
lekterbare protein ved et kritisk niveau (dvs. i tilfaelde af et cytotoksisk medi-
kament ved at draebe de celler, der ikke frembringer det resistensniveau, der
kreeves for overlevelse). )
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| den ovenfor kort beskrevne teknik er ekspressionen af bade de selekterbare
og de primaere gener fortrinsvis dirigeret af samme promoter. I denne hen-
seende kan det veere at foretraekke at anvende et retroviralt 5'-LTR. For at
maksimere titeret af et rekombinant retrovirus fra indpakningsceller, anven-
des denne teknik ferst til at udveelge indpakningsceller, der udtrykker hoje
niveauer af alle de pakraevede indpakningsproteiner, og anvendes derefter til
at udvzlge, hvilke af disse celler, der efter transficering med den enskede
provirale konstruktion, frembringer de hejeste titere af det rekombinante re-
trovirus.

Der tilvejebringes ogsa teknikker til indpakning af vektorkonstruktioner uden
anvendelse af indpakningsceller. Til disse teknikker anvendes der DNA-vira,
sasom baculovirus, adenovirus eller vacciniavirus, fortrinsvis adenovirus.
Disse vira kendes for deres ekspression af relativt hgje niveauer af proteiner
fra deri forekommende eksogene gener. For sddanne DNA-virusvektorer kan
rekombinante DNA-vira fremstilles ved in vivo rekombination i vaevskultur
mellem viralt DNA og plasmider, der beaerer retrovirale gener eller retrovirale
vektorgener. De resulterende DNA viralvektorer, der beerer enten sekvenser,
som koder for retrovirale proteiner eller for retroviralt vektor-RNA, er oprenset
til udgangsmaterialer med hejere titer. Alternativt kan konstruktioneme vaere
konstrueret in vitro og efterfsigende transficeres ind i celler, der tilvejebringer
de transvirale funktioner, der mangler i DNA-vektoreme. Uanset hvilken
fremstillingsfremgangsmade, der anvendes, kan der fremstilles udgangsma-
terialer med hejere titer (107 til 1011 enheder/ml), som ved infektion med
modtagelige celler vil forirsage et hajt niveau af ekspression af retrovirale
proteiner (sdsom gag, pol og env) eller RNA-retrovirale vektorgenomer eller
begge. Infektion af celler i kultur med disse udgangsmaterialer, enkeltvis eller
i kombination, vil fare til produktion pa hajt niveau af retrovirale vektorer, hvis
udgangsmaterialerne baerer det virale protein og de virale vektorgener. Den-
ne teknik ger det muligt, nar den anvendes med adenovirus eller andre pat-
tedyrsvektorer, at anvende primeerceller (f.eks. fra vaevsexplantater eller cel-
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ler, sdsom WI38, der anvendes i produktionen af vacciner) til fremstilling af
rekombinante retrovirale vektorer.

Som et alternativ til den ovenfor beskrevne teknik fremstilles der rekombinan-
te retrovira ved ferst at danne gag/pol- og env-proteiner fra en cellelinie, der
er inficeret med et hensigtsmaessigt rekombinant DNA-virus pa lignende ma-
de som i de foregaende teknikker, bortset fra at cellelinien ikke er inficeret
med et DNA-virus, der baerer vektorkonstruktionen. Efterfalgende oprenses
proteinerne og kontaktes med den enskede virale vektor-RNA, der er frem-
stillet in vitro, transfer-RNA (tRNA), liposomer og et celleekstrakt til indar-
bejdning af env-proteinet i liposomerne, saledes at de rekombinante retrovi-

" ra, der bzerer den virale vektor-RNA, fremstilles. Med denne teknik kan det

veere nedvendigt at indarbejde env-proteinet i liposomerne, inden de kontak-
tes med resten af den forudgaende blanding. gag/pol- Og env-proteinerne
kan ogsa fremstilles efter plasmidmedieret transficering i eukaryotceller, i
geer eller i bakterier.

Den teknik til fremstilling af rekombinante retrovira, der kan malrettes mod

forud valgte cellelinier, anvender rekombinante retrovira med et env-gen, der

omfatter et cytoplasmatisk ségm'ent af en ferste retroviral faenotype og et ex-
tracellulaert bindingsegment, der er eksogent for den ferste retrovirale fano-
type. Bindingssegmenfet er fra en anden viral fenotype eller fra et andet pro-
tein med enskede bindingsegenskaber, der udveelges t»il at blive udtrykt som
et peptid, der vil bindes til det anskede mal.

Teknikker til intregration af et retroviralt genom pa et specifikt sted i DNA af
en malcelle involverer anvendelse af homolog rekombination eller alternativt
anvendelse af et modificeret integraseenzym, der vil genkende det specifikke
sted pa malcellegenomet. Sadan stedsspecifik indfering muligger, at gener
indferes pa saddanne steder pa maicellens DNA, hvilket vil minimere risikoen
for insertional mutagenese, og minimere interferens fra andre sekvenser pa
DNA'et samt muliggere insertion af sekvenser pa specifikke malsteder, sale-
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des at ekspressionen af et ugnsket gen (sasom et viralt gen) reduceres eller
eliminieres i malcellens DNA.

Det vil forstas, at en hvilken som helst af de ovenfor beskrevne teknikker kan
anvendes uafhaengigt af hinanden i bestemte situationer efler kan anvendes i
forbindelse med en eller flere af de evrige teknikker.

Disse og andre aspekter ved den foreliggende opfindelse vil fremga klart
med henvisning til den felgende detaljerede beskrivelse og tegninger.

Kort beskrivelse af tegningen

Fig. 1 afbilder 3 forskellige vektorfamilier, som anvendes til fremstilling af
HIV-env og som har eller ikke har indfert den selekterbare SV-Neo-kasette.

Fig. 2 illustrerer de HIV-env-ekspressionsniveauer, der ses i polyacrylamid-
gelelektroforese af HIV-env-specifikke radioimmunpraecipitationer af ekstrak-
ter af human Sup T1-celler transficeret med de viste vektorer. Markererne er
angivet i kilodalton, gp 160 og gp 120 markerer de hensigtsmaessige protei-
ner, 0g 517 + tat er den positive kontrol (HIV-LTR driver env i naervaer af tat).

Fig. 3 afbilder protokollen for afprevning af T-celle-drab induceret i mus, som
er injicerede med syngene tumorceller, der udtrykker HIV-env (vektoren er
pAF/env-SV-Neo).

Fig. 4 er en grafisk afbildning af resultateme af forsagsprotokolien i fig. 3. Det
specikke drab ses i den everste graf med BC10MEenv-29-drab versus
B/C10ME-resistens overfor drab.

Fig. 5 viser i diagramform antallet af celler, der overlever efter phleomycinse-
lektion efter transficering af celler med et plasmid, der udtrykker phlemoycin-
resistens-genet (PRG) direkte fra en promoter (til hejre) og med et andet, der
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udtrykker PRG med en kodende sekvens, der er indsat mellem sig og promo-
teren.

Fig. 6 viser 4 plasmider, der er udformet til at udtrykke retrovirale proteiner i
pattedyrsceller. pSVgp Og pRSVenv cotransficeres med en selekterbar mar-
ker, medens pSVgp-DHFR og pRSVenv-phleo er de aekvivalente plasmider,
hvori den selekterbare marker er placeret nedenstrems for de viral-protein-
kodende regioner.

Fig. 7 viser 3 steder for fusion mellem HIV env og MLV env efter sted-rettet
mutagenese af begge kodende sekvenser for at skabe nye, kompatible re-
striktionsenzymsteder. De N-terminale sekvenser findes i begge tilfeelde til
venstre. Nummereringen felger nukleotidnummereringen. ST, SR, SE Marke-
rer begyndelsen til tat, rev og env, medens TT, TR og TE markerer de tilsva-
rende terminationssteder.

Fig. 8 viser substitutionen af U3 i en 5LTR med en heterolog promo-

ter/forstaerker, der kan sammensmeiltes med enten Sac I, Bsst Il eller andet-

steds i regionen.

Fig. 9 illustrerer en repreesentativ fremgangsmade til krydsning af transgene
mus, der udtrykker viralt protein eller vekior-RNA.

Detaljeret beskrivelse af opfindelsen
I.  Immunstimulering

Evnen til at genkende og forsvare mod fremmede patogener er centralt for
immunsystemets funktionsdygtighed. Dette system skal, gennem immungen-
kendelse, vaere i stand til at skelne "sig selv" fra "ikke-sig selv” (fremmed),
hvilket er afgerende, nar det skal sikres, at forsvarsmekanismer rettes mod
invaderende enheder snarere end mod vaertsvaev. De grundleeggende treek
ved immunsystemet bestar i naerveer af meget polymorfe celleoverfladegen-
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kendelsesstrukturer (receptorer) og effektormekanismer (antistoffer og cytoly-
tiske celler) til destruktion af invaderende patogener.

Cytolytiske T-lymfocyter (CTL) induceres normalt ved fremvisning af forar-
bejdede patogenspecifikke peptider i forbindelse med MHC klasse I- eller
klasse ll-celiecoverfladeproteiner. Ifaige en udfereisesform for opfindelsen
inducerer praesentation af immunogene virale determinanter sammen med
hensigtsmaessige MHC-molekyer effektivt optimale CTL-responser uden, at
patienten udsaettes for patogenet. Denne vektorfremgangsmade til immun-
stimulation tilvejebringer et mere effektivt middel til inducering af beskyttende
og terapeutiske CTL-responser, fordi den type immunitet, der induceres med
vektoren, i hejere grad ligner den, som induceres ved udseettelse for naturlig
infektion. Pa basis af den nu til rddighed vaerende viden om adskillige virus-
systemer, er det usandsynligt, at ikke-replikerende virale antigener, sasom
peptider og oprensede rekombinante proteiner, nar de tilferes eksogent, titve-
jebringer tilstraekkelig stimulus til, at der induceres maksimal klasse I-
begreensede CTL-responser. Alternativt giver vektor-leveret ekspression af
udvalgte virale proteiner i malceller ifelge opfindelsen en sadan stimulus.

F.eks. i tilfzelde af HIV-1-infektioner udvikler patienter antistoffer, der er spe-
cifikke for en raekke virale kappe-region-determinanter, hvoraf nogle er i
stand til in vitro virusneutralisering. lkke desto mindre fortszetter sygdom-
mens forleb og patienten ma til slut bukke under for sygdommen. Lavniveau
CTL-responser mod inficerede patientceller (Plata et al., Nature 328:348-351,
1987) og mod malceller, der er inficeret med rekombinante vacciniavektorer,
der udtrykker HIV gag, pol eller env (Walker et al., Nature 328:345-348,
1987: Walker et al., Science 240:64-66, 1988) er blevet pavist hos visse HIV-
1 seropositive patienter. Dertil kommer, at det for nyligt er blevet pavist, at
bade muse- og human-CTL kan induceres ved autologe stimulatorceller, der
udtrykker HIV gp 120 via transficering (Langlade-Demoyan et al., J. Immunol.
141:1949, 1988). Forbedret CTL-induktion kunne vaere en behandlingsmaes-
sig fordel for injicerede patienter og tilvejebringe effektiv forebyggende be-
handling for individer under ikke-infektiese betingelser. HIV-Infektion produ-
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cerer maske ikke i sig selv tilstraekkeligt CTL-respons, fordi andre elementer,
der er forbundet med HiV-infektion, kan forhindre korrekt immunstimulering.-
Dertil kommer, at det kan veere, at stimulering af T-celler med inficerede cel-
ler udger en vekselvirkning, der farer til infektion af de stimulerede T-celler.

Eksempel 1 beskriver fremgangsmader til konstruktion af plasmider, der er i
stand til at danne retrovirale vektorer i indpakningsceller, som derefter forer
til ekspression af virale HIV antigener. ‘

Eksempel 1
Vektorer, der udtrykker HIV-antigener
A. env-Ekspressionsvektor (jvf. fig. 1)

Der isoleredes et 2,7 kb Kpn-Xho | DNA-fragment fra det provirale HIV-kion
BH10-R3 (angaende sekvens, se Ratner et al., Nature 313:277, 1985) og et
~400 bp Sal-Kpn | DNA-fragment fra lllexE7deltaenv (en Bé131-deletering til
nt. 5496) blev ligeret i Sa1-stedet i plasmid SK*. Fra denne klon blev et 3,1
kb env DNA-fragment (Xho |-Cla 1), der ogsa koder for rev, vaesentligt for
env-ekspression, oprenset og ligeret i en retroviral vektor, benaevnt pAFVXM
(jvf. Kriegler et al., Cell 38:483, 1984). Denne vektor blev modificeret sale-
des, at Bgl ll-stedet blev aendret ved indfering af en linker i et Xho I-sted til at
gere kioning af det HIV env-kodende DNA-fragment lettere.

Et dominerende selekterbart markgrgen, der omfattede en tidlig Sv40-
promoter, der driver ekspression af neomycinphosphotransferasegen, blev
indfert i vektoren ved Cla I-stedet for at lette isoleringen af inficerede og
transficerede cellelinier.

Xho |-Stedet opstrems for ENV-genet i vektoren tilvejebringer et sted, der er
hensigtmws:sigt til indfering af yderligere promotere i vektorkonstruktionen
som RSV-promoteren, tidlig eller sen SV40-promoter, umiddelbart tidlig (1E)
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CMV-promoteren, human R-bactinpromoteren, og murin Moloney-MLV SL3-
3-promoter.

En sadan promoter, umiddelbar tidlig CMV gen-promoter, et 673 bp DNA-
fragment Hinc Il til Eag |, resulterer i en tifold stigning i ENV-ekspressionen i
en human T-cellelinie kaldet Sup Tl, nar den sammenlignes med den paren-
terale konstruktion pAF ENV' SV, Neo.

B. gag-Ekspressionsvekior:

Et 2,5 kb Sac I-Eco RV DNA-fragment blev isoleret fra pBH10-R3 (jvf. Ratner
et al., op. cit.) og ligeret i Sac I-Sal-l-stedet af pUC31, pUC31 Er afledt fra
pUC19 med yderligere Xho I-, Bgl Il-, Bsst ll- og Nco-steder indfert melilem
Eco R1- og Kpn I-stederne i polylinkeren. Denne konstruktion indeholdt imid-
lertid det vigtigste splejsningsdonor- (SD) sted fra HIV og kan saledes vaere
problematisk ved virusdannelse. SD-Stedet fiermedes ved subkloning af et 70
bp Rsa I-Cla I-fragment med et 2,1 kb Cla I-Bam H1 DNA-fragment i Hinc II-
Bam H1-stedet af SK*. Bam H1-Stedet blev konverteret til et Cla I-sted ved
linkerindferelse. Denne konstruktion blev betegnet SK* gag protease SD
delta.

Det 2,5 kb Xho I-Cla ! DNA-fragment, der kom fra SK* gag protease SD del-
ta blev indfart i Xho I/Cla |-stederne i vektoren pAFVXM som beskrevet oven-
for.

Disse plasmider udtrykte, nar de anbragtes i en egnet indpakningscelle, en
retroviral vektorkonstruktion, der indeholdt et indpakningssignal. Indpak-
ningssignalet styrede inpakning af vektorkonstruktionen i et kapsid og kappe
sammen med alle de yderligere proteiner, der kraeves til levedygtige retrovi-
rale partikler. Kapsidet, kappe- og evrige proteiner fremstilles fortrinsvis ud
fra et eller flere plasmider, der indeholder passende genomer, som er an-
bragt i indpakningscellen. Sadanne genomer kan vaere provirale konstruktio-
ner, der i et ukompliceret tilfzelde blot kan have faet deleteret indpaknings-
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signalet. Folgelig vil kun vektoren blive indpakket. Egnet indpaknings- eller
indpakningscelielinier og det genom, der er nedvendigt for at opna en sadan
indpakning, er beskrevet i Miller et al. (Mol. Cell. Bio. 6:2895, 1986).

Som beskrevet af Miller et al., er det at foretraekke, at yderligere andringer af
den provirale konstruktion ud over simpel deletering af indpakningssignalet til
reduktion af risikoen for, at der indtraeffer rekombinationshaendelser i indpak-
ningscellelinien, hvilket vil kunne resultere i produktion af virale partikler, som
ikke er replikationsdefekte.

Det vil forstas, at eksempel 1 blot illuétrérer en fremgangsmade til dannelse
af et HIV kappe-glycoprotein (gp) eller andet viralt antigen. Det er ogsa muligt
at frembringe en proviral vektorkonstruktion, der udtrykker et modificeret HIV
kappe-gp pa malceller, som ligeledes vil stimulere et immunrespons, men
have feerre cytopatiske T-cellevirkninger. Kappeglycoproteiner kan modifice-
res hensigtsmaessigt under anvendelse af inden for fagomradet velkendte
teknikker, f.eks. ved anvendelse af det i artikler beskrevne, sasom af Ko-
walski et al. (Science 237:1351, 1987). Der kan saledes konstrueres en pro-
viral konstruktion ved den ovenfor beskrevne teknik, der danner retrovirale
konstruktioner, som udtrykker en sadan hensigtsmaessigt modificeret gp.
Denne konstruktion anbringes derefter i en indpakningscelle som beskrevet
ovenfor. De resulterende rekombinante retrovira, der er fremstillet ud fra ind-
pakningscellelinier, kan anvendes in vitro og in vivo til stimulering af et im-
munrespons gennem infektion af modtagelige malceller. Det vil forstas, at
andre proteiner udtrykt fra HIV-genomet, sasom gag, pol, vif, nef, osv., ogsa
kan udlese nyttige celluleere responser i HiV-inficerede individer. Provirale
vektorer, sasom de nedenfor beskrevne, er udformet til at udtrykke sadanne
proteiner, saledes at der tilskyndes til et klinisk nyttigt immunrespons. Det
kan veere nedvendigt for visse vektorers vedkommende at indfore rev-
kodende sekvenser og et rev-responsivt element (Rosen et él., Proc. Natl.
Acad. Sci. 85:2071, 1988).
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Felgende eksempel paviser denne behandlingstypes evne til at udlgse CTL-
responser hos mus.

Eksempel 2
Immunrespons overfor retrovirale vektor-kodende antigener

En muse-tumorcellelinie (B/C10ME) (H-Zd) blev inficeret med pAF env’SV40
Neo-vektorkonstruktionen, der koder for HIV env. Et klonet HIV-env, der ud-
trykte cellelinie (B/C10ME-29) blev derpa anvendt til stimulering af HIV-env-
specifik CTL i syngene (dvs. MHC-identisk) Balb/c (H-Zd)-mus. Mus blev im-
muniseret ved intraperitoneal injektion med B/C10ME-29 celler (4x1 o’/ celler)
og "boosted” pa dag 7-14. Respons-milicelle-suspensioner blev fremstillet ud
fra disse immuniserede mus og cellerne blev dyrket in vitro i 4 dage i naervaer
af enten B/C10ME-29 eller B/C10ME-mitomycin-C-behandlede celler i et sti-
mulator:responscelleforhold pa 1:50 (fig. 3). Effektorcellerne blev hgstet fra
disse kulturer, talt og blandet med radioaktivt meerkede (51Cr) malceller (dvs.
B/C10MEenv-29 eller B/IC10ME) i forskelllige effektor:malcelle (E:T) -forhold i
en standard 4-5 timers 51Cr—frigivelsesanalyse. Efter inkubering blev mikroti-
terpladerne centrifugeret, 100 ul kultursupemat blev fiernet og den maengde
radioaktiv maerkning, der blev frigivet fra de lyserede celler, blev kvantificeret
i et Beckman y-spektrometer. Malcellelyse blev beregnet som: % mallyse =
Eksp CPM - SR CPM/MR CPM - SR CPM x 100, hvor eksperimentelle tael-
linger per minut (Eksp CPM) betegner effektorer plus mal; spontan frigivelse
(SR) CPM betegner mal alene; og maksimal frigivelse (MR) betegner mal i
naerveer af 1 M HCL.

Resultaterne (fig. 4) iltustrerer, at CTL-effektorer blev induceret med specifikt
lyserede HIV-env-udtrykkende maiceller (B/C10MEenv-29) i betydeligt mere
effektiv grad end B/C1OME mal. Primede miltceller, der var restimulerede in
vitro med ikke-HIV-env-udtrykkende kontrolceller (B/C10ME) udviste ikke
signifikant CTL-aktivitet pa hverken B/C10MEenv-29- eller B/C10ME-mal,
navnlig ved lavere E:T-celleforhold. Miltceller opnaet fra nonimmuniserede
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Balb/c mus, der ikke tidligere var anvendt til forseg, og som var restimulerede
in vitro med B/C10MEenv-29, dannede ikke CTL, hvilket antyder vigtigheden
af indtraeden af in vivo-priming og boosting. Dette eksperiment blev gentaget
og lignende resultater blev opnaet. |

| et andet eksperiment var effektorceller opnaet ud fra Balb/c-mus, immunise-
ret, boostet og restimuleret in vitro med en andet H-2d HIV-env-udtrykkende
tumorcellekion (L33-41) inficeret med det samme pAF env’ SV40 Neo (HIV-
env) vektorkonstruktion, i stand til at lysere B/C10MEenv-29 malceller. Dette
understeatter yderligere, at det CTL, der dannes i disse mus, specifikt gen-
kender en udtrykt form af HIV-env snarere end ganske enkelt et unikt tumor-
celleantigen pa disse celler. Dette resultat antyder endvidere, at det vektorle-
verede antigen preesenteres pa lignende made af de to tumorcellelinier.

Implementering af denne immunstimulantanvendelse i mennesker forud-
szetter, at (1) det gen, der koder for det relevante antigen, kan leveres til cel-
ler, (2) at antigenet kan udtrykkes i hensigtsmaessige celler, og (3) at MHC-
restriktionskrav, dvs. klasse |- og klasse ll-antigenvekselvirkning, skal opfyl-
des. Vektorpraeparationer fremstilles ved at dyrke producentcellerne i normalt
medium, vaske cellerne med PBS plus humanserum-albumin (HSA) ved 10
mg/ml, hvorefter cellerne dyrkes i 8-16 timer i PBS plus HSA. De opnaede
titere er typisk 104 til 108/mi afhaengigt af vektoren, indpakningslinie- og spe-
cifik producentlinieklon. Vektorsupermatanteme filtreres til fiernelse af celler-
ne og koncentreres op til 100 gange ved filtrering gennem 100.000 eller
300.000 "pass" Amicon filtre (Wolff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 84:3344,
1987). Dette lader globuleere proteiner pa 100.000 eller 300.000 passere,
men tilbageholder 99% af den virale vektor som infektizse partiker. Ramate-
rialet kan fryses til Opbevaring, idet de taber ca. 50% af de infektizse enheder
ved frysning og optening. Den mest direkte levering involverer indgivelse af
den passende gen-bzerende vektor i individet samt tillid ti vektorens evne til
pa effektiv made at maltrettes mod de rette celler, der sa kan initiere stimule-
ring af immunresponset. Doseringen vil vaere 10°-108 infektiose enheder/kg
legemsveegt. Det vil dog vaere en mere praktisk fremgangsmade at involvere
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den ekstrakorporale behandling af patientens perifere blodiymfocytter (PBL),
fibroblaster eller andre celler, som er opnaet fra hvert individ med vektoren.
PBL Kan opretholdes i kultur gennem anvendelse af mitogener (phytohas-
maglutinin) eller lymfokiner (f.eks. IL-2). Denne type fremgangsmade mulig-
gor direkte vektorinfektion, overvagning af ekspression samt udvidelse af den
antigenpraesenterende cellepopulation inden injektion, samt tilbagevenden af
vektor-udtrykkende celler til den pagaeldende patient. Andre typer celler kan
ogsa explanteres, vektorintroduceres, hvorpa cellerne igen implanteres i pa-
tienten. Kun et moderat antal inficerede celler (105-106/kg legemsveegt) er
nedvendig for at udlgse steerke immunresponser.

En anden indgivelsesmade er implantation af producentlinier, der frembringer
retrovirale vektorpartikler. Disse passer ikke nedvendigvis immunologisk med
klassiske producentcellelinier eller patientens egne celler, der er blevet ex-
planteret, behandlet og returneret (jvf. nedenstaende afsnit VI: Alternative
viral vektor-indpakningsteknikker). Begge typer implantater (105-106/kg le-
gemsvaegt) vil have en begraenset levetid i patienten, men vil fare til, at den
retrovirale vektor inficerede et stort antal (107-1 010) celler i deres lokale om-
rade i kroppen.

| alle tilfzelde kan et heldigt udfald af behandlingen analyseres ved at udtage
en lille maengde blod og male CTL-responset under anvendelse af individets
egne celler inficeret med vektor, der ferer til env-ekspression, som mal.

Nar det enskes at stimulere et MHC klasse I- eller klasse Il-begraenset im-
munrespons til patogener, herunder andre patogene vira end HIV, kan en
fagmand bestemme egnede former for kappe- eller andre antigener, der er
forbundet med sadanne retrovira, hvilke vil stimulere et immunrespons. Ge-
nerelt kan de egnede former af antigener, der er forbundet med patogene
midler, nemt udvaelges, hvilket vil stimulere et immunrespons overfor disse
patogene midler.
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Ex corpore-behandling af patientceller ville for eksempel rette sig mod ikke-
inficerede potentielt modtagelige T-celler eller monocyter. En foretrukket
fremgangsmade til malmeerkning af den modtagelige celle involverer vekto-
rer, der baerer HIV-env eller hybrid-env (jvf. nedenstaende afsnit Viil: Celleli-
niespecifikke retrovira) til direkte absorption af vektorpartikler i CD4*-celler.

Normale voksne har ca. 5 x 10° T4-celler i den samlede maengde blod og ca.
det samme antal monocyter. '

En foretrukket indgivelsesmade vil veere ved leukoforese, hvor ca. 20% af et
individs PBL'er kan fiernes pa et hvilket som helst tidspunkt og handteres in
vitro. Saledes vil ca. 2 x 109 celler blive behandlet og erstattet. Eftersom de
nuvaerende maksimale titere ligger pa ca. 106/mi, vil det forudszette fra 2 til
20 liter viral startsupernatant. Gentagne behandlinger vil blive udfert. En an-
den made, der kan anvendes, er udsugning af knoglemarv, infektion med
retroviral vektor og genindseettelse af den inficerede marv (Gruber et al., Sci-
ence 230:1057, 1985) i patienten. Marvreplikation vil forsteerke vekto-
rekspressionen gennem cellereplikation).

1 alle tilfeelde kan behandlingens effektivitet analyseres ved at male de sad-

vanlige indikatorer for sygdommens fremskriden, herunder antistofniveau,
viral antigenproduktion, infekties HIV-niveau, eller niveau for ikke-specifikke
infektioner.

I.  Indpakningscelleselektion

Basalt kan der postuleres mindst 5 faktorer, som arsag til frembringe lave
rekombinante virus-titere:

1. den begraensede tilgaengelighed af virale indpakningsproteiner,

2. den begreensede tilgaengelighed af retrovirale vektor-RNA-genomer,
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3. den begraensede tilgeengelighed af cellemembran til celleafsnering af
rekombinante retrovira,

4. den begrensede iboende indpakningseffektivitet af det retrovirale
vektorgenom, og

5. massefylden af den receptor, der er specifik for kappen af et givet retro-

virus.

Som bemeerket ovenfor er den begreensede tilgaengelighed af virale indpak-
ningsproteiner den ferste begreensende faktor i rekombinant retrovi-
rusproduktion ud fra indpakningsceller. Nar niveauet af indpakningsprotein i
indpakningscelleme foreges, stiger titeret til ca. 109 infektizse enheder/ml,
hvorefter stigende indpakningsproteinniveau ikke laengere har nogen virkning
pa titere. Titere kan imidlertid foreges yderligere ved ogsa at forage det ni-
veau af retroviral vektorgenom, der er til radighed for indpakning. Det er sa-
ledes, og som det er beskrevet heri, en fordel at udveelge producentceller,
som fremstiller de maksimale niveauer af indpakningsproteiner og retrovirale
vektorgenomer. Det er fundet, at fremgangsmaderne til identifikation og der-
med udvezelgelse af indpakningsceller og producentceller, beskrevet tidligere
under afsnittet med overskriften "Opfindelsens baggrund”, har en tendens til
at fere til udveelgelse af mange producentceller, der producerer lave titere, af
de nedenfor anfarte arsager. ‘

Den foreliggende opfindelse drager fordel af det tidligere ikke-fordelabtige
faktum, at proteinekspressionsniveauet af et gen nedenstrems for 5'LTR eller
anden promoter, og sat i afstand derfra at et intervenerende gen, er vaesent-
ligt lavere, end hvis det intervenerende gen ikke var til stede. Ifelge den fore-
liggende opfindelse er det selekterbare gen placeret nedenstrems for et gen
af indpakningsgenomet eller det relevante gen baret af vektorkonstruktionen,
men transkriberes stadig under styring af det virale 5'LTR eller anden promo-
ter uden nogen splejsningsdonor eller splejsningsdonorsteder. Herved opnas
to ting. For det ferste, eftersom indpakningsgenerne eller de relevante gener
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nu er opstrams uden noget intervenerende gen mellem sig og promoteren, vil
deres tilsvarende proteiner (indpakningsproteiner eller relevant protein) blive
udtrykt i et hejere niveau (5 tit 20 gange hejere) end det selekterbare protein.
For det andet vil det selekterbare protein blive udtrykt i gennemsnit pa et la-
vere niveau, idet ekspressionsniveaufordelingen skifter til lavere niveauer. |
tilfeelde af phleo’-proteinet, er dette skift i fordeling illustreret ved den punkte-
rede kurve angivet i fig. 16. Selektionsniveauet for resistens overfor phieo-
mycin forbliver imidlertid det samme, saledes at kun de udtrykkende celler i
den‘ averste ende overlever. Niveauerne af indpakningsproteinet eller det
relevante protein vil stadig vaere proportionale, men i dette tilfaslde svarer et
hejere niveau af selekterbar protein blot til et meget hgjere niveau af indpak-
ningsprotein eller relevant protein.

Den ovenfor beskrevne fremgangsmade udferes fortrinsvis under anvendel-
se af et plasmid, der bzerer et af de provirale gag/pol- eller env-indpakkende
gener sammen med et forste selekterbart gen. Disse celler screenes derefter
for de celler, der producerer de hgjeste proteinniveauer, ved reaktion med et
antistof mod env (eller eventuelt gag/pbl), et andet fluorescerende antistof,
og sorteres derefter pd et fluorescensaktiveret celle-sorteringsapparat.
(FACS). Altemativt kan der anvendes andre forseg til bestemmelse af pro-
teinniveau. Efterfelgende gentages fremgangsmaden og screeningen under
anvendelse af de selekterede celler og det andet af de gag/pol- eller env-
indpakningsgenerne. | dette trin kraeves der et andet selekterbart gen (der er
forskelligt fra det ferste) nedenstrems for indpakningsgenet og de celler, der
producerer den starste maengde af det andet virale protein, udvaelges. Frem-
gangsmédén 0og screeningen gentages derefter under anvendelse af de
overlevende celler med et plasmid, der baerer den provirale vektorkonstrukti-
on, som bzerer det relevante gen og et tredie selekterbart gen, der er forskel-
ligt fra det forste eller andet selekterbare gen. Som et resultat af denne frem-
gangsmade vil der blive selekteret de celler, der producerer hgje titere af det
e@nskede rekombinanate rétrovirus, og disse kan dyrkes som det kraeves for
at levere rekombinant retrovirus. Dertil kommer, at gag og pol kan indferes
uafhaengigt og selekteres.
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Eksempel 3 beskriver konstruktionen af gag/pol- og env-plasmider, der er
udformet til anvendelse ved disse fremgangsmader.

Eksempel 3

Plasmider, der er udformet til at give heje niveauer af indpakningsproteiner
(fig. 6)

1. 2,7 kb Xba I-fragmentet fra pPAM (Miller et al., Mol. Cell. Biol. 5:431,
1985) der indeholder det amfotrope env-segment, blev klonet i pUC18 pa
Xba |-stedet, derefter fijernet med Hind Ill og Sma . Dette fragment blev klo-
net ind i vektoren pRSV-neo (Gorman et al., Mol. Cell. Appl. Biol. 2:1044,
1982, Southern et al., J. Mol. Appl. Genet. 1:327, 1982) skaret med Hind I!|
og Pvu Il til opnaelse af pRSV-env. Et 0,7 kb Bam H1- til BstE ll-fragment fra
plasmidet pUTS507 (Mulsant et al.,, Somat. Cell. Mol. Genet. 14:243, 1988)
med BstE ll-enden udfyldt, baerer den phleo-resistens-kodende sekvens. 4,2
kb Bam H1- til Xho I-fragmentet, de sammenhaengende 1,6 kb Xho I- til Xba |
(Xba | udfyldt) fra RSVenv samt phleo-fragmentet blev ligeret til afgivelse af
pRSVenv-phleo.

2. Etfragment fra Pst I-stedet ved nukleotid 563 af MLY (RNA Tumor Viru-
ses, Vol. Il, 1985 Cold Spring Harbor) til Sca I-stedet ved 5870 blev afledt fra
pMLV-K (Miller et al., 1985, op.cit.) og klonet i Pst |- til Bam H1- (Bam H1
udfyldt) fragmentet fra p4aA8 (Jolly et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:477,
1983) som har SV40-promoteren, pBR322 ampicillin-resistens og replikation-
sorigin og SV40-poly-A-stedet. Dette giver pSVgp. pSVgpDHFR blev fremstil-
let under anvendelse af felgende fragmenter. 3,6 kb Hind lll- til Sal I-
fragmentet fra pSVgp indeholdende SV40-promoteren plus MLY-gag- og
nogle pol-sekvenser, 2,1 kb Sal I- til Sca I-fragmentet fra pMLV-K med resten
af pol-genet, 3,2 kb Xba |- (Xba | udfyidt) til Pst I-fragmentet fra pF400 med
DHFR-genet plus poly-A-stedet, pBR322-oprindelsen og det halve af ampicil-
lin-resistens-genet, 0,7 kb Pst |- tit Hind lll-fragmentet fra pBR322 med den
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anden halvdel af ampicillinresistens-genet. Dette giver pSVgp-DHFR. Alle
disse konstruktioner er vist i fig. 7. Disse plasmider kan transficeres til 3T3-
celler eller andre celler og heje niveauer af gag, pol eller env kan opnas.

En yderligere fremgangsmade til opnaelse af selektering er ved, at anvende
genselektering i en omgang og antisens heraf i en efterfelgende omgang. For
eksempel kan gag/pol blive indfert i en HPRT-defekt celle med HPRT-genet
og selekteres for naerveer af dette gen under anvendelse af det medium, der
forudseetter HPRT til redning af puriner. | naeste omgang kan antisens for
HPRT blive leveret nedenstrems for env og cellen selekteres i 6 thioguanin
for den HPRT-defekte faenotype. Der kraeves store mangder antisens-HPRT
for at inaktivere HPRT-gentranskripterne under forudseetning af, at der ikke
indtraf reversion.

Kappesubstitutioner

Evnen til at udtrykke gagpol- og envfunktion giver hver for sig mulighed for
manipulation af disse funktioner uafhaengigt af hinanden. En cellelinie, der
udtrykker rigelige maengder gag/pol kan anvendes f.eks. til at rette spergsmal-
angaende titere med hensyn til env. En faktor, der resulterer i lave titere, er
massefylden af de hensigtsmaessige receptormolekyler pa malcellen eller
vaev. Hvis env-ekspression stammer fra en separat enhed kan en raekke
kappegener (der kraever forskellige receptorproteiner), sasom xenotrope,
polytrope eller amfotrope env'er fra en raekke kilder, blive afpravet for hgjeste
titere pa et specifikt malvaev. Endvidere kan kapper fra ikke-murine retrovi-
ruskilder anvendes til pseudotypebestemmelse af en vektor. Dertil kommer,
at hybridkapper (som beskrevet nedenfor) ogsa kan anvendes i dette system
for at tilpasse tropisme (og pa effektiv made forage titere) af en retroviral vek-
tor. Omvendt kan en cellelinie, der udtrykker rigelige maengder af et givent
kappegen anvendes til at rette spergsmal angaende titer med hensyn til gag

0g pol.
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Il.  Alternative viral vektor-indpakningsteknikker

To yderligere alternative systemer kan anvendes til at fremstille rekombinan-
te retrovira, der baerer vektorkonstruktionen. Hvert af disse systemer drager
fordel af, at insektvirus'et, baculovirus, og pattedyrsvira, vaccinia- og adeno-
virus for nylig er blevet tilpasset til at frembringe store maengder at et hvilket
som helst givet protein, hvortil genet er blevet klonet. Se f.eks. Smith et al.,
(Mol. Cell. Biol. 3:12, 1983), Piccini et al. (Meth. Enzymology, 153:545,
1987), og Mansour et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:1359, 1985).

Disse virale vektorer kan anvendes til at fremstille proteiner i vaevskulturceller
ved indferelse af hensigtsmaessige gener i den virale vektor og de kan felge-
lig tilpasses til at frembringe retrovirale vektorpartikler.

Adenovirusvektorer er afledt fra nukleus-replikerende vira og kan veere de-
fekte. Gener kan indfgjes i vektorer og anvendes til at udtrykke proteiner i
pattedyrsceller enten ved in vitro-konstruering (Ballay et al., EMBO J. 4:3861,
1985} eller ved rekombination i celler (Thummel et al., J. Mol. Appl. Genetics
1:435, 1982).

En foretrukken fremgangsmade er konstruering af plasmider under anven-
delse af adenovirus'et Major Late Promoter (MLP), der driver: (1) gag/pol, (2)
env, (3) en modificeret viral vektorkonstruktion. En modificeret viral vektor-
konstruktion er mulig, fordi U3-regionen af 5'LTR, der indeholder den virale
vektorpromoter, kan erstattes af andre promotersekvenser (se f.eks. Hart-
man, Nucl. Acids. Res. 16:9345, 1988). Denne del vil blive erstattet efter en
omgang revers transkriptase af U3 fra 3'LTR.

Plasmiderne kan sa anvendes til at frembringe adenovirusgenomer in vitro
(Ballay et al., op.cit.), og disse transficeres i 293-celler (en human cellelinie,
der frembringer adenovirus E1A-protein), med hensyn til hvilke de adenovira-
le vektorer er defekte, til opnaelse af rene bestande af gag, pol, env og retro-
viral vektor, der baeres separat i defekte adenovirusvektorer. Eftersom titere
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af sadanne vektorer typisk ligger pa 107-101Y/ml, kan disse bestande an-
vendes til at inficere vaevskulturceller samtidig ved hej multiplicitet. Cellerne
vil sa blive programmeret til at frembringe retrovirale proteiner og retrovirale
vektorgenomer ved heje niveauer. Eftersom adenovirusvektorerne er defek-
te, vil der ikke forekomme store maengder direkte cellelyse og retrovirale vek-
torer kan hestes fra cellesupematanterne.

| et alternativt system (der er mere reelt ekstracellulaert) anvendes der fol-
gende komponenter:

1. gag/pol- og env-proteiner fremstillet i baculovirussystemet pa lignede
made som beskrevet i Smith et al. (supra) (eller i andre proteinproduktions-
systemer, sasom geer eller E. coli,

2. viralt vektor-RNA fremstillet i det kendte T7- eller SP6- eller andet in
vitro RNA-dannende system (jvf. f.eks. Flamant og Sorge, J. Virol. 62:1827,
1988), |

3. tRNA fremstillet som under (2) eller oprenset fra geer eller patte-
dyrsvaevskulturceller, : '

4. liposomer (med indlagt env-protein), og

5. celleekstrakter eller oprensende ngdvendige komponenter (nar de er
identificerede) (typisk fra museceller) til frembringélse af env-forarbejdning,
og en hvilken som helst af eller en anden nedvendig celle-afledt funktion.

Ifelge fremgangsmaden blandes (1), (2) og (3), og derefter tilseettes env-
proteinet, celleekstrakt og praeliposomblanding (lipid i et egnet oplesnings-
middel). Det kan imidlertid vaere nadvendigt pa et tidligere tidspunkt at ind-
lzegge env-proteinet i liposomerne inden tilszetning af det resulterende lipo-
som-indlagte env til blandingen af (1), (2) og (3). Blandingen behandles
(f.eks. ved ultralydbehandling, temperaturmanipulering eller roterende dialy-
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se) for at tillade indkapsling af de virale partikler under udvikling med lipid
plus indlagt env-protein pa lignende made som ved liposom-indkapsling af
farmaceutiske midler som beskrevet af Gould-Fogerite et al., Anal. Biochem.
148:15, 1985). Denne fremgangsmade muligger fremstilling af hoje titere af
replikationsinkompetente rekombinante retrovira uden kontaminering med
patogene retrovira eller replikationskompetente retrovira.

lll. Celielinie-specifikke retrovira - "Hybridkappe"

Veertscelleomradespecificiteten af et retrovirus bestemmes delvis af env-
genprodukterne. For eksempel bemaerkes det i Coffin, J. (RNA Tumor Viru-
ses 2:25-27, Cold Spring Harbor, 1985), at den ekstracellulzere komponent af
proteinerne fra murin leukeemivirus (MLV) og Rous Sarcoma virus (RSV) er
ansvarlig for specifik receptorbinding. Det cytoplasmatiske omrade for kap-
peproteiner menes pa den anden side at spille en rolle for virion-dannelse.
Skent pseudotypebestemmelse (dvs. indkapsling af viralt RNA fra en art med
virale proteiner fra en anden art) finder sted med lav hyppighed, har kappe-
proteinet nogen grad af specificitet overfor virion-dannelse af et givent retro-
virus. Det erkendes i den foreliggende opfindelse, at ved at skabe et hybrid-
env-gen-produkt (dvs. specifikt et env-protein med cytoplasmatiske omrader
og eksogene bindingsomrader, der ikke er det samme prbteinmolekyle i natu-
ren) kan veertsomradespecificiteten blive aendret uafhaengigt af den cyto-
plasmatiske funktion.

Der kan saledes fremstilles rekombinante retrovira, der specifikt Vil binde til
forudselekterede malceiler.

For at frembringe hybridprotein, hvori den receptorbindende komponent og
den cytoplasmatiske komponent kommer fra forskellige retrovira, ligger en
foretrukken lokalitet for rekombination inden i det membranomspaendende
omrade af den cytoplasmatiske komponent. Eksempel 8 beskriver konstru-
eringen af et hybrid-env-gen, der udtrykker et protein med den CD4-bindende
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del af HIV-kappeproteinet koblet til det cytoplasmatiske omrade af MLV-
kappeproteinet. '

Eksempel 4
Hybrid-HIV-MLV-kapper

Et hybrid-kappegen fremstilles under anvendelse af in vitro mutagenese
(Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492, 1985) for at indfere et nyt
restiktionssted pa et hensigtsmaessigt sammenfgjningssted. Hvis de to kap-
pesekvenser befinder sig pa samme plasmid kan de alternativt sammenfojes
direkte pa et hvilket som helst gnsket sted under anvendelse af in vitro muta-
genese. Slutresultatet bliver i alle tilfaelde et hybridgen, der indeholder 5'-
enden af HIV gp 160 og 3-enden af MLB p15E. Det hybridprotein, der ud-
trykkes af det resulterende rekombinante gen, er illustreret i fig. 18 og inde-
holder HIV gp120 (CD4-receptorbindende' protein), den ekstracelluleere del af
HIV gp 41 (de gp 120-bindende og fusigene omrader), og den cytoplasma-
tiske del af MLV p15E, hvor sammenfajningen foregar ved et hvilket som

helst af flere punkter indenfor vaertscellemembranen. Et hybridgen, der er

fremstillet ved det nye Eco R1;sted, som er vist i fig. 18, er udtrykt under sty-
ring af CMVIE-genet i human Sup T1-celler og ferer til syncytia, som det er
titfzeldet med autentisk HIV-env-gen. Hybriden bliver saledes korrekt trans-
porteret til celleoverfladen og vises her.

Medens eksempel 4 illustrerer et hybridprotein, der er fremstillet ud fra to for-
- skellige retrovira, begreenser mulighedeme sig ikke til retrovira eller endog

ganske enkelt til andre vira. For eksempel kan B-receptordelen af human in-
terleukin-2 kombineres med kappeproteinet af MLV. | dette tilfzelde vil en re-
kombination fortrinsvis vaere lokaliseret til gp 70-positionen af MLV-env-
genet, hvilket efterlader et intakt p15E-protein. Endvidere kan den ovenfor
beskrevet teknik anvendes til at skabe et rekombinant retrovirus med et kap-
peprotein, der genkender antistof-Fc-segmenter. Monoklonale antistoffer, der
kun genkender forudselekterede malceller, kan sa bindes til et sadant re-
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kombinant retrovirus, der udviser disse kappeproteiner, saledes at retrovi-
rus'et kun bindes til og inficerer disse forudselekterede malceller.

IV. Stedsspecifik integration

Malretning af en retroviral vektor mod et forud bestemt locus (sted) pa et
kromosom forager fordelene ved gen-leveringssystemer. Der opnas en sik-
kerhedsforanstaltning ved direkte integration i et "sikkert" sted pa et kromo-
som, dvs. et, der har vist sig ikke at have nogen skadelig virkning som folge
af insertionen af en vektor. En anden eventuel fordel er evnen til at dirigere et
gen mod et "abent" omrade af et kromosom, hvor ekspressionen heraf vil
blive optimeret. To teknikker til integrering af retrovira pa specifikke steder er
beskrevet nedenfor.

(i) Homolog rekombination

| en teknik til integrering af et eksogent gen for en vektorkonstruktion af et
rekombinant retrovirus i et specifikt sted i et maicelle-DNA anvendes der ho-
molog rekombination. Plasmider, der indeholder DNA-sekvenser, som er
starre end ca. 300 bp, der er homologe med genome sekvenser, har vist sig
at vekselvirke (enten ved erstatning eller indferelse) med disse genome se-
kvenser i et omfang, som er hejere end 103 gange en specifik vekselvirkning
i fraveer af sddan homologi (se Thomas og Capecchi, Cell 51:503-12, 1987,
og Doetshceman et al., Nature 330:576-78, 1987). Det har vist sig, at en in-
sertionshaendelse eller alternativt en erstatningshaendelse kan drives af vek-
torens specifikke udformning.

For at anvende homolog rekombination i stedsspecifik retroviral integration,
skal en vektorkonstruktion modificeres, saledes at (a) homologe sekvenser
(til malcellegenomet) inkorporeres i konstruktionen pa en hensigtmaessig lo-
kalisering, og (b) den normale integrationsmekanisme ikke interfererer med
den malretning, der opstar pa grund af homologe sekvenser. En foretrukket
fremgangsmade i denne henseende er at tilfeje homologe sekvenser (sterre
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end ca. 300 bp) i 3'LTR, nedenstrams for den U3-inverterede repeat. Ifaige
denne fremgangsmade fremstilles konstruktionen indledningsvis med et ho-
mologiomrade indfgjet i 3LTR ved Nhe 1-stedet i U3. Revers transkriptase i
veertscellen vil fare til duplikation af homologiomradet i 5'LTR inden for 31 bp
af enden af det inverterede repeat (IR). Integration i veertsgenomet vil fore-
komme i nzervaer eller fravaer af den normale integrationsmekanisme. Genet i
vektoren kan udtrykkes, hvad enten det er fra LTR eller fra en indre promo-
ter. Denne fremgangsmade har den virkning, at der placeres et homologi-
omrade nzer ved en potentiel fri ende af det dobbelt-strengede retrovi-
rusvektorgenom. Frie ender vides at age frekvensen af homolog rekombina-
tion med en faktor pa ca. 10. Ved denne fremgangsmade kan det vaere ned-
vendigt at overvinde den normale integrationsmekanisme eller i det mindste
at modificere den for at decelerere processen, saledes at homologe DNA-er
far tid til at komme frem. Hvorvidt denne sidste aendring er nedvendig i det
specifikke tilfzelde vil nemt kunne bestemmes af fagmanden.

(ii) Integrasemodiﬁkétion

- En anden teknik til integrering af en vektorkonstruktion i specifikke, forudvalg-

te steder af et malcellegenom involverer integrasemodifikation.

Retrovirus-pol-genproduktet forarbejdes generelt til fire dele: (i) en protease,
der forarbejder de virale gag- og pol-produkter, (ii) revers transkriptase, og
(i) RNase H, der nedbryder RNA af et RNA/DNA-dupleks, samt (iv) endo-
nuklease eller "integrase”.

Den generelle integrasestruktur er blevet analyseret af Johnson et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 83:7648-7652, 1986). Det er blevet foreslaet, at dette
protein har en zink-bindende finger, hvormed det vekselvirker med vaerts-
DNA'et, for de retrovirale sekvenser integreres.

| andre proteiner ger sadanne "fingre" det muligt, at proteinet binder til DNA
ved specifikke sekvenser. Et illustrativt eksempel er steroidreceptorer. | dette
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tifeelde kan man frembringe en estrogenreceptor, der responderer pa estro-
gener, som virker som glucocorticoid receptor, der responderer pa glucocor-
ticoider, ganske enkelt ved at substituere glucocorticoidreceptor-"fingeren”
(dvs. det DNA-bindende segment) i stedet for estrogenreceptor-
fingersegmentet i estrogenreceptorgenet. | dette eksempel er den position i
genomet, mod hvilken proteinerne er malrettet, blevet sendret. Sadanne diri-
gerende sekvenser kan ogsa substitueres ind i integrasegenet i stedet for
den omhandlede zinkfinger. For eksempel kan det segment, der koder for det
DNA-bindende omrade af human estrogenreceptoren vare substitueret der,
hvor den DNA-bindende region af integrase i et indpakningsgenom er. Ind-
ledningsvis bliver specifik integration afprevet ved et in vitro integrationssy-
stem (Brown et al., Cell 29:347-356, 1987). For at bekraefte, at specificiteten
vil blive set in vivo, anvendes dette indpakningsgenom til at frembringe infek-
tiese vektorpartikler, og infektion af og integration ind i estrogen-sensitive og
estrogen-ikke-sensitive celler sammenlignet i kuitur.

Gennem anvendelse af denne teknik kan indkommende virale vektorer rettes
mod at integrere ind i forudselekterede steder pa malcellens genom, dirigeret
af de genom-bindende egenskaber af de stedsspecifikke DNA-bindende pro-
teinsegmenter, der er splejset ind i integrasegenomet. Det vil blive forstaet af
fagmanden, at integrationsstedet faktisk skal vaere modtageligt over for fing-
rene af den modificerede integrase. Eksempelvis er de fleste celler falsomme
overfor glucocorticoider og felgelig har deres kromatin-steder for glucocor-
ticoid-receptorer. For de fleste celler vil en modificeret integrase med en glu-
cocorticoid-receptorfinger saledes vaere egnet til at integrere den provirale
vektorkonstruktion pa disse glucocorticoid-receptorbindingssteder.

V. Produktion af rekombinante retrovirale vektorer i transgene dyr

To problemer, der tidligere er blevet beskrevet i forbindelse med hjzelpelinie-
danneise af retrovirale vektorer er: (a) vanskelighed med at danne store
maengder vektorer, og (b) det for ejeblikket eksisterende behov for at anven-
de permanente celler i stedet for primaerceller til at frembringe vektorer. Dis-
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'se problemer kan overvindes med producent- eller indpaknin'gslinier, der er

dannet i transgene dyr. Disse dyr vil baere indpakningsgenomermne og retrovi-
rale vektorgenomer. Nutidig teknologi giver ikke mulighed for dannelse af

indpakningscellelinier og snskede vektorproducerende linier i primaerceller

pa grund af deres begraensede levetid. Nutidig teknologi er sadan, at omfat-
tende karakterisering er nedvendig, hvilket udelukker anvendelse af primeer-
celler pa grund af senescens. Imidlertid kan der dannes individuelle linier af
transgene dyr ved de fremgangsmader, der t_ilvejebrihges heri, som frembrin-
ger indpakningsfunktionerne, sasom gag, pol eller env. Disse linier fra dyr
karakteriseres derefter for ekspression enten i hele dyret eller malmaerket
vaev gennem selektiv anvendelse af husholdnings- eller vaevsspecifikke pro-
motere til at transkribere indpakningsfunktionerne. Den vektof, der skal leve-
res, indferes ogsa i en linie af transgene dyr med en vaevsspecifik eller hus-
holdningspromoter. Som beskrevet ovenfor kan vektoren drives fra en sadan
promoter, der substituerer for U3-omradet af 5'LTR (fig. 8). Dette transgen
kan vaere inducerbart eller ubikviteert forekommende i sin ekspression. Den-

- ne vektor er dog ikke indpakket. Disse linier fra dyr parres sa med

gag/pol/env-dyr og efterfelgende afkom. producerer. indpakket vektor. Af-
kommet, der er i alt vaesentligt identisk, karakteriseres og frembyder en ube-
graenset' kilde for primeert producerende celler. Alternativt kan primaerceller,
der frembringer gag/pol og env og som er afledt fra transgene dyr, inficeres
eller transficeres i store partier med retrovirusvektorer til frembringelse af
primaercelle-producentlinier. Mange forskellige transgene dyr eller insekter
kan frembringe disse véktorer, sasom mus, rotter, kyllinger, grise, kaniner,
keer, far, fisk og fluer. Vektoren og indpakningsgenomerne vil blive tilpasset
artsinfektionsspecificitet og veevsspecifik ekspression gennem anvendelse af
veevsspecifikke promotere og forskellige kappeproteiner. Et eksempel pa en
sadan fremgangsmade er illustreret i fig. 9.

Selv om felgende eksempler pa transgen produktion af primaere indpak-
ningslinier kun er beskrevet for mus, kan disse fremgangsmader af fagman-
den udvides til at omfatte andre arter. | betragtning af homologi i MLV-
sekvenser i musegenom vil de endeligt foretrukne dyr ikke vaere mus.
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Eksempel 5

Produktion af gag-pol-proteiner under anvendelse af husholdningspromotere
for ubikvitaer ekspression i transgene dyr

Et eksempel pa en velkarakteriseret husholdningspromoter er HPRT-
promoteren. HPRT Er et purin-redningsenzym, der udtrykker i alle vaev. (Se
Patel et al., Proc. Cell. Biol. 6:4-403, 1986 og Melton et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. 81:2147-2151, 1984). Denne promoter vil blive indfgjet foran forskellige
gag/pol-fragmenter (f.eks. Bal I/Sca I; Aat Il/Sca |, Pst I/Sca | af MoMLV, jvi.
RNA Tumor Viruses 2, 1985, Cold Spring Harbor Laboratory, 1985), der er
klonet i Blueskript plasmider (Strategene, Inc.) under anvendelse af rekom-
binant DNA-teknikker (se Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, 1982). De resulterende plasmider oprenses
(Maniatis et al., op.cit.) og den relevante genetiske information isoleres under
anvendelse af Geneclean (Bio 101) eller elektroeluering (se Hogan et al.,
(udg.) Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, 1986).

Disse fuldt karakteriserede DNA'er vil vaere mikroinjicerede i pronukleus af
frugtbare museaeg i en koncentration pa 2 ug/ml. Levendefedte mus bliver
screenet ved tail-blot-analyser (jvf. Hogan et al. op.cit.) Transgent positive
dyr bliver karakteriseret for ekspressionsniveauer af gag-pol-proteiner ved
immunpreecipitaion af radioaktivt meerkede primaerceller, sasom fibroblast (se
Harlow et al., udg. Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
1988). Dyr vil sa blive avlet til homozygositet til etablering af dyrelinier, der
producerer karateriserede niveauer af gag-pol.
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Eksempel 6

Produktion af env-proteiner/hybrid-kappeproteiner under anvendelse af hus-
holdningspromotere til ubikvitaer ekspression i transgene dyr

| dette eksempel anvendes HPRT-promoteren til ekspression af enten kappe-
eller hybridkappeproteiner. Kappeproteinerne kan hidrere fra et hvilket som
helst retrovirus, der er i stand til at komplementere det relevante gag-pol, i
dette tilfaelde fra MLV. Eksempler er ekotrop MLV, amfotrop MLV, xenotrop
MLV, polytrop MLV eller hybridkapper. Som ovenfor vil kappegenet blive klo-
net bag HPRT-promoteren under anvendelse af rekombinante DNA-teknikker
(se Maniatis et al., op.cit.). Det resulterende "minigen” vil blive isoleret (se
Hogan et al., op.cit.), og ekspression af kappeprotein vil blive bestemt (Har-
low et al, op.cit.). De transgene kappedyr bliver avilet til homozygositet til
etablering af et velkarakteriseret kappedyr.

Eksempel 7

‘Produktion af gag-pol-env-dyr under anvendelse. af husholdningspromotere til

ubikvitaer ekspression i transgene dyr

Heri skal der anvendes de vélkarakteriserede gag-pol-dyr, og ogsa dyr til
etablering af en permanent gag-poly/kappedyriinie. Dette vil medfere aw! til
homozygositet og etablering af en velkarakteriseret linie. Disse linier vil sa
blive anvendt til at etablere primaermuseembryolinier, der vil kunne anvendes
til indpakning af vektorer i vavskultur. Endvidere vil dyr, der indeholder den
retrovirale vektor, kunne blive avlet i denne linie.
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Eksempel 8

Produktion af vaevsspecifik ekspression af gag-pol-env- eller hybrid kappe i
transgene dyr

Dette eksempel anviser, hvordan direkte vaevsekspression af gagpol, kappe
eller hybridkappe rettes mod specifikke vaev, sdsom T-celler. Dette medfarer
anvendelse af CD2-sekvenser (se Lang et al., EMBO J. 7: 1675-1682, 1988),
der angiver position og kopiantalsuafhaengighed. 1,5 kb Bam H1/Hind llI-
Fragmentet fra CD2-genet indfajes foran gag-pol-, kappe- eller hybridkappe-
fragmenterne under anvendelse af rekombinante DNA-teknikker. Disse gener
vil blive indfgjet i frugtbare museaeg ved mikroinjicering. Transgene dyre vil
blive karakteriseret som fer. Ekspression i T-celler vil blive etableret. Dyr vil
blive avlet til homozygositet til etablering af velkarakteriserede linier af trans-
gene dyr. Gag-pol-dyr bliver parret med kappedyr til etablering af gag-pol-
env-dyr, der kun udtrykker i T-celler. T-cellerne af disse dyr vil s vaere en
kilde for T-celler, der er i stand til at indpakke retrovirale vektorer. Igen kan
vektordyr blive avlet i disse gag-pol-env-dyr til etablering af T-celler, der ud-
trykker vektoren.

Denne teknik gor det muligt at anvende andre veaevs-specifikke promotere,
sasom meelkespecificikke (hvede), pancreas- (insulin eller elastase) eller
neuronale- (myelinbaseprotein) promotere. Gennem anvendelse af promote-
re, sasom meelke-specifikke promotere, kan rekombinante retrovira isoleres
direkte fra afkommets biologiske veeske.

Eksempel 9

Produktion af enten husholdnings- eller vaevsspecifikke retrovirale vektorer i
transgene dyr

Insertionen af retrovira eller retrovirale vektorer i bakterielinien af transgene
dyr resulterer i ringe eller ingen ekspression. Denne virkning, der er beskre-
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vet af Jaenisch (se Jahner et al., Nature 298:623-628, 1982) tilskrives methy-
lering af 5'-retrovirale LTR-sekvenser. Med denne teknik vil man overvinde
methyleringsvirkningen ved substituering af enten en husholdnings- eller en
vaevsspecifik promoter til at udtrykke den retrovirale vektor/retrovirus. U3-
Omradet af 5'LTR, der indeholder de forstaerkende elementer, erstattes med
regulerende sekvenser fra husholdnings- elier veevsspecifikke promotere (se
fig. 8). 3'LTR tilbageholdes fuldstaendigt, idet det .indeholder de sekvenser,
der er nedvendige for polyadenylering af det virale RNA og integration. Som
resultat af de enestaende egenskaber af retroviral replikation, dannes U3-
omradet af 5'LTR af det integrerede provirus ved U3-omradet af det infice-
rende virus. 3' Er saledes nadvendig, medens 5' U3 kan undvaeres. Substitu-
tion af 5'LTR U3-sekvenserne med promotere og indfaring i bakterielinien af
transgene dyr resulterer i linier af dyr, som er i stand til at producere retrovi-
rale vektor-transkriberinger. Disse dyr vil sa blive parret med gag-pol-env-dyr
tit dannelse af retroviralt producerende dyr (se fig. 9).
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Patentkrav

1. Replikationsdefekt rekombinant retrovirus, som er i stand til at inficere hu-
manceller som baerer en vektorkonstruktion, som er i stand til at forhindre,
haemme, stabilisere eller vende forlebet af infektions-, kreeft- eller autoim-
munsygdomme, kendetegnet ved, at

vektorkonstruktionen dirigerer ekspression af et sygdomsantigen fra et
patogent middel eller er et kraeftantigen eller modificeret form heraf i méicel-
ler, der er inficeret med retroviruset,

hvilket antigen eller modificeret form heraf er i stand til at stimulere cel-
lemedieret immunrespons i et menneske.

2. Rekombinant retrovirus ifalge krav 1, ke ndete gnet ved, at vektor-
konstruktionen dirigerer ekspression af en modificeret form af et sygdomsan-
tigen fra et patogent middel i en malcelle, der er inficeret med retroviruset,
hvilket modificeret antigen er i stand til at stimulere et immunrespons i et
menneske, men med reduceret patogenicitet i forhold til det patogene middel.

3. Rekombinant retrovirus ifolge krav 1 eller2, kendetegnet ved, at det
udtrykte antigen udleser et HLA-klasse |- eller klasse 1l-begraenset immunre-
spons.

4. Rekombinant retrovirus ifglge et vilkarigt af kravene 1-3, kendeteg-
net ved, at det udtrykte antigen er et HIV-protein valgt blandt gruppen be-
staende af gp160, gp120 og gp41, eller modificerede former heraf.

5. Farmaceutisk sammensaetning, omfattende et rekombinant retrovirus ifel-
ge et vilkarligt af kravene 1 til 4, i kombination med en fysiologisk acceptabel
baerer eller fortyndingsmiddel.

6. Rekombinant retrovirus ifelge et vilkarligt af kravene 1-4 eller en sammen-
saetning ifelge krav 5 til anvendelse som en aktiv terapeutisk substans i en
fremgangsmade til behandling af menneskelegemet.
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7. Fremgangsmade til fremstilling af en rekombinant retrovirus som defineret
i et vilkarligt af kravene 1 til 4 omfattende:

indpakning af en vektorkonstruktion i et kapsid og kappe, saledes at retrovi-
ruset fremstilles. '

8. Ex vivo celler inficeret med et rekombinant retrovirus ifalge et vilkarligt af
kravene 1til 4.

9. Eukaryotisk celle, der er i stand til at fremstille en replikationsdefekt re-
kombinant retrovirus ifeige et vilkarligt af kravene 1 til 4, hvilken celle inde-
holder et retroviraltgenom for den rekombinante retrovirus med et paknings-
signal og koder for et sydomsantigen, som er fra et patogen middel eller er et
kraeftantigen eller en modificeret form heraf, men mangler den kodende se-
kvens for et eller flere retroviraleproteiner, og cellen ogsa er i stand til at ud-
trykke viraleproteiner til fremstilling af det rekombinante retrovirus.

" 10. Celle ifelge krav 8 eller 9 til anvendelse i fremgangsmader til behandling

af et menneske- eller dyrelegeme.
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