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(57) Abstract

The toxicity problems arising when foreign matter is introduced into higher eukaryotic cells, especially with transfection with DNA,
are obviated by expression in the cell of gene products that block the apoptosis induced by the transfection process and/or by treating the
cells with anti-inflammatory substances. Preferred anti-apoptosis genes are Bcl-2, E1B 19K or an anti-apoptotic gene of the CELO avian
adenovirus; used as preferred anti-inflammatory substance in the adenovirus VA1, which is introduced into the cell in the form of VAl
DNA. These measures help to achieve a long-lasting gene expression.

(57) Zusammenfassung

Den beim Einbringen von Fremdmaterial in hShere eukaryotische Zellen, insbesondere bei der Transfektion mit DNA, auftretenden
Toxizititsproblemen wird begegnet, indem in der Zelle Genprodukte zur Expression gebracht werden, die die durch den Transfektionsproze8
ausgeliste Apoptose blockieren und/oder indem die Zellen mit anti-inflammatorischen Substanzen behandelt werden. Bevorzugt werden
als anti-Apoptose-Gene Bcl-2, E1B 19K oder ein anti-apoptotisch wirksames Gen vom Hohner-Adenovirus CELO, als anti-inflammatorisch
wirkende Substanz Adenovirus VA1, das in Form von VA1-DNA in die Zelle eingebracht wird, verwendet. Mit Hilfe dieser MaBnshmen
kann eine lang anhaltende Genexpression erzielt werden.




LEDIGLICH ZUR INFORMATION

von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die internationale

Codes zur Identifizierung

.m
it

gEroNprSaNndaRRRESENE

udTobqo
Vmﬂ;u:unmlmm’h

mww mwm_hm

S8Y858RuEsYE

W
! v
m

Republik

Histhdninitd il

Lo aNERERSE8BudG00REaRE

Iel:ul




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

inte. snal Applicauon No

PCT/EP 95/01989

SUBJECT MATTER

C12N15/86

A. CLASSIFICATION O

pe e IoN15787 C07K14/075

C12N5/10 Co7K14/00

According o Internatonal Patent Qasafication (IPC) or to both natonal clatuficanon and [PC

B. FIELDS SEARCHED

Minsmum documentation searched (classificaton system followed by dasuficaton symbols)

IPC 6 CI12N

Documentation searched other than mummum documentauon to the extent that such documnents are included In the fields searched

Electromic data base consulted dunng the international search (name of data base and, where practucal, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Citanon of document, with indication, where apprognate, of the relevant passages

Relevant o clamn No.

) S PROC.NATL.ACAD.SCI.USA,
vol. 89, August 1992,

RAO, L. ET AL.:

proteins”
Y see the whole document

X GENES & DEVELOPMENT,
vol. 7, 1993,

DEBBAS, M. UND WHITE, E.:

inhibited by E1B"
Y see the whole document

pages 7742-7746, XP002003023

"The adenovirus EIlA
proteins induce apoptosis, which is
inhibited by the E1B 19-kDa and Bcl-2

pages 546-554, XP002003024

mediates apoptosis by ElA,

1,3-5

2,11-13,
20,33,34

1,4,5
*Wild-type p53
which is

2,11-13,
20,33,34

-f=-

m Further documents are listed i1n the conanuaton of box C.

E Patent family members are listed in annex.

* Speaal caregones of ated documents :

“A° document defining the general state of the ant which s not
conmdered to be of parucuiar refevance

*E° earhier document but published on of after the internabonal
filing date

‘L° document whuch may twow doubts on prnionty dam(s) or
which 15 Qted (0 establish the publicanon date of another
atauon of other special reason (as speafied)

‘0’ document refernag to an oral disc , use, extub or
other means

P document published pnor W the international filing date but
later than the prionty date clamed

“T" lster documnent published after the tmernatonal filing date
wmumﬂndnmm“mmm 1caton but
ated 10 understand the pnacipic or theory ying the
mvennon

cannat be conmdered novel or cannot be conadered o
tnvolve an Inventve step when the document ts taken alone

“Y* document of paracular relevance; the daimed 1nvenaon
cannot be consadered 1o tnvolve an inventve step when the
document 1S combined with one or more other such docu-
ments, such combunation being obvious to a person dalled
in the arL

*&° documnent member of the tame patent (amuly

Date of the actual completion of the internaconal search

14 May 1996

Date of maiing of the internanonal search report

03.08 %

Name and mailing address of the [SA
European Patent Office, P.B. 5318 Patentiasn 2
NL - 2280 HV Ripwik
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 65| epo nl,
Fax (+ 31-70) 340-301¢

Authonzed officer

Donath, C

Form PCT.ISA. 210 (sacond shewt) {July 1992)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

inteis mal Applicason No

PCT/EP 95/01989

C{Conunuaton) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

of d nt, with indication, where appropnate, of the relevant pasages

Catwegory *

Relevant w clam No.

X

P,X

P,Y

CANCER RESEARCH,

vol. 52, October 1992,

pages 5407-5411, XP002003025

MIYASHITA, T. UND REED, J.C.: "bcl-2 Gene
Transfer Increases Relative Resistance of
S49.1 and WEH17.2 Lymphoid Cells to Cell
Death and DNA Fragmentation Induced by
Glucocorticoids and Multiple
Chemotherapeutic Drugs®

see the whole document

EMBL Database

ID-Nr.: AAORFSA

Accession-Nr.: 722864

XP002003029

Akopian, T.A. et al.: "Sequence of an
Avian Adinovirus (CELO) DNA Fragment (11.2
-19.2 %

J.VIROLOGY,

vol. 68, no. 10, October 1994,

pages 6553-6566, XP002003026

CHIOU, S.-K. ET AL.: “Functional
Complementation of the Adenovirus E1B
19-Kilodalton Protein with Bcl1-2 in the
Inhibition of Apoptosis in Infected Cells®
see the whole document

W0,A,93 07283 (BOEHRINGER INGELHEIM
INTERNATIONAL GMBH) 15 April 1993

see the whole document

ANNALS NEW YORK ACADEMY OF SCIENCES,
vol. 660, 1992,

pages 136-153, XP002003027

ZATLOUKAL, K. ET AL.:
*Transferrinfection: A Highly Efficient
way to Express Gene Constructs in
Eukaryotic Cells*

see page 137, paragraph 2

see page 142, line 7 - page 142, line 36
see page 143, last paragraph - page 151,
paragraph 1

see figures 1,2

HUMAN GENE THERAPY,

vol. 3, 1992,

pages 147-154, XP002003028

CURIEL, D.T. ET AL.: “High-Efficiency
Gene Transfer Mediated by Adenovirus
Coupled to DNA-Polylysine Complexes*
see the whole document

1,3

2,11-13,
33,34

30,31

1,3-5

2,11-13,
20,33,34

2,11-13,
33,34

2,11-13,
16-19,
33,34

2,11-13,
16-19,
33,34

Form PCT ISA 210 (amaunuauon of seand sheat) {July 1992)

page 2 of 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

{nte. nales Aktenzeichen

PCT/EP 95/01989

KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTAND

PSR G D ™ " C12N15/86  C12N5/10

Nach der internatonalen Patentklasafikaton (IPK) oder nach der nanonalen Klassfikaton und der (PK

C07K14/00 C07K14/075

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

IPK 6 CI2N

Recherdluerter Mindestprufstoff (Klassifil ystern und Klanfik ymbole )

Recherchierte aber nacht zum Mindestprufstoff gehorende Verdifentlichungen, soweit diese unter dic recherciuerten Getaete fallen

Wahrend der internagonalen Recherche konsuluerte clekrorusche Datenbank {Name dear Datenbank und evli. verwendete Suchbegnife)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

K 1" | Bezeichnung der Versffentlichung, sowat erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Tale Bew. Anspruch Nr.

X - PROC.NATL.ACAD.SCI.USA,
Bd. 89, August 1992,
Seiten 7742-7746, XP002003023

proteins”
Y siehe das ganze Dokument
X GENES & DEVELOPMENT,

Bd. 7, 1993,
Seiten 546-554, XP002003024

inhibited by E1B"
Y siehe das ganze Dokument

RAO, L. ET AlL.: "The adenovirus ElA
proteins induce apoptosis, which is
inhibited by the E1B 19-kDa and Bcl-2

DEBBAS, M. UND WHITE, E.: "Wild-type p53
mediates apoptosis by E1A, which is

-/--

1,3-5

2,11-13,
20,33,34

1,4,5

2,11-13,
20,33,34

Watare Veolfenthichungen and der Fortsetzung von Feld C zu
enthehmen

[:] Siche Anhang Patentfamibic

* Besondere Kategonen von angegedenen Verdffenthchungen

*A° VerdiTentlichung, dic den allgemenen Stand der Techruk defintert,
aber nacht als besonders bedeuttam anzuschen It

“E" ilseres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum verollenticht worden i1t

‘L° Veroffendichung, dic geeignet ist, exnen Priontitsanspruch zwesldhaht er-
schanen zu lassen, oder durch die das Veroffendichungsdatum aner

s0ll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben it (wie
ausgefiihrt)

‘D" Veroflenthchung, die nch auf ane mimdliche Offenbarung,
ane Benuzung, eine Austellung oder andere MaSnahmen beaeht

*P” Veroffenthchung, dic vor dem internatonslen Anmeldedaum, sber nach
dem beanspruchten Pniontitsdatum verdffendicht worden st

“T" Spitere Verdffentichung, die nach Gem intamatonalen Anmeldedatum
oder dem Priontatsdatum vero(fenth

“x*

anderen 1m Recherchenbenc genannten Veroffenthchung belegt werden -y+

‘&

cht worden (st und mut der
Anmeldung mcht kollidsert, sondemn mur zumVerstindns des dar
Erfindung Tugrundehiegenden Prinnps oder der 1hr 2ugrundeltegenden
Theorie angegeben i1t
Verollentichung von besonderer Bedeunng, die beanspruchte Erfindung}
kann allewn auf| caeser Verofiendschung mucht als neu oder sul
erfindenscher Taugkat beruhend werden
Verbffentichung von besonderer Bedeunung, dic beanspruchte En’mdunq
kann nicht als sufl erfindenscher Tingkeit beruhend betrachtet
werden, wenn dic Verdffentdichung mul aner oder mehreren anderen
Veroffentichungen dieser ngc n Vnm gebracht wird und
diese Vertundung fir anen F nahelt it
Veroffentiichung, cae Mitglied derselben Patentfamilie 1t

Datum des Abschiusses der internagonalen Recherche

14.Mai 1996

Absendedatum des iniernanonalen Recherchenbenchts

0 3.06 9

Name und Posunschnit der Internstonale Recherchenbehorde

Europiusches Pasentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2230 HV Rupswk

Tel. ( - 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

Fax ( - 31-70) 340-3016

Bevollmichugter Bediensteter

Donath, C

Formblatt PCT I1SA 218 (Blau 2) (Juh 1992)

Seite 1 von 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Informaton on patent famuly members

Inte. onal Applicaton No

PCT/EP 95/01989

Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

W0-A-9307283 15-04-93 AU-B- 2652692 03-05-93
BG-A- 98718 28-02-95

BR-A- 9206559 08-11-94
CA-A- 2118816 31-03-93
CZ-A- 9400746 17-05-95
EP-A- 0545016 09-06-93
EP-A- 0607206 27-07-94

FI-A- 941474 30-03-94
HU-A- 71312 28-11-95
NO-A- 941154 29-03-94
NZ-A- 244306 26-07-95
SK-A- 36894 10-08-94

ZA-A- 9207460 21-02-94
CN-A- 1070946 14-04-93

Form PCT1SA 218 (patent famdy annax) (July 1992)



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Inte: anales Aktenzeichen

PCT/EP 95/01989

C (Fortsetzung)

ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategone® | Bezeichnung der Verdffentlichung, sowat erforderich unter Angabe der 1n Betracht kommenden Tale Betr. Anspruch Nr.

X

P, X

P,Y

CANCER RESEARCH,

Bd. 52, Oktober 1992,

Seiten 5407-5411, XP002003025

MIYASHITA, T. UND REED, J.C.: "bcl-2 Gene
Transfer Increases Relative Resistance of
$49.1 and WEH17.2 Lymphoid Cells to Cell
Death and DNA Fragmentation Induced by
Glucocorticoids and Multiple
Chemotherapeutic Drugs®

siehe das ganze Dokument

- -

EMBL Database

ID-Nr.: AAORFSA

Accession-Nr.: 722864

XP002003029

Akopian, T.A. et al.: "Sequence of an
Avian Adenovirus (CELO) DNA Fragment (11.2
- 19.2 %)

J.VIROLOGY,

Bd. 68, Nr. 10, Oktober 1994,

Seiten 6553-6566, XP002003026

CHIOU, S.-K. ET AL.: "Functional
Complementation of the Adenovirus E1B
19-Kilodalton Protein with Bcl-2 in the
Inhibition of Apoptosis in Infected Cells”
siehe das ganze Dokument

W0,A,93 07283 (BOEHRINGER INGELHEIM
INTERNATIONAL GMBH) 15.April 1993
siehe das ganze Dokument

ANNALS NEW YORK ACADEMY OF SCIENCES,
Bd. 660, 1992,

Seiten 136-153, XP002003027

ZATLOUKAL, K. ET AL.:
*Transferrinfection: A Highly Efficient
Way to Express Gene Constructs in
Eukaryotic Cells”

siehe Seite 137, Absatz 2

siehe Seite 142, Zeile 7 - Seite 142,
Zeile 36

siehe Seite 143, letzter Absatz - Seite
151, Absatz 1

siehe Abbildungen 1,2
HUMAN GENE THERAPY,

Bd. 3, 1992,

Seiten 147-154, XP002003028

CURIEL, D.T. ET AL.: “High-Efficiency
Gene Transfer Mediated by Adenovirus
Coupled to DNA-Polylysine Complexes®
siehe das ganze Dokument

P

1,3

2,11-13,
33,34

30,31

5

1,3

2,11-13,
20,33,34

2,11-13,
33,34

2,11-13,
16' 19 L]
33,34

2,11-13,
16-19,
33,34

Formbiatt PCT [SA 210 (Forusatzung von Blatt 2) (Juli 1992)

Seite 2 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

inte. onales Aktmzeichen

Angaben zu Veroffeatlichungen, dic zur selben Patentfarmlic gehoren PCT/ EP 95/01989
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Dawum der
angefilhrtes Patentdokument Verdffendichung Patentfamilie Veroffentlichung
W0-A-9307283 15-04-93 AU-B- 2652692 03-05-93
BG-A- 98718 28-02-95

BR-A- 9206559 08-11-94
CA-A- 2118816 31-03-93
CZ-A- 9400746 17-05-95
EP-A- 0545016 09-06-93
EP-A- 0607206 27-07-94

F1-A- 941474 30-03-94
HU-A- 71312 28-11-95
NO-A- 941154 29-03-94
NZ-A- 244306 26-07-95
SK-A- 36894 10-08-94

ZA-A- 9207460 21-02-94
CN-A- 1070946 14-04-93

Formbiawt PCT ISA 216 {Anhang PawentamilieNJuli 1992)



	Abstract
	Bibliographic
	Search_Report

