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Zphsob kontroly distribuce bunék v bi-
oartificidlnim organu

‘ (57) Anotace:
. Zplisoby a kompozice uréené ke kontrole bu- Xoet 4304
né¢né distribuce v bioarteficialnim organu po-
moci takového oSetfeni bunék, které inhibuje
bunéénou proliferaci a indukuje bunéénou di-
ferenciaci, nebo ovliviiuje buné¢nou adhezi k
riistovému povrchu v bioarteficidlnim organu.
Toto oSetfeni zahrnuje (1) genetickou mani-
pulaci bunék, (2) vystaveni bunék uéinkém
proliferaci inhibujici latky nebo latky, ktera
indukuje buné¢nou diferenciaci, nebo vyjmu-
ti bun€k z prostfedi s proliferaci stimulujici
latkou nebo s latkou, kter4 inhibuje diferenci-
aci, nebo vystaveni bunék t¢inktm zareni, a
dale pak modifikaci riistového povrchu bi-
oarteficidlniho orgdnu molekulami extracelu-
larni matrix, molekulami ovliviiujicimi bunéc-
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Zptsob kontroly distribuce bunék v Bio rtitididlnim organd__

Oblast techniky

Vynadlez ©poplsuje postupy a kompozice slouzici ke
kontrole distribuce a ristu bunék zapouzdrenych v

bioarteficidlnim orgéanu.

Dosavadni stav techniky

Bioarteficidlni organy ("BAO") jsou zarXizenl obsahujici
7ivé bunky a slouzici v organismu hostitele k vykonu

poZadovanych metabolickych funkci.

Bufiky zapouzdfené uvnitf BAO dodévaji do organismu
hostitele jednu nebo vice biologicky aktivnich molekul, které
mohou byt vwvyuZity pf¥i prevenci nebo pri 1léecbeé mnoha

klinickych stavl, deficienci a nemoci.

K 1é¢bé& diabetes mohou byt neprfiklad pouZity BAO
obsahujici bufiky sekretujici inzulin. Podobné mohou byt k
1é¢b& jinych nemoci jako napfriklad hypoparathyredzy a anémie
pouzity bunky, které sekretuji parathormon (1écba
hypoparathyredzy) nebo erythropoietin (lécba anémie).

Biocarteficidlni orgadny mohou byt rovnéZ pouzity Jjako

zdroj biologicky aktivnich molekul pfi 1écbé nebo pri
prevenci neurodegenerativnich stavl Jakymi Jsou naptriklad
Huntingtonova nemoc, Parkinsonova nemoc, Alzheimerova nemoc a
demence spojené se syndromem ziskané imunodeficience. Navic
mohou byt prostfednictvim BAO dodévany do organismu hostitele
lymfokiny a cytokiny slouzici k ovlivnéni imunitniho systému
hostitele. Prikladem Jjinych biologicky aktivnich molekul,
které mohou byt dodévény prostfednictvim BAO do organismu
hostitele Jjsou katecholaminy, endorfiny, enkefaliny a dalsi

opidtové a neopidtové peptidy pouZivané ke tlumeni bolesti.




BAO mohou byt rovnéZ pouZity pri 1écbé nejruznéjsich
deficienci enzym. Jinou moZnosti je, Ze biologicky aktivni
molekuly mohou 2z organismu hostitele odstranovat nebo v
organismu hostitele eliminovat molekuly 3&kodlivé pro tento
organismus. BAO mohou napriklad obsahovat biologicky aktivni
molekuly, které mohou byt v organismu hostitele pouzity pri

"vychytavani" cholesterolu (scavengery).

Jsou znémy nejriizn&jsi BAO ve formé "makrokapsuli';
viz. napfiklad BAebischer (Patent Spojenych stdt americkych
5,158,881), Dione a dal3i, (WO 92/03327), Mandel a dalsi, (WO
91/00119), Aebischer (WO 93/00128). Mezi BAO rovnéz patri
extravaskularni diftzni komory, intravaskuldrni difdzni
komory, intravaskuldrni ultrafiltracni komory a mikrokapsule;
viz. napfiklad Lim a dal%i, Science, 210, strana 908 az 910
(1980); Sun, A. M., Methods in Enzymology, 137, strana 575 az
579 ( 1988); Dunleavy a dal3i, (WO 93/03901) a Chick a dalsi,
(Patent Spojenych statl americkych 5,002,661).

Buiiky zapouzdfené v bioarteficidlnim orgénu vykonavaji

v organismu hostitele potfebné metabolické funkce, a je tudiz
34douci, aby tyto bufky byly optimdlnim zdrojem biologicky
aktivni molekuly, kterd ovliviiuje zmiflované metabolické
funkce. Obvykle jsou pro pouZiti uvnitf BAO uprednostiiovany
diferencované, nedélici se bunky, pred buiikami délicimi se,
protoZe tyto buiky umoziuji optimalni produkci pozZadované
biologicky aktivni molekuly. Napriklad vétsSina
diferencovanych, ned&licich se bunék produkuje vétsi mnoZstvi
pofadovaného proteinu vyuZivaného k 1éCb& néZz deélici se
bufiky, protoZe exprese genl specifickych pro diferenciacl a
exprese gentl specifickych pro bunécné déleni Jjsou povaZovany
za antagonistické procesy, viz Wollheim, "Establishment and
Culture of Insulin-Secreting B Cell Lines," (ZaloZeni a

kultivace 1linii PB-bunék sekretujicich inzulin), Methods in



Enzymology, 192, strana 223 a¥ 235 (1990). Pfi diferenciacil
pundk dochazi u té&chto bunék ke sniZeni kapacity replikace. V
mnoha pripadech se proliferace a diferenciace navzajem
vyluduji, viz Gonos, "Oncogenes in Cellular Immortalisation
and Differentiation,” (Onkogeny hrajici ulohu pri
imortalizaci a diferenciaci bunék), Anticancer Research, 13,

strana 1117 (1993).

Velmi vyhodné je pouZiti diferencovanych tkani, protoZe
funkéni vlastnosti tké&né pouzité k inkorporaci do BAO Jjsou
vdtdinou shodné s vlastnostmi diferencované tkané in vivo.
Dalsi vyhodou pfi pouZiti diferencovanych, nedélicich se
pbundk je skutelnost, Ze pocCet teéchto pundk zdstava uvnit? BAO
relativné& konstantni. Tento fakt umoZiiuje lépe predvidat
vysledky experimentu a Je tak umoznén 1 prisun stéale
steiného mnoZstvi aktivnich latek do organismu hostitele.
Diferencované bufiky jsou navic daleko vhodnéjs$i pro pouZitl
uvnit¥ BAO, ve kterém je zapouzdfen vice neZ jeden druh bunék
sekretujicich biologicky aktivni molekuly. JestlizZe Jsou Vv
takovychto BAO pouZity délici se buiiky, mohou rizné druhy
punék rast rozdilnou rychlosti a vysledkem je pak prertstani
jednoho druhu buné&k. Pfi pouZiti diferencovanych, nedélicich
se bundk mhZe byt relativni zastoupeni dvou nebo vice

synergickych druhdl bunék lépe regulovano.

Ackoliv je pouziti diferencovanych bunék v mnoha
pfipadech vyhodné, vyskytuji se pri pouziti diferencovanych
bundk primo izolovanych 2z organismu savcu nejriznéjsi

problémy.

Za prvé: existuje nebezpeli potenciédlni kontaminace
izolované tkané. Je tedy nutné, aby tkan odebrand z organismi
jednotlivych jedincl byla podrobena jak ¢&asové tak financné

naroénému testovani, jestli neobsahuje néjaké patogeny.




7a druhé: tkaR mife byt bé&hem izolace poSkozena. Toto
podkozeni miZe byt mechanické nebo miZe dojit k poSkozeni
tkandé prfi pouziti enzymatickych procedur pfi vlastni izolaci.
Proces mechanické manipulace nelze vzdy jednoduse
standardizovat a vysledkem miZe byt pak rozdil mezi
jednotlivymi izoléaty.

7a tfeti: bé&hem izolace miZe dojit k ischemii, kterad ma

za nasledek po3kozeni tkané.

7a &tvrté: vzhledem k rozdilam mezi darci tkané muzZe
byt obtizZné ziskat reprodukovatelné vysledky. VytéZek a
kvalita poZadované tkané mohou byt napriklad ovlivnény veékem,
pohlavim, zdravotnim stavem a hladinou hormoni u Zivocicha,

ktery je zdrojem prislusné tkané.

Za paté: nékdy neni moZné ziskat tkan v mnoZstvi
odpovidajicim poZadavkim pro tvorbu BARO. K tomuto Jjevu
napfiklad dochéazi v pfipadech, kdy Jjako zdroj tkéné slouZi
organ malych rozmé&rd nebo tam, kde je trfeba pouzit velmi
velké mnorstvi této tkané&. JestliZe jako zdroj tkéné slouiZi

&lovdk, je velmi &Easto patrny nedostatek vhodnych tkéani.

7a Sesté: v né&kterych pfipadech Je Z&douci bunky
pouzité uvnit¥ BAO geneticky modifikovat. V soucasné dobé je
obti¥né in vitro geneticky modifikovat nedélici se tkané a
vysledek genetické modifikace a vlastnosti takto
modifikovanych bun&k nelze s wurcitosti predem stanovit.
Vzhledem k vy%e zminénym problémim a ke skutecnosti, z2Ze je
vyhodné pouZivat diferencované, nedélici se bufky, existuje
potfeba vytvorit zplsob slouZici produkci a zachovani
diferencovanych, ned&licich se bunék vhodnych k zapouzdfeni

uvnity? BAO.

Vzhledem k témto problémim byly pro pouZiti prfi

konstrukci BAO uprednostioviany délici se bunky a bunécné



linie, které vykonavajl poZadovane biologické funkce. Jednou
z dileZitych vyhod pri pouZiti délicich se bunék. Je
skute&nost, Ze tyto buiiky mohou byt ve velkém mnozZstvi
p&stovany in vitro, miZe u nich byt lehce zjisténa pritomnost
¢i nepfitomnost patogenl a mohou byt uspésné skladovéany. To
umoZiiuje tém&f neomezeny prisun tkand pri nizkych ndékladech
na Jjeji produkci. Za ucelem tvorby subpopulaci bunék se
zlepdenymi charakteristikami mohou byt na banku bunék
aplikovény selekéni postupy, Jako napriklad tridéni bunék
nebo jejich klonovani. Délici se bunky a bunécné linie jsou
navic pristupnéjsi genetickym manipulacim neZ diferencovang,
nedélici se buiiky. Skutednost, Ze Jje moZné introdukovat do
bunék cizorodou rekombinantni DNA vytva¥i mnoho novych
mo¥nosti ke zméné& funkce nebo fenotypu téchto bunék
vyuZivanych k zapouzdfeni uvnitf BAO. Tato skutecnost
umoZfiuje vét3i diverzitu pouZiti BRO k léZebnym ucellm.

Jak bylo uvedeno vySe, mezl nevvhody pfi zapouzdreni
kontinudlné se d&licich bundk do BAO patfi nedostatecna
regulace podtu buné&k v tomto zarizeni, ktera niZe mit za
nisledek sniZenou schopnost predvidat produkované mnoZstvi

poZadované biologicky aktivni molekuly.

Zatimco ve velké vét3ind pfipadd je Zadouci limitovat
nebo minimalizovat rfist bundk uvnit? BARO, v ojedinélych
pfipadech napriklad kdyz Jje BAO implantovan do
"nepratelského" prostfedi, miZe byt Zadouci, aby byla bunikam
-a U&elem zachovani konstantniho podtu bunék uvnitr BAO

umoZnéna pozvolnéd proliferace.

Existuje  Jjesté jeden obecny ©problém spojeny se
zapouzdfenim bund&k. MnoZstvi druhl bunék ma "mezibunécné"
adhezivni vlastnosti, coZ znamend, Ze bunky maji sklon
adherovat jedna ke druhé a vytvarfet tak, hustd nahromadéni a

seskupeni (klastry). Tato tendence Je zv143té patrnd pri




nepfitomnosti vhodného dostupného substratu. V takovych
bund&&nych agregdtech miZe dochazet ke vzniku centrdlnich
nekrotickych oblasti v dasledku toho, Ze buiky "uvéznéne" v
centru takového seskupeni maji znesnadnény pfistup k Zivinam
a kysliku, anebo Ze v centru takového seskupeni bunék dochézi
ke hromadéni toxickych produktl. Nekrotickd tkan miZe rovnéz
uvoliovat velké mnoZstvi buné&nych proteind (xenoproteint
nebo jinych faktorl), které zaplavuji organismus hostitele a
které jsou 8Skodlivé pro preziti bunék, napriklad faktory,
které vyvolavaji imunitni odpovéd makrofagl nebo Jjiny typ
imunitni odpov&di. Tento problém miZe byt jesté umocnén, kdyz
jsou buiiky zapouzdfeny uvnitf¥ BAO, ktery m& obal zhotoveny ze
semipermeabilni membrany, protoZe tato membradna tvori bariéru
znesnadiiujici difazi. Velmi &asto Jje uvnitf¥ BAO k dispozici
méné kysliku a také méné Zivin dodavanych hostitelem. Navic

se uvnit?¥ BAO mohou akumulovat odpadni produkty.

Tato hustd buné&cnid seskupeni se mohou vytvaret pozvolna
pFi ristu bunék, nebo se mohou tvorit velmi rychle. K rychle
tvorbé& seskupeni buné&k dochdzi pri reasoclaci Cerstveé
dispergovanych  bunék  nebo tkéani a tento proces je
zprostrfedkovan adhezivnimi proteiny pritomnymi na povrchu
bunék. Buiky nebo tkédné s vysokou metabolickou aktivitou
mohou obzvl1asté citlivé@ reagovat na sniZeny prfisun kysliku a
ivin a hynou kratce poté, co byly "uvéznény" uvnitr velkého
shluku bunék. Mnoho tkdni s endokrinni aktivitou, které jsou
obvykle v organismu prostoupeny hustou siti kapiléar, vykazujil
pravé takové chovani; zdad se, Ze pravé Langerhansovy ostrivky

jsou v zapouzdfeném stavu zvlasté citliveé.

Je velmi vyhodné disponovat zplsobem a kompozicl k
regqulaci ristu zapouzdfenych bunék, které vyuZivaji vyhod jak
d&licich se bunék, tak diferencovanych, nedélicich se bunék.

Vynadlez se tyka zplsobl a kompozic s jejichZ pomoci miZe byt



in vitro zajist&na neomezend proliferace a expanze bunék, a
které umoZfiuji regulovat proliferaci a diferenciaci bunék
zapouzdfenych uvnitr¥ BAO tak, aby bylo dosaZeno rovnovanhy
mezi proliferaci a diferenciaci, a aby tedy mohl BAO
vykonavat svou funkci poZadovanym zpUsobem. Vynalez tedy
umoZfuje regulaci podtu bunék zapouzdfenych uvnitf¥ BRAO a mlZe
tedy umoZnit dokonalej$i regulaci hladiny produkce biologicky
aktivnich 1latek v kapsuli. Vynélez déale popisuje zpusoby
slouZici k regulaci rustu bunék, pricemZ regulace rastu bunék
je dosaZeno prostfednictvim kontrolovaného umisténi bunék
uvnit?¥ BAO, a tudi? je sniZend moZnost tvorby neZadoucich
nekrotickych bun&&nych oblasti uvnitf¥ BAO. Regulace poctu
bun&k a Jejich umisténi uvnitf¥ BAO rovnéZ usnadiuje
optimalizaci vlastnosti membrany na povrchu BAO a dalsich
parametr tohoto =zafizeni vzhledem k druhu =zapouzdfenych
pun&k. P¥idinou snadn&j3i optimalizace 3je skutecnost, Ze
pozadované charakteristiky pf¥isludného =zarfizenl se mnohem
lépe stanovuji pro stabilni populaci bunék uvnitf BAO neZ pro
populaci d&licich se bunék wuvnitf¥ BAO. Navic miZe byt

dosa?eno dlouhodobého prisunu biologicky aktivnich latek.

Podstata vynélezu

Vynadlez popisuje zplsoby a kompozice slouzici k
regulaci distribuce bunék (tzn. poctu bunék nebo umisténi
bunék v BAO nebo jak podtu tak i umisténi bunék uvnitr
biocarteficidlniho orgénu), které jsou zapouzdiené v BAO. Mezi
zplsoby a kompozice podle vyndlezu patri ( 1 ) zpusoby a
kompozice slouZici k modifikaci bunék, které jsou zapouzdfené
v BAO a (2) =zpusoby a kompozice slouzicli k modifikacil

povrchl, na kterych rostou bunky zapouzdfené v BAO.

Mezi zpusoby a kompozice slouzici k  bunéénym

manipulacim patfi zména genetické informace bunék pomoci



genu, ktery kéduje  produkt ovliviAujici proliferaci a

diferenciaci buné&k. Tento zpusob miZe zahrnovat podéni
chemické sloudeniny nebo rlstoveého faktoru, které inhibuji
proliferaci nebo naopak indukuji diferenciaci bunék. Jinou
mornosti Je odebrani chemicke slouleniny nebo rustového
faktoru, které inhibuji proliferaci nebo naopak indukuji
diferenciaci bunék, z rustového média. Zplsob miZe byt pouzit
pfed nebo aZ po vlastnim zapouzd¥eni bunék do BAO, vyhodné
viak pfed zapouzdrenim. Proliferace bunék mhZe byt zrovnéz

regulovana pomoci radiace.

Mezi zptisoby a kompozice slouZicil k modifikaci povrchi
na kterych rostou bullky ("ristové povrchy") pat¥i povleceni
alespoii Jjednoho povrchu uvnitf BARO jednou nebo vice
molekulami extraceluldrni matrix ("ECM"- extracelular matrix
molecule). ECM mohou byt povleleny pfimo na lumindlni povrch
BAO nebo na Jjakoukoliv nosnou plochu uvnit? BAO nebo na
noside ve form& mikrokulicek ("mikronosice™). Bunky nebo
mikronoside s Dbufikami na svém povrchu mohou byt navic
suspendovany v matrici tvofené materialem, ktery fyzicky
inhibuje buné&nou proliferaci. Materidl tvorici matrici mizZe

byt dale pozménén chemickymi nebo peptidovymi derivaty.

Rastové povrchy uvnit¥ BAO mohou byt kromé toho
modifikovéany pomoci chemickych postupl, které inhibuji nebo
naopak usnadiuji pfipojeni bunék k luminalnimu povrchu BAO.
Rstové povrchy mohou byt pfed vlastni umisténim bunek dale
upraveny pridanim inertniho "leSeni™ k témto povrchim. Toto
leSeni fyzicky inhibuje prerustani bunék a vytvari dodateclna
mista slouZici k pfipojeni bunék. Je t¥eba si uvédomit, Ze Je
moZné kombinovat r@zné zpusoby a kompozice slouzici k

modifikaci bundk a k modifikaci rdstovych povrchi.
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Obrazek 1:

Obréazek 2:

Obrazek 3:

Obréazek 4:

zndzornuje plazmidovou mapu konstruktu
skladajiciho se z fragmentu my3iho promotoru Mx1
o velikosti 2.3 kb pripojeného k <asné oblasti
viru SV40 nésledované fragmentem BamHl-Xbal
pochézejicim z 3° neprekladané oblasti mySiho

f—globinu.

znazorfiuje v &asovych intervalech 4 (I), 11 (II)
a 25 (ITI) dni sekreci NGF (svisld osa,
kalibrovano v ng/ml/24 h) bunkami BHK. Legenda:

zplisob modifikace membran v procentech PEO-PDMS a

hmota pouZ?ité matrice: A - 0 %, Vitrogen™ B - 1
%, Vitrogen™; C - 5%, Vitrogen™; D - 0 %, Dbez
matrice; E - 1 %, bez matrice; F - 5 %, bez
matrice; G - 0 %, agardza; H - 1 %, agardza; I -

5 %, agarodza.

znazornuje sekreci NGF (svisld osa, kalibrovéano v
ng/ml)bufikami BHK rostoucimli na mikronosicich
CultiSphers™ bez pfitomnosti agardézové matrice
(legenda: A (008), D (0709)) nebo za pritomnosti
agarézové matrice (legenda: B (008), C (0709)).

zndzorfuje v C&asovych intervalech 1 (I), 14 (II)
a 28 (III) dni sekreci katecholamin® (bunkami
PC12A, které byly zapouzdfeny uvnitr BAO nesoucim
inertni "le3eni" pfipravené z PHEMA. Sekrece je

vyzna&ena na svislé ose kalibrovéné v pmol/ml/15



Obréazek 5:

Obrazek 6:

-10-

min. Cast A znazorhuje bazalni sekreci
katecholamin; cast B zndzornuje sekreci
katecholaminli vyvolanou pritomnosti iontd K'.
Byly sledovany hodnoty sekrece téchto
katecholamint L-dopa (A), norepinephrin,
noradrenalin (B), epinephrin, adrenalin (C),
dopac (D), dopamin (E) a homovanilové kyseliny

(F).

znazornuje v Casovych intervalech 1 (I), 14 (II)
a 28 (III) dni sekreci katecholamin® bunkami PC
12A, které byly =zapouzdfeny uvnitr BAO nesoucin
inertni "le3eni" pfipravené z PHEMA/MMA. Sekrece
je vyznalena na svislé ose kalibrované v
pmol/ml/15 min. CAst A znézorfiuje bazalni sekreci
katecholamind; céast B zndzornuje sekreci
katecholamin® indukovanou pritomnosti ionth K'.
Byly sledovany hodnoty sekrece téchto
katecholamint L-dopa (A), norepinephrin,
noradrenalin (B), epinephrin, adrenalin (C),
dopac (D), dopamin (E) a homovanilové kyseliny
(F) .

zndzornuje v Casovych intervalech 2 (I), 20 (II),
40 (III) a 80 (IV) dni sekreci L-dopa bunkami
SV40/DB4-NGF rostoucich na mikronosicich
CultiSphers™ za pfritomnosti algindtové matrice

(A) nebo za pritomnosti agardzové matrice (B).
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Definice termin®® pouZivanych ve vynalezu

"Biocarteficialni organ" nebo "BAO" podle vynalezu Je
zafizeni, kterd miZe Dbyt urceno Kk implantaci do organismu
hostitele nebo které miZe fungovat mimo organismus hostitele
a mife byt k organismu hostitele pripojeno bud' trvale nebo
na prechodnou dobu. BAO obsahuji buiky nebo Zivé tkané, které
produkuji biologicky aktivni molekuly, které maji v organismu
hostitele terapeuticky efekt. BAO by po 1implantaci do
hostitelského organismu recipienta mél byt biokompatibllni.
BAO by tedy nem&l v organismu hostitele vyvolavat nezadouci
reakce, které by mohly zapriéinit nefunk&nost BAO, nebo jeho
neschopnost dal3iho pouZiti k terapeutickym Gcellim. BAO se
miZe napfiklad stat nefunkénim, jestliZe kolem kapsule dojde
k vytvofeni fibrdézniho obaluy, ktery zapf¥ic¢ini sniZeni
rychlosti difdze Zivin k bufikdm uvnitr teto kapsule. Mezi
nefédouci efekty rovnéZ patfi odvrieni kapsule organismemn
hostitele nebo uvolnovani toxickych nebo pyrogennich
sloudenin (napfiklad syntetickych polymernich vedlejsich

produktd) z BAO do okolni tkané hostitele.

BAO obsahujici zapouzdfené builky mohou byt konstruovany
tak, aby mé&ly imunoizolaéni vlastnosti, které znemoZni
elementtim imunitniho systému hostitele vniknout dovnitZ
organu, a tim vlastné chrani bunky zapouzdfené uvnitr BAO
pfed znidenim zplsobenym imunitni reakci hostitele. Vyuziti
BAO zvy3uje pocet druhd bunék, které mohou byt pouzZity v
procesu lécby. Uvnitf¥ implantovanych BAO, které mohou ale
nemusi mit imunoizolacdni vlastnosti, Jsou obvykle pritomny
bufiky nebo tkadné produkujici vybrany produkt spolu se
semipermeabilni fyzickou bariérou, ktera umoZniuje difazi
Yivin, odpadnich produkt a sekretovanych latek do okolni
tkané hostitele a soucasné uvnitf BAO zadrZuje pIrislusné

bunky. Tato semipermeabilni fyzicka bariéra rovnéz
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minimalizuje zhoubné uéinky  bunécnych a molekuléarnich
efektorl imunitni reakce vedouci k odvrzZzeni BAO.
Tmunoizoladni vlastnosti nejsou nicméné nezbytné ve vSech
pfipadech (napfiklad, Jsou-1li pouzité bunky autologni nebo

syngenni k burikdm hostitele).

Termin "biologicky aktivni molekula" oznacuje latku,
kterd (a) miZe vykonavat funkcli uvnit¥ bunky, ktera tuto
molekulu produkuje nebo (b) miZe byt exprimovana na bunécnénm
povrchu a miiZe ovliviiovat interakce bunky s ostatnimi bunkami
nebo s biologicky aktivnimi molekulami (napfiklad receptor
pro neurotransmitery nebo bunécna adhezivni molekula) nebo
(c) miZe byt uvolfiovdna nebo sekretovana z buiky, kterad tuto
molekulu produkuje, a miZe néjakym zplsobem interagovat s
jinou cilovou bufku nebo cilovou molekulu v organismu
hostitele (napfiklad neurotransmiter, hormon, ristovy faktor

nebo cytokin).

Termin "buniky" podle vynédlezu, neni-li specifikovano
jinak, ozna&uje buiiky v jakékoliv formé&, vcetné&, ale nejenom,
bunék tvoricich tkan, shlukl bunék a jednotlivych izolovanych
bunék. Buniky podle vynalezu produkuijil alespoii  jednu

biologicky aktivni molekulu.

Regulace distribuce bunék uvnitf BAO oznacluje regulaci
podtu bunék uvnit¥ BAO, regulaci jejich umisténi v prostoru
uvnitr BAO nebo soucasnou regulaci obou zminénych

charakteristik bunék.

Ve vyndlezu miZe byt pouZita Sirokd Skala bunék. Patri
sem Jjak =ze stavu techniky znamé, obecné dostupné linie
imortalizovanych bunék tak 1 dé&lici se primdrni bunécné
kultury. Jako priklad obecné dostupnych bunécnych 1linii
vhodnych pro provedeni vyndlezu mohou slouZit bunky L-6,
buiky MDCK, buiiky LLC-PK, bunky p-CH3, bunky C2, bunky

ledvin mladat kfeckl (BHK), bufiky vajecnikd c¢&inského krecka
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(CHO), my3i fibroblasty (L-M), mysi embryonalni bunky NIH
Swiss (NIH/3T3), buné&&né linie pochézejici z organismu
koékodana zeleného (v&etnd& bunék COS-a, CO0S-1, COS-6, COS-7,
BSC-1, BSC-40, BMT-10 a bunék Vero), bunky adrenalniho
pheochromocytomu potkana (PC 12), gliové nadorové bunky
potkant (C6), buiky RAJI (lidsky lymfom), buniky plazmacytomu
my3i MOPC-31 C, bunky MN9D, bunky MNSH, buniky izolované =z
transgennich my3%i ripTAg, builky SCT-1, buinky B-TC, bunky
Hep-G2, buiiky AT-T20, linie beta-bunék jako napriklad bunky
NIT nebo butitky RIN, buiiky Ntera-2 (Pleasure a dalsi, Journ.
Neuroscience, 12, strana 1802 aZz 1815 (1992)) a bunécné linie

lidskych astrocytd jako napriklad bunky U-373 a U-937.

Mezi primérni buifiky, které mohou byt pouZity, patri
kmenové nervové builky nebo progenitory nervovych bunék
reagujici na pfritomnost bFGF izolované z CNS savcu (Richards
a dal3i, PNAS, 89, strana 8591 aZ 8595 (1992); Ray a dalsi,
PNAS, 90, strana 3602 aZ 3606 (1993)), primdrni fibroblasty,
Schwannovy bufiky (W0/03536), astrocyty, oligodendrocyty a
jejich prekurzory, myoblasty a adrendlni chromatinové buiky.
Jednou =z takovych buné&énych 1linii myoblastd Jje napriklad

bunécnéd linie C,C,,.

Buiky mohou byt rovnéZz vybradny na z&kladé postupu
pouzitého k regulaci ristu a diferenciace bunek. Kmenové
bufiky mohou byt napfiklad jednodu$e pouzZity ve zplsobech, pfi
nich?Z je diferenciace bunék indukovdna pomoci pridavku
chemické 1latky. Obecné 3jsou za kmenové bunky povaZovany
nediferencované buniky, které jsou in vivo obvykle v klidovém
stavu, ale jsou nicméné schopny proliferace, jejimZ vysledkem
je vznik vétdiho podtu kmenovych bunék, které maji schopnost
produkovat velké mnozstvi bunék-progenitoru, ze terych
nasledn& vznikaji diferencované nebo diferenciace schopné

dcefinné bunky. Kmenové bunky reprezentuji tfidu bunék, které
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mohou byt lehce mnoZeny v kultufe a jejichZ potomstvo miZe
byt diferencovédno pridénim specifickych rastovych faktorl;

viz. napfiklad Weiss a dal3i, (PCT/CA 92/00283).

Myoblasty jsou Jjednim z typld bunék, které mohou byt
podle vynédlezu zapouzdfeny uvnitf BAO. Myoblasty Jsou
prekurzory svalovych buné&k plavodné odvozené =z populaci
mezodermélnich kmenovych bun&k. Je dostupné velké mnoZstvi
bunéénych 1linii myoblastl, které mohou byt diferencovany Vv
bun&&né kultufe; naprfiklad buiky L-6 a builky B-CH3. Primérni
myoblasty mohou byt snadno izolovény ze tkané ziskané pri
autopsii nebo biopsii a mohou byt purifikovany a zmnoZeny.
Myoblasty proliferuji a fuzuji za vzniku diferencovanych,
polyjadernych myotubuld. Myotubuly se jiZ dale nedeli, ale
pokraduji v produkci svalovych proteind. Beéhem proliferace
mohou byt myoblasty JjednoduSe geneticky pozmeneény tak, aby
produkovaly molekuly pouZivané k terapeutickym uceldm.
Existuji zplsoby slouZici k zavedeni jednoho nebo vice genl
do myoblastl tak, aby tyto myoblasty produkovaly biologicky
aktivni molekuly. Myoblasty Jjsou schopny migrovat, fuzovat s
3i% vytvofenymi  vlédkny a mohou slouZit jako nosice
introdukovaného (nych) genu(l). Verma a dalsi, (WO 94/01 129);
Blau a dal3i, TIG, 9, strana 269 az 74 (1993); WO 93/03768;
WO 90/15863. Geneticky upravené builky mohou byt zapouzdfeny
uvnit¥ BAO a miZe Jim byt poneché&na moZnost diferencovat
uvnit¥ BAO nebo mohou byt uvnit?¥ BAO zapouzdreny JiZ

diferencované bunky.

Vyb&r bunék zavisi rovnéZ na pozZadované aplikaci. Bunky
zapouzdfené uvnit? BAO mohou byt naprfiklad vybrany za ucelem
sekrece neurotransmitert. Mezi takové neurotransmitery patfi
dopamin, kyselina gama-aminobutanové (GABA), serotonin,
acetylcholin, noradrenalin, adrenalin, kyselina glutamova a

jiné neurotransmitery peptidové povahy. Bunky mohou byt
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rovné? pouZity k syntéze a sekrecil fyziologicky aktivnich
agonistl, analog, derivatd nebo fragment neurotransmitert.
Sem pat?i napriklad buiiky sekretujici bromokriptin, ktery je
agonistou dopaminu, nebo bunky sekretujici L-dopa, ktery je

prekurzorem dopaminu.

MiZe byt proveden vyb&r bunék za UcCelem sekrece
hormon®, cytokint, rastovych faktord, trofickych faktordl,
angiogennich faktort, protiléatek, faktord hrajicich ulohu pri
koagulaci krve, lymfokinl, enzymld a Jjinych terapeutickych
agens nebo jejich antagonistl, prekurzoru, aktivnich analog
nebo aktivnich fragmentl. Mezi tyto latky patri enkefaliny,
katecholaminy, endorfiny, dynorfin, inzulin, faktor VIII,
erythropoietin, Substance P, rustovy faktor nervovych bunék
(NGF), neurotrofni faktor produkovany 1linii gliovych bunék
(GDNF- glial cell line-derived Neurotrophic Factor), rastovy

faktor produkovany krevnimi destickami (PDGF), epidermalni

ristovy faktor (EGF), neurotrofni faktor produkovany v mozku
(BDNF- Dbrain-derived neurotrophic factor), neurotrofin-3
(NT-3), neurotrofin-4/5, CDF/LIF, B-FGF, a-FGF, spektrum

dalsich rfstovych faktorl produkovanych fibroblasty, cilidrni

neurotrofni faktor (CNTF) a interleukiny.

7 toho vyplyva, Ze mezi buifiky pouZitelné ve zpusobech
podle vyndlezu patri netransformované bunky, které sekretuji
poZadovanou(é) Dbiologicky aktivni molekulu(y) nebo bunky
transformované =za WUdelem sekrece Dbiologicky aktivni(ch)

molekuly(molekul).

Byly klonovany geny kédujici mnoZstvi Dbiologicky
aktivnich molekul a Jsou rovnéZ publikovany nukleotidovée
sekvence téchto genl. Mnohé 2z téchto genld Jjsou vSeobecné
dostupné ve sbirkadch kultur Jjakou Jje napriklad American Type
Culture Collection (ATCC) nebo 2z rdznych komercnich zdrojd.

Geny kédujici Dbiologicky aktivni molekuly pouZitelné ve
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vynalezu, které nejsou vSeobecné& dostupné, mohou byt ziskany
za pouziti standardnich metod rekombinace DNA, jakymi Jsou
napriklad amplifikace pomoci PCR nebo screening genomovych a
cDNA knihoven za pouZiti Jakychkoliv oligonukleotidovych
sond, jejichZ sekvence byla publikovéna. Ve zpusobreh podle
vyndlezu mohou byt pouZity Jakékoliv znémé geny kdédujici
biologicky aktivni molekuly; viz. napriklad Patent Spojenych
stat® americkych 5,049,493; Gage a dals8i, Patent Spojenych
statll americkych 5,082,670; a Patent Spojenych stéata
americkych 5,167,762

"VyuZitelné” geny (tzn. geny, které kéduji vhodnou
biologicky aktivni molekulu) mohou byt pomoci standardnich
technik vloZeny do klonovaciho mista vhodného expresivniho
vektoru. Takové standardni techniky Jjsou odbornikim dobrfe

Znamy.

Expresivni vektor nesouci "vyuZitelny" gen miZe byt pak
pouZit k transfekci bunélné linie pouZitelné dale ve
zplsobech podle vyndlezu. Mohou byt vyuzZzity standardni
techniky transfekce, Jjakymi Jjsou napriklad koprecipitace s
fosforednanem vépenatym, transfekce pomoci DEAE-dextranu,

postupy zprostfedkované molekulami lipidd nebo elektroporace.

Ve vyndlezu Jjsou popsany zpusoby slouZici k regulaci
riastu délicich se bunék, s jejichZ pomoci miZe byt regulovan
vzajemny pom&r mezi proliferaci a diferenciaci bunék.
Vysledkem je pak mnoZstvi diferencovanych, nedélicich se
bundk zapouzdrfenych v BAO. Vyndlez dale popisuje zplUsoby
slouzici k regulaci rastu Jjak délicich se Dbunék tak
nedélicich se bunék, s JejichZz pomoci miZe byt regulovéan
polet a prostorové usporddani bunék uvnitr BAO. Vysledkem Je
zpomaleni tvorby nekrotickych bunécnych oblasti a sniZeni

rychlosti tvorby bunéénych fragmentu.
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Regulace proliferace a diferenciace s vyuZitim metod genového
inZenyrstvi

Vynalez popisuje zplsoby a kompozice slouzici k
regulaci bun&&ného rlstu. Této regulace Jje dosaZeno zménou
genetické informace bunék prostfednictvim genu, ktery kbéduje

produkt ovliviujici proliferaci a diferenciaci bunék.

V jednom provedeni vyndlezu Jjsou za ucCelem dosaZeni
regulace rGstu bunék v BAO pouZity podminéne imortalizované
pbun&éné linie. Primdrni ©buflky Jsou transformovany genem
kédujicim  produkt podporujici proliferaci. Tento gen
podporujici proliferaci je funkéné pfripocjen k regulovatelnému
promotoru. Techniky popsané v Land a dalsi, Nature, 304,
strana 596 a? 602 ( 1983) nebo Cepko, Neuron, 1, strana 345
a? 53 ( 1988) slouZici k produkci imortalizovanych bunék
mohou byt modifikovany za i¢elem  produkce  podminéné

imortalizovanych bunék.

Ve zplUsobu podle vynédlezu miZe byt bunécna proliferace
(tzn. mitdéza) inhibovédna nebo =zastavena pomoci sniZeni
hladiny exprese genu podporujiciho proliferaci, Jakym je
napriklad onkogen (napfiklad c-myc, v-mos, v-Ha-ras,
T-antigen viru SV40, El1-A z adenovirt). SniZené rychlosti
exprese onkogenu je dosaZeno negativni regulaci, represi nebo
inaktivaci promotoru fidiciho expresi onkogenu, poté co je
BAO implantovdn in vivo do organismu hostitele. Pozitivni
regulace, aktivace nebo dereprese regulovatelného promotoru
provedend in vitro m& za nasledek expresi genu podporujiciho
proliferaci, a tudiZ in vitro umoZnuje proliferaci bunek.
Vhodnymi promotory jsou takové promotory, které mohou byt in
vivo negativné regulovény. Mezi takové promotory patri
napfiklad promotory reagujici na pritomnost glukokortikoidy,
jako napfiklad PNMT (Hammag a dals$i, Neuroprotocols, 3,

strana 176 aZz 83 (1993) a promotory reagujici na pIitomnost
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interferond, Jjako napfiklad Mxl (Hug a dalsi, Mol. Cell.
Biol., 8, strana 3065 aZ 79 (1988); Arnheiter a dalsi, Cell,
52, strana 51 azZ 61 (1990)), promotory pritomné v
retroviradlnich LTR Usecich, promotory reagujici na pritomnost
tetracyklinu, napfriklad lac promotor a promotory reagujicil na
pfitomnost inzulinu; viz. rovnéZ McDonnell a dalsi, WO
93/23431. Je t¥eba si uvédomit, Ze vybér promotoru bude
zaviset na planovaném mistu implantace. Pro implantaci do
mozku ©podle tohoto zplisobu Jsou tedy vhodné napriklad
promotory reagujici na pZitomnost glukokortikoidli nebo
promotory reagujici na pfitomnost interferond, protoze
hladina glukokortikoid a/nebo IEFN v mozku je velmi nizka.
Nepfedpokladad se tudiZ, Ze by exprese onkogenu rizend témito
promotory po implantaci BAO do mozku dosahovala vyznamné

urovné.

v jednom provedeni vynalezu jsou podminéné
imortalizované bufiky vytvoreny zplsobem, pIi némZ je onkogen
funk&né pripojen k regulovatelnému promotoru. Tento promotor
je aktivovédn nebo pozitivné regulovédn za pritomnosti
vazebného proteinu. Produkce vazebného proteinu miZe byt
regulovana tak, Ze gen kédujici vazebny protein je funkcné

pripojen k promotoru reagujicimu na pritomnost tetracyklinu.

Jedno provedeni vynadlezu vyuZivd transformované bunky
obsahujici konstitutivni promotor ridici expresi tet
represoru. Bufiky navic obsahuji cizorody gen  funkcéné
pfipojeny k promotoru CMV-IE. JestliZe Jje promotor CMV-IE
ohraniden sekvencemi tet operdtoru, exprese rizena timto
promotorem mAZe byt pomoci tet represoru zastavena. Za
pfitomnosti tetracyklinu dochdzi k transkripci, protoZe tet
se vaZe na tet represor a umoziuje tim vlastné vazbu
ostatnich transkripénich faktord na promotor CMV-IE. Podle

tohoto provedeni vynédlezu je tedy onkogen exprimovan pouze za
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pfitomnosti tetracyklinu. Za pritomnosti tetracyklinu mizZe

tedy in vitro dochazet k proliferaci bunék.

Nékolik dni pred vlastni implantaci mizZe byt
tetracyklin odstranén, coZ ma za nidsledek sniZenou rychlost
exprese cizorodého genu a tudiz odpovidajici zpomaleni nebo

zastaveni proliferace bunék uvnitf BAO.

Ve specifickém provedeni vyndlezu Jje regulace rastu u
podminéné& imortalizovanych bunék dosaZeno pomoci promotoru
Mxl. Gen Mxl kdéduje protein, ktery propajcuje organismu
rezistenci va&i ch¥ipce typu A a B. Gen Mxl Je dokonale
regqulovadn svym promotorem. Za neprfitomnosti interferonu
("IFN") neni tento gen exprimovédn Jeho expresi Je moiné
indukovat pomoci IFN-a a IEFN-f . Arnheiter a dalsi, Cell, 52,
strana 51 aZ? 61 (1990) popsal vytvoreni transgennich mysi
Mxl, u kterych Jje moZné pomoci interferonu indukovat v
ndkterych tkanich expresi cizorodého genu. Builky ziskane z
nejrtiznéjdich tkani mohou byt transformovany a imortalizovany

prostfednictvim velkého T-antigenu viru SV40.

V jednom provedeni vyndlezu miZe byt mysSi promotor Mxl
spojen s <&asnou oblasti viru SV40 a vznikly chiméricky
produkt pak miZe slouZit k vytvoreni transgenni mysi.
Dokonald regulace exprese =zapricinénd pritomnostl promotoru
Mxl umoZiuje ve tkédnich nebo v bunéénych kulturach
pfipravenych z transgenniho zvirfete regulovat hladinu exprese
onkogenu, a tim vlastné umoZiiuje vytvofeni podminéné

imortalizovanych bunécnych linii.

Buné&né linie vytvorené popsanym zplsobem mohou byt,
tak jako vé&t3ina ostatnich bunécnych 1linii, mnoZeny za
pritomnosti IFN-a nebo IEN-B. Odstanénim IFN-a nebo IFN-BmlZe
byt déleni bunék zastaveno bud' pfed nebo aZ po zapouzdreni
bunék. Ve vyhodném provedeni vyndlezu mohou byt z transgenni

my3i nesouci konstrukt Mxl-T-antigen viru S8V40 =za pouZiti
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postupu podle Weisse (PCT/CA 92/00283) zisk&ny Kkmenoveé
nervové bufiky (neurosféry) Takto ziskana linie podminéné
imortalizovanych kmenovych nervovych bunék miZe byt nésledné

zapouzdrena a implantovana in vivo do organismu hostitele.

Podminéné imortalizované kmenové nervové buliky mohou
byt navic, je-li to Zadouci, dale geneticky modifikovany
pomoci standardnich technik. Vysledkem této modifikace
skutednost, Ze kmenové nervové builky uvoliuji néktery z
velkého pocétu rastovych faktord nebo neurotransmitera. V
tomto provedeni vyndlezu je mozZné s vyhodou pouzit 1 Jjine
promotory reagujici na pfitomnost interferoni. Mezi tyto
promotory patfi promotor metalothioneinu, H-2K°, H-2D%,
y-21¢, HLA-A3, HLA-DRa a gen HLA tr¥idy I, 202, 56K, 6-16,
IP-10, ISGl5, ISG54 a 2', 5'-oligo(A) syntetazy; viz. Hug a
daldi, Mol. Cell. Biol., 8, strana 3065 aZz 3078 (1988).

Toto provedeni vyndlezu je 2zvlasté vyhodné pro bunky,
které maji byt =zapouzdfené uvnitr¥ BAO, ktery Je urCeny k
implantaci do mozku. Hladina IFN-a a IFN-f v mozku Je
dostatedné nizké a tak  transkripéni  aktivita rizena
promotorem Mxl nedostacuje k tomu, aby byly bunky schopny
proliferovat. V orxganismu transgenniho zvifete mlZe byt
exprese T-antigenu indukovana v nékclika tkénich, ale
p¥irozend exprese tohoto onkogenu byla pozorovana pouze Vv
thymu. U transgennich zvifat exprimujicich Casnou oblast viru
SV40 je exprese tohoto onkogenu v thymu nicméné relativné
p&Znym fenoménem. PFi absenci vyznamné exprese onkogenu mohou
byt tudi? bufky in vivo udrZovany ve stavu témér identickém s

klidovym stavem.

Jiné provedeni vyndlezu vyuziva zjisténi, Ze ke zmeéne
genetické informace bunék, které jsou dale pouzivany in vivo,
pomoci zptisobl vyuZivajicich infekci téchto bunék retroviry,

jsou vyuZivany retrovirdlni promotory, naprfiklad promotor
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dlouhé koncové repetice ("LTR"-long terminal repeat); viz.
nap¥iklad Gage a dalsi, (Patent Spojenych statd americkych
5,082,670). Exprese genu rizena témito promotory Jje in vivo
obvykle negativné regulovéna. Predpoklédd se, Ze tato
negativni regulace Je zapfi¢inéna pfitomnosti cytokind ve
krevnim obéhu. Vyndlez vyuZiva tuto negativni regulaci
retrovirdlnich genl k zastaveni nebo ke zpomaleni proliferace
bunék v pfipadech, kdy jsou tyto buiky zapouzdfeny uvnltr BAO
a implantovany in vivo. V tomto pfikladu je gen odpovédny za
imortalizaci bufky (onkogen) fizen LTR promotorem. Tento gen
bude "imortalizovat™ bufiky pfi jejich kultivaci a mnoZeni in
vitro. Za pfitomnosti cytokin po implantaci dojde k
negativni regulaci tohoto genu odpov&dného za "imortalizaci"
a vysledkem je zpomaleni nebo Uplnému zastaveni proliferace a

pbuiiky tedy mohou uvnit¥ BAO prejit do klidového stavu.

Podle tohoto provedeni vyndlezu miZe byt k vytvorfeni
podmin&né imortalizovanych bunék pouzit zplsob retroviralni
infekce nebo transfekce bunék pomoci cDNA obsahujici onkogen
(nap¥iklad cmyc, v-mos, v-Ha-ras, T-antigen viru SV40, El1-A z
adenovirt) funkéné prfipojené k retrovirdlnimu promotoru,
nap¥iklad LTR promotoru. Uprednotiiujeme promotorové sekvence
Moloneyeho viru my3i leukémie (MLV), Rousova viru sarkomu
(RSV) & viru zpGsobujiciho né&dory mléénych Zlaz mysi

(MMTV-mouse mammary tumor virus).

Tyto transformované buriky budou in vitro normalne
exprimovat prislusny onkogen. Uspé&3n& transformované bunky
budou kultivovany za pouZiti zavedenych technik kultivace. Za
G&elem zkraceni doby potfebné ke kultivaci transformovanych
bundk miZe Dbyt exprese cilzorodého genu fizeného LTR
promotorem stimulovéana pfidavkem dexamethazonu nebo
epidermdlniho ristového  faktoru. JestliZe budou  bunky

vystaveny pasobeni cytokini, napfiklad interferonu gama
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(IFN-y), TNF-o a transformujicimu rastovému faktoru beta
(TGFB), dojde v dusledku sniZeni hladiny exprese cilzorodého
genu fFizeného LTR promotorem ke sniZeni rychlosti mitdzy.
Schinstine a Gage, Molecular a Cellular Approaches to the
Treatment of Neurological Disease, 71, ed. Waxman, S. G
(1993); Seliger a dalsi, J. Immunol. 141, strana 2138 az 44
(1988); Seliger a daldi, J. Virology, 61, strana 2567 az 72
(1987); Seliger a dalsi, J. Virology, 62, strana 619 aZ 21
(1988) Vyhodné ije, JestliZe Jsou bunky vystaveny plsobeni

cytokin® n&kolik dni pred vlastnim zapouzdfeni a implantaci.

Pomoci vy3e uvedenych =zpusobl miZe byt podminéné
imortalizovéna jakadkoliv vhodnéd buiika. Odbornik miZe pomoci
screeningovych zpasobll dobfe v soucasnosti znémych (vcetné
zplisobl popsanych ve vynalezu) uréit, je-li dany druh bunék

vhodny k podminé&né imortalizaci.

Vyndlez popisuje =zpusoby slouZici k regulaci rlistu
linii imortalizovanych bunék nebo jinych kontinudlné
proliferujicich bunék. Zminéné regulace rastu je dosaZeno
transformaci bundk tumorsupresorovymi geny, napriklad genem
p53 nebo genem RB, které jsou schopny zastavit nebo zpomalit
proliferaci. Pfedpokladd se, Ze tumor-supresorové geny neboll
anti-onkogeny, jsou geny, které brzdi proliferaci bunék; viz.
napfiklad Weinberg, Neuron, I 1, strana 1891 az 96, (1993).
Napfiklad pf¥irozené se vyskytujici fragment 1 aktivovany
produktem genu p53 (WAF l-wild-type pb53-activated fragment 1
) mife potladit rfist nadorovych bunék v bunécné kultufe.
P¥edpokléddd se, Ze biologicka funkce genll indukovatelnych
produktem genu p53 spoc¢ivd v Jjejich tumor-supresorovych
vlastnostech. El-Deiry a dalsi, "WAF 1, a role as a tumor
suppressor", (WAF 1 a jeho tumor-supresorova funkce), Cell,
75, strana 817 aZ 825 (1993). Pro gen WAFl se rovnéZ pouziva

oznaceni CIP1. Mezi dalsi geny  brzdici rast bunék
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indukovatelné produktem genu p53 patri GADD4AS a GADDl S3
(neboli CHOP); viz. Ron, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91,
strana 1985 aZ 86 (1994). Ve zpusobech slouZzicich k
transformaci bun&k pomoci vyse smin&né cizorodé DNA mlZe byt

pouZito standardnich technik molekularni biologie.

V jiném provedeni vynalezu jsou imortalizované bunky
nebo kontinualné proliferujici bunky transformovany
tumor-supresorovym genem funk&nd pripojenym k regulovatelnému
promotoru. Pouziti vhodného regulovatelného nebo
inducibilniho promotoru umoZiuje, aby byla v obdobi, kdy jsou
transformované bunky kultivovany in vitro, negativné
regulovdna nebo "vypnuta" exprese cizorodého genu. Tato
negativni regulace nebo "yypnuti" exprese cizorodého genu
umoZfiuje bufikdm proliferaci. Po zapouzdrfeni a implantaci Je
promctor "indukovan" nebo pozitivné regulovan a dochazi tedy
k expresi tumor-supresorového genu, vysledkem teré Je

zpomaleni nebo uplné zastaveni proliferace.

7 tohoto hlediska Je ve vyndlezu vyhodné vyuZit
promotory hydroxylazy tyrosinu a erythropoietinu. Tyto
promotory Jsou obvykle "negativn& regulovany" za podminek
vyznac¢ujicich se vy3si koncentraci O, (takové podminky Jsou
p&¥né in vitro), ale jsou naopak "pozitivné regulovany," za
podminek vyznacujicich se nizsi koncentraci 0O,, kterym Jsou
buitky vystaveny po zapouzdreni uvnit¥ BAC a néasledné

implantaci do organismu hostitele.

Za ucelem dosazZeni pozZadované regulace genu
potladujiciho proliferaci Je moZné navic wvyuzZit vhodné
systémy spraZenych promotorl nebo derepresibilnich promotorl.
Jednim z vhodnych systémd Jje napriklad systém vyuzivajici
promotor AP 1 spolu s konstruktem lac operator/promotor PGKL
popsany v Hannan a dal3i, Gene, 130, strana 233 az 39

1993). Promotor AP 1 Jje funkEné prfipojeny ke genu lac
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represoru. lacO (lac operator) a promotor 3-fosfoglyceréit
kindzy (PGK 1 ) Jsou funk&nd pripojeny ke genu potlacujicimu
proliferaci. Po pridani exogenniho esteru forbolu in vitro
dojde k indukci promotoru AP 1, co? m& za nasledek expresi
proteinu kédovaného lac represorem. Za pritomnosti
represorového proteinu dochéazi k represi konstruktu
lacO-promotor PGKl a tudiZ nedochazi k Za&dné expresi genu
potladujiciho proliferaci. JestliZe je nicméné in vivo ester
forbolu nepfitomen, neni exprimovan 74dny represorovy protein
a tudi? dojde k derepresi konstruktu lacO promotor PGKl, coZ

m4 za nasledek expresi genu potladujiciho proliferaci.

Vynélez dadle popisuje zpisob, ve kterém je vhodnéd bunka
transformovana genem kédujicim produkt podporujici
diferenciaci. Tento gen podporujici diferenciaci Je funkéne
pripojen k regulovatelnému promotoru. Podle tohoto zplsobu by
byl gen podporujici diferenciaci exprimovan po zapouzdreni a
implantaci in vivo do organismu hostitele. Pomoci vhodné
negativni regulace, represe nebo inaktivace regulovatelného
promotoru miZe byt nicméné in vitro pferudena nebo inhibovéna
exprese tohoto genu, ¢&imz Je vlastné in vitro umoZnéna
proliferace pozZadované buiiky nebo bunéc¢né linie. V tomto
zpsobu mohou byt pouzity délici se burfiky nebo imortalizované
primarni bufiky. Jednim z pfikladd genu Uc¢astnicich se procesu
regulace diferenciace bunék Je skupina chromozomalnich
proteind s vysokou pohyblivosti oznaCend poradovym Cislem 14
("HMG"). V tomto provedeni vyndlezu miZe byt, tak jak bylo
zminéno vyse v souvislosti s pouZitim genl potlacujicich
proliferaci, vyuZit jakykoliv vhodny promotor, ktery Je
pozitivn& regulovédn in vivo, ale ktery miZe byt negativné
regqulovan nebo "vypnut" in vitro. Navic miZe byt k regulaci
exprese tumor-supresorového genu pouZit jakykoliv vhodny

systém derepresibilnich promotord zminény v predchozim textu.
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Jinym zpusobem slouZicim k regulaci ruastu je vyuZiti
antisense RNA nebo DNA nebo jejich derivatl. Antisense RNA
nebo DNA Jje Jjednovldknovd nukleovd Kkyselina, ktera Je
komplementédrni kE kédujicimu Zfetézci daného genu nebo ke
"kédujici"™ mRNA, kterd Je produktem transkripce takového
genu. JestliZe je antisense RNA pfitomnd v burice ve stejnou
dobu jako mRNA, miZe antisense RNA hybridizovat s mRNA a
vysledkem této hybridizace je vznik dvouretézcové molekuly,
kterad nemiZe byt preklddédna na ribozomech a nemizZze tak
dochézet k produkci odpovidajiciho proteinu. Antisense RNA
mife byt do bunék zavedena bud' pomoci mikroinjekci nebo
jednoduse pridanim prebytku této antisense RNA do
kultivacniho média. Vyhodnéj3im zpusobem podle vynalezu Je
transfekce cilovych bund&k pomoci eukaryotickych expresivnich
vektort. Neckers a dal$i, "Antisense Technology: Biological
Utility And Practical Considerations™, (Technologie
vyuzivajici antisense molekuly: biologické vyuziti a
prakticky vyznam), Am. J. Physiol., 265 (Lung Cell. Mol.
Physiol., 9), strana L 1 az L12 (1993).

Podle tohoto provedeni vyndlezu miZe byt antisense gen
kédujici antisense RNA ke genu podporujicimu proliferaci nebo
k tumor-supresorovému genu funk&né pripojen k indukovatelnému
promotoru. Vysledkem indukce promotoru je produkce antisense
RNA. Nesou-1i transformované bunky gen podporujici
proliferaci podle tohoto provedeni vynalezu, mlZe byt in
vitro zastavena nebo negativné regulovéna produkce antisense
RNA a tim vlastn& umozZnéna proliferace bunék nebo miZe bvt in
vivo produkce antisense RNA regulovana pozitivné, coz m& =za

nasledek zastaveni nebo zpomaleni proliferace.

Obsahuji-li transformované buflky tumor-supresorovy gen,

je jinou alternativou k dosaZeni poZadované regulace ristu
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pozitivni regulace produkce antisense RNA 1n vitro a

negativni regulace produkce antisense RNA in vivo.

Technologie vyuzivajici antisense molekuly mdze byt
dile pouZita pr¥i konstrukci jakéhokoliv antisense genu ke
genu kédujicimu produkt nezbytny pro proliferaci nebo
diferenciaci. Vhodné indukce exprese takového antisense genu
by odbornikovi umoZnila dosahnout poZadované regulace rustu

zapouzdfenych bunék podle tohoto vynalezu.

Je vyhodné&j3i pouzivat  konstrukt tvoreny dvojici
regqulovatelny promotor/gen, se kterym je mozZné manipulovat
rovn&s in vivo, a to, JjestliZe se zdd nezbytné nebo Je
sidouci indukovat in vivo dal3i bunélnou proliferaci.
Napfiklad v pfipadé pouZiti konstruktu Mx1/SV40 zminovaného v
pfedchozim textu miZe byt za ucelem indukce exprese onkogenu
aplikovan bud lokdlneé  nebo systémove IEN. Zrychleni
proliferace bunék in vivo uvnitr BAO miZe byt Zadouci,
jestliZe m& zvySeny pocet bunék nahradit uvnitf BAO mrtvé
butiky nebo JjestliZe poZadujeme zvySeni  produkce dané

biologicky aktivni molekuly uvnitZ BAO.

Regulace réistu a diferenciace pomoci chemickych sloucenin

Vynalez déle popisuje zplsob, ve kterém mohou byt bunky
vystaveny pusobeni, které inhibuje proliferaci nebo indukuje
diferenciaci. V nékterych zplsobech Jje toto pulsobeni
zprostfedkovano pridanim neéjaké chemické slouceniny nebo
ristového faktoru do kultivadniho média. V jinych zpusobech
je naopak toto plsobeni zprostrfedkovano odejmutim néjaké
chemické sloudeniny nebo rastového faktoru =z kultivacniho
média. Toto pasobeni miZe byt provedeno pred nebo az po
zapouzdfeni uvnitf  BAO, vyhodnéji vSak pred vlastnim

zapouzdrfenim.
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Druh pouZitého proteinu nebo chemické slouleniny zavisi
na druhu buiky a na poZadovaném ucinku. Odbornik mdZe za
pouziti béZnych technik provést screening daného druhu bunék
za 1ulelem 2zji3té&ni, reaguji-l1i tyto bunky odpovidajicim

zpllsobem na pritomnost zvolené sloudeniny nebo proteinu.

V jednom zpusobu podle vynalezu je regulace distribuce
bunék dosafeno odejmutim chemické slouleniny podporujici
proliferaci nebo rGstového faktoru z buné&&ného kultivacniho
média. V Jjednom provedeni vyndlezu mohou byt za Ucelem
indukce proliferace kmenovych bunék nebo progenitorl bunék,
véetnd bundk z embryondlniho sympatetického ganglia a
imortalizovanych progenitord bunék, vyhodnéji pak kmenovych
nervovych bundk (Weiss, PCT/CA 92/00283) pouzity rlstové
faktory, Jjako napfiklad epidermalni rastovy faktor ("EGE"),
transformujici ristovy faktor a ("IGFa"), amfiregulin nebo
jakékoliv jiné vhodné agens. Toto umoZnuje zachovani a
zmnoZeni  prekurzorli neurond in  vitro. JestliZe  Jjsou
prekurzory neurond zapouzdfeny za nepfitomnosti  téchto
ristovych faktor®  podporujicich  proliferaci, dojde k

zastaveni jejich proliferace a diferenciace.

Diferenciace prekurzorl neurona nizZe byt dale
indukovana, JestliZe na buiky plUsobime napriklad. estery
forbolu nebo Jjsou-li bufiky pé&stovany na néjakém pevném
substratu. Mezi takové substraty pat¥i iontové nabité povrchy
jako napfiklad poly-L-lysin, poly-L-ornithin a podobné.
Diferenciace mlZe byt rovnéZ indukovéna plsobenim nékterého
ze zastupct rodiny FGF v kombinaci s alesponl jednim zastupcem
rodiny cilidrnich neurotrofickych  faktorl (CNTF-ciliary
neurotrophic factor) nebo v kombinaci s alesporil Jednim
zastupcem rodiny idstovych faktord nervovych bunék (NGF) jak

je popsano v Ip a dal$i, (WO 94/03199).
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V jiném provedeni vynalezu miZe byt k indukcil
proliferace u hematopoietickych  kmenovych bundk pouzZit

pluripotentni rustovy faktor produkovany v kostni dreni,

nazyvany rovnéz "rGstovy faktor Yirnych bunék", "faktor
kmenovych bun&k (stem cell factor)”, "c-kit-ligand" nebo
"Steel faktor". Za udelem udrZeni dostatelného poctu délicich

se bundk in vitro Jjsou hematopoletické kmenové bunky
kultivovany za pritomnosti rastového faktoru Zirngch bunék.
zastaveni nebo zpomaleni proliferace Je dosaZeno odstranénim
ristového faktoru zirnych bun&k z kultivadniho meédia. Toto
miZe byt provedeno pfed nebo aZ po vlastnim =zapouzdfeni,

vyhodné&ji v3ak pfed zapouzdfenim.

P¥ikladem Jjinych pluripotentnich ristovych faktorl,
které podporuji proliferaci, Je interleukin-3 a faktor
stimulujici tvorbu kolonii granulocytl a makrofdgl. Rastovy
faktor zirnych bundk miZe rovnéZ ovliviiovat bunécény rist v
kombinaci s jinymi pluripotentnimi rlstovymi faktory nebo
riistovymi faktory specifickymi pro jednotlivé bunécéné linie,
mezi né&Z pat¥i napfiklad erythropoietin. Predpokladéd se
napfriklad, Ze pfi indukci proliferace a diferenciace vysoce
obohacené frakce my3ich hematopoietickych kmenovych bunék ma
ristovy faktor Zirnych bunék synergické ucinky s molekulou
IL-3. Galli a daldi, "The Biology of Stem Cell Factor, a New
Hematopoietic Grow Factor Involved in Stem Cell Regulation",
("Biologické ucinky faktoru kmenovych bunék; novy
hematopoieticky rastovy faktor GcCastnici se regulace
kmenovych bun&k"), Int. J. Clin. Lab. Res., 23, strana 70 az
77 (1993).

V jiném zplsobu podle vyndlezu miZe byt regulace
distribuce bundk uvnitf¥ BAO dosaZeno pridénim chemické
sloueniny nebo rtistového faktoru, ktery inhibuje proliferaci

nebo indukuje diferenciaci. Podle tohoto zpisobu miZe byt
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pouzita jakédkoliv vhodna sloucenina, které inhibuje

proliferaci nebo indukuje diferenciaci.

Je tfeba si uvddomit, Ze <rlizné druhy bunék mohou
reagovat na pritomnost rozmanitych chemickych sloulenin
nejriznéjsim zplsobem. Odbornik miZe snadno provést screening
prislusdné slouceniny za UGCelem zjisténi, =zda ma tato
sloudenina u daného typu bunék vliv na Jejich proliferaci

nebo diferenciaci.

V jiném provedeni vyndlezu mohou byt k zastaveni nebo
inhibici proliferace bunék nebo k indukci diferenciace bunék
pouZity cytokiny, mezil néZ patri napriklad transformujici
ristovy faktor P 1 (TGFB 1 ). Napfiklad u bunék BHK niZe byt
zpomaleni proliferace a zvySeni rychlosti diferenciace
dosaZeno vystavenim téchto bunék plsobeni TGEFB 1 a kyseliny
askorbové. Obdobné& mife byt TGFBlL pouiZit k  indukci
diferenciace u fibroblast® a také jako rlstovy inhibitor pro
keratinocyty a endothelidlni bufky. Phillips a dalsi,
"Ascorbic Acid and Transforming Growth Factor P 1 Increase
Collagen Biosynthesis via Different Mechanisms: Coordinate
Regulation of Proal (I) and Pro al (IITI) Collagens,”
("Kyselina askorbovd a transformujici ristovy faktor f1
zvysuji rychlost biosyntézy kolagenu prostfednictvim
rozdilnych mechanizmi: koordinovand regulace Dbilosyntézy
kolagend typu Proal (I) a Proal (III)"), Archives of
Biochemistry and Biophysics, 295, strana 397 az 403 (1992).

V jiném provedeni vyndlezu mohou byt k regulaci rustu
neuroendokrinnich bunék vyuZity TGFB 1, serotonin nebo FGF.
Rast neurocendokrinnich bunék miZe byt regulovan pomoci
vlastnich produkt®, coZ vlastné odpovidd autokrinni regulaci.
Pro bufiky lidského karcinomu pankreasu (BON) funguje TGFB1
jako autokrinni faktor inhibujici jejich rust, zatimco FGF a

serotonin funguji jako autokrinni faktory stimulujici jejich




-30-

riist. Inhibi&ni udinky TGFB 1 na rist bunék BON mohou byt
zrudeny pridavkem serotoninu. Townsend Jr. a dalsi, "Studies
of Growth Regulation 1in a Neuroendocrine Cell Line,"
("Studium regulace rlstu u linie neuroendokrinnich bunék,

Acta Oncologica, 32, strana 125 az 130, 1993.

V zp@isobech podle vyndlezu miZe byt k zastaveni nebo
inhibici proliferace nebo k indukci diferenciace bunék
vyuiito mnoZstvi jinych chemickych sloucenin. Mezi tyto
chemické sloudeniny patfi mytomycin C, S-brom-deoxyuridin
(BrdU), prostaglandin E, (PGE,), dibutyryl cRAMP,
1-B-D-arabinofuranosyl cytosinu (Ara-C), nikotinamid a
heparin. Mytomycin miZe byt zv143t& vhodny k regulaci
proliferace zapouzdfenych bun&fnych 1linii BHC; wviz. napriklad
Radvanyi a dal3i, Mol. Cell Biol., 13, strana 4223 az 4227
(1993) .

N&kdy je moZné pouZit rhzné kombinace chemickych
sloucenin. In vitro diferenciace u bunék lidského
neuroblastomu (IMR-32) m@iZe byt indukovéna, JjestliZe bunky
vystavime pasobeni mytomycinu C a BrdU nebo PGE, a dibutyryl
CAMP (dbcAMP). Gash a dal3i, "Amitotic Neuroblastoma Cells
Used for Neural Implants in Monkeys,” ("Nedé&lici se bunky
neuroblastomu pouZité k implantaci do organismu opic"),
Science, 233, strana 1420 aZ 1426 (1986). Pisobeni Ara-C na
bun&&nou 1linii lidského embryondlniho rhabdomyosarkomu ma in
vitro za nésledek vyznamnou inhibici réstu téchto bunék, in
vivo pak ztratu schopnosti tvofit nadory a rovnéZz vice
diferencovany fenotyp, a to 1 po odstranéni této slouceniny.
Crouch a dal3i, "Ara-C Treatment Leads to Differentiation and
Reverses the Transformed Phenotype in a Human Rabdomyosarcoma
Cell Line," ("Pasobeni Ara-C na bunélnou 1lind 1lidského
rhabdomyosarkomu vede k diferenciaci bunék a ke zméne

fenotypu transformovanych bunék"), Experimental Cell
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Research, 204, strana 210 aZ 216 (1993). Pfedpokladd se, Ze
nikotinamid (NIC) indukuje diferenciaci a maturaci fetédlnich
pundk lidskych pankreatickych ostruavkud. Otonkoski a dalsi,
"Nicotinamid Is a Potent Inducer of Endocrine Dif*erentiation
in Cultured Human Pancreatic Cells,” ("Nikotinamid je silnym
induktorem endokrinni diferenciace u kultivovanych lidskych
pankreatickych bunék"), J. Clin. Invest., 92, strana 1459 az
1466 (1993).

Bylo publikovéano, Ze diferenciace vyvijejicich se tkéni
ma%e byt rovn&Z ovlivnéna pridavkem dbcAMP. Predpokladéa se
napriklad, >e dbcAMP moduluje diferenciaci  prekurzoru
astrocytl, indukuje tvorbu neuritl u bunék PC 12 a stimuluje
proliferaci Schwannovych bunék. Baron—-Van Evercooren a dalsi,
"Schwann Cell Differentiation in vitro: Extracelular Matrix
Deposition and Interaction,” ("Diferenciace Schwannovych
pundk in vitro: Ukléddani a interakce extracelularni matrix"j,
Dev. Neurosci., 8, strana 182 aZ 196 (1986). Obdobné miZe byt
diferenciace Schwannovych buné&k indukovéna prostrednictvim

kyseliny askorbové.

K inhibici nebo zastaveni proliferace bunék mohou byt
dadle vyuzity molekuly sialoglykopeptidd ("SGB"). Napriklad
sialoglykopeptid o velikosti 18 kDa izolovany =z povrchu
intaktnich bundk cerebradlniho kortexu skotu byl schopen
zastavit proliferaci exponencidlné rostoucich bunék Swiss
3T73; viz. napfriklad Toole-Simms a dalsi, Jour. Cell.
Physiol., 147, strana 292 aZ 297 ( 1991 ); Fattaey a dalsi,
Exp. Cell. Res., 194, strana 62 aZ 68 (1991). Bylo prokazéano,
e na pritomnost n&kterych SGP citlivé reaguje velké mnoZstvi
druhtt transformovanych i netransformovanych bunék. Mezi tyto
putiky patfi bufiky podobné epithelidlnim burikém a fibroblasty

ziskané z &irokého spektra druhll obratlovcl a bezobratlych;
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viz. napriklad Fattaey a dalsi, Jour. Cell. Physiol., 139,
strana 269 aZ 274 (1989)

Je trfeba si uvddomit, Ze nékteré =z vySe zminénych
pisobeni miZe mit na proliferaci a diferenciaci pouze
prechodny uéinek. V takovych pfipadech miZe byt Zadouci, aby
byl zapouzdfenym burkam po jejich in vivo implantaci do
organismu hostitele umoZnén neustaly pfisun pfrislusné
chemické sloudeniny nebo rlstového faktoru. Toho miZze byt
dosafeno pouZitim polymeru, u kterého dochédzi v organismu k
pozvolnému rozkladu a ktery tedy slouzi jako nebuné&lny zdroj
ristového faktoru nebo chemické slouleniny. Jinou moZnosti je
spolu s bunkami produkujicimi poZadovanou biologicky aktivni
molekulu zapouzdfit rovnéZ buné&lny zdro] rastového faktoru
nebo chemické sloudeniny. SamozFejm& Jje mozZné vyuzit i jiné
vhodné zpsoby; viz. napfiklad Patent Spojenych stéatl
americkych 5,106,627 a 5,156,844.

Regulace rlistu pomoci iradiace

Proliferace bunék miize byt rovnéz regulovana,
vystavime-11i bunky vhodnym davkam zA¥eni, napriklad
rentgenové zareni, ultrafialové (UV) z&f¥eni a podobné.
Jsou-1li buiky vystaveny G&inkim z&Ffeni, mlZe dojit k
preruseni Jjejich bunécného cyklu. Kritickd radiac¢ni davka
nebo minimalni radiadni davka mochou byt pro dany druh bunék
stanoveny prostfednictvim v souasnosti znamych zplasobl; viz.
napriklad Stanley a Lee, Radiat. Res., 133, strana 163 az 169
(1993); Mitchell a dal3i, Radiat. Res., 79, strana 537 az 551
(1979). Napfriklad normdlni 1lidské epidermalni keratocyty
oz&¥ené ultrafialovym zArenim typu B (UVB) o intenzité 5 a 10
mJ/cm?2 vykazuji po 3 aZ 5 dnech po ozireni vyznamny pokles
rychlosti (aZ 78%) proliferace. Prystowski a dalsi, J.

Invest. Dermat., 101, strana 54 aZ 58 (1993). Yi a dal3i,
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Radiation Research, 133, strana 163 aZ 169 (1993) popisuje
zptisob slouzici k vypoltu nejnizsi davky rentgenového zareni

nutné k zastaveni proliferace bunék.

Regqulace rustu a diferenciace prostfednictvim molekul
extraceluldrni matrix

Vynéalez popilsuje zplsoby slouZici k regulaci
distribuce buné&k v BAO prostfednictvim modifikace ristovych
povrchl pomoci samotné extraceluldrni matrix ("ECM")
regqulujici rst (nebo pomoci sloZek této matrix) nebo pomoci
extracelularni matrix regulujici rGst v kombinaci s fyzickou
matrici regulujici rlst nebo v kombinaci s né&jakou Jinou

substanci regulujici rist.

V Zivych tkinich je ECM tvofena mnoZstvim proteind a
polysacharidd sekretovanych burkami, které vytvareji v
blizkosti té&chto bundk sit'. Mezi molekuly tvorici ECM patrfi
glykosaminoglykany a proteoglykany Jako napriklad chondroitin
sulfat, fibronektin, heparin sulfat, hyaluron, dermatan
sulfat, keratin sulféat, laminin, kolagen, proteoglykan, Jjehoz
sacharidovou sloZkou je heparan sulfat (HSPG) a elastin.
Hlavni komponentou ECM in vivo Jje kolagen. O molekulach ECM
je znamo, Ze zplsobuji sniZeni rychlosti proliferace bunék a
naopak zvy3eni rychlosti diferenciace bunék. ECM bez
pfitomnosti bundk mhZe navic, Jje-li pouZita ve zplusobech
podle vynélezu, ovliviovat prostorové rozloZeni  bunék:

zapouzdfenych uvnitr BAO.

ECM mi%e byt ziskdna pri kultivaci bunék, ktere
produkuji komponenty ECM, mezi néZ patfi buiky plavodenm
mezenchymdlni nebo astrocytalni. Plisobenim kyselinou
askorbovou nebo cAMP na Schwannovy bunky, miZeme u teéchto
bundk indukovat syntézu ECM. Tyto komponenty ECM se podobaji

prekurzorim tvoficim bazdlni membranu ("basement membrane"),
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kterad podporuje proliferaci Schwannovych bunék. RUst a
diferenciace nejriznéjsich endothelidlnich a epithelialnich
bunék Jsou navic podporovany ECM pfirozené produkovanou
endothelidlnimi bufikami a gelem z rekonstituovanych bazélnich
membran produkovanych buriikami Engelbrethova Holm-Swarmova
naddoru (EHS) Baron-Van Evercooreh a dalsi, "Schwann Cell
Differentiation in vitro: Extracelular Matrix Deposition and
Interaction,"” ("Diferenciace Schwannovych bunék in vitro:
Ukladéani a interakce extraceluldrnl matrix"), Dev. Neurosci.,

8, strana 182 aZ 196 (1986).

V jednom provedeni vynédlezu Jje regulace riastu dosaZeno
povledenim rustového povrchu uvnit® BAO pomoci ECM (nebo
jejich komponent regulujicich rast). My uprednostnujeme
vysazeni bun&k produkujicich ECM na riistovy povrch uvnitf BAO
a jejich naslednou kultivacl do stavu konfluence. Na bunky se
potom plsobi detergentem a NH,OH. Vznikly BARO, ktery ma
riistovy povrch povleZen ECM bez pritomnosti bunék, miZe byt
poté pouZit k zapouzdfeni bunék produkujicich poZadovanou

biologicky aktivni molekulu.

V jiném provedeni vynadlezu ECM prfipravena obdobnym
zplsobem in vitro, lyofilizovana, fragmentovdna a smisSena s
bufikami za vzniku suspenze. Buiky jsou poté spolu s fragmenty

vtalceny do BAO.

Bufiky, které rostou v pritomnosti nékterych molekul =z
extraceluldrni matrix (ECM) vykazuji sniZenou proliferaci a
naopak zvy3enou diferenciaci ve srovnani s bunkami, které
rostou ve standardni kultufe v monovrstvadch. Napriklad
adrenokortikoidni bufiky, znamé produkci nékterych steroidnich
hormon®t jako naptriklad aldosteronu, vykazuji  sniZenou
proliferaci, jsou-li péstovany in vitro v pritomnosti
kolagenového gelu, viz Fujiyama a dalsi, Influence of

Extracellular Matrix on the Proliferiation and the
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Differentation of Adrenocortical Cells in Culture, (V1iv
extraceluldtni matrix na proliferaci a diferenciaci
adrenokortikoidnich buné&k v kulture), Path. Res. Pract. 189,

strana 12051 aZ 12114 (1993).

Rovné® u Schwannovych bun&k miZe dojit ke sniZeni

proliferace a zvy3eni diferenciace v pritomnosti kolagenu.

Je rovnd? znamo, 2e endokrinni builky se diferencuji v
in vitro podminkéch, je-1li kultivacni povrch potaZen
kombinaci kolagenu typu IV a HSPG. Kolagen typu IV je nutny k
dosafenni bunééné adhese a HSPG indukuje diferenciaci, viz de
Bruine a daldi, Extracellular Matrix Components Induces
Endocrine Differentation in vitro v  bufikdch NCI-H716,
(Komponenty extracelularni matrix idukuji diferenciaci
NCI-H176 in vitro, American J. of Pathology, 142, strana 773
az 782 (1983).

7a udelem dale kontrolovat rist a diferenciaci bunék
mohou byt ke komponentidm ECM pridény ruzné dalsi «rlGstové
faktory véetnd vySe zminénych. Ristové faktory mohou byt
administrovany in vitro je3té pfed implantaci nebo in vivo,
nebo ob&ma zpusoby, viz patenty Spojenych statd Americkych
5,156,844 a 5,106,627, které popisujil zpusoby distribuce
ristovych faktord pomoci spoleéného zapouzdfeni bunécného
nebo nebunécného zdroje téchto rustovych faktorl. Navic 1
molekuly ECM mohou byt substituovany peptidy, které mohou

ovliviiovat bund&ny rast a to za vyuZiti zndmych technik.

Napriklad transformujici riastovy faktor-, ktery
regquluje buné&lny rist, a ktery se reversibilné véaZe k urcitym
molekuldm ECM (napriklad k dekorinu), mGZe byt pridan k ECM.
Diky tomu je dosaZeno vy$siho inhibic¢niho ucinku

extraceluldrni matrix na bunécény rist.
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Rovnéz tak heparin zabraniuje rastu jak
transformovanych, tak 1 netransformovanychbuné&énych 1linii,
viz Matuoka a dal3i, Cell Structure and Function, 9, strana

357, (1984).

Rastovy faktor bazickych fibroblastld (bFGF) Jje rovnéz
znam svoji schopnosti podporfit punénou diferenciaci pri
spolecné aplikaci s komponenty ECM, viz Brulne a dalsi,
Extracellular Matrix Components Induce Endocrine
Differentiation In vitro in NCI-H716 cells, (Komponenty
extraceluldrni matrix indukuji endokrinni diferenciaci 1in
vitro u bunék NCI-H716), American Journal of Pathology, 142,
strana 773 az 782, (1993).

RAstové faktory mohou mit rhzné G¢inky na bunky pri
jejich spoleéné apikacil s riznymi sloZkami ECM. Napriklad
ristovy faktor fibroblastd (EGE) je U&innym diferenciacnim
faktorem a slabym mitogenem pro chromafinni buiky kultivované
na lamininu. Nicménd, je-1li FGF pf¥idan k chromafinnim bulikam
kultivovanym na kolagenu, je slabym diferencialnim faktorem a
naopak silnym mitogenem. Podobné chovani bylo popsdno rovneéz
u analogu cAMP 8-(4-chlorfenylthio)-cAMP, viz Chu a dalsi,

Neuroscience 95, strana 43 az 45, (1994).

V tabulce 1 Jje uveden C&steény seznam molekul
extraceluldrni matrix, ristovych faktord a chemickych latek,
které ovliviiuji proliferaci a diferenciaci urcitych druht

bunék.
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Tabulka 1: Morexury ECM, RUSTOVE FAKTORY A CHEMICKE LATKY ovLIVNUJict

Buné&cny typ

PROLIFERACI A DIFERENCIACI

Induktor
diferenciace/inhibitor
rustu

Promotor proliferace

Schwannova b.

PC1l2
Fibroblast

Mycblast

Kmenova nervova b.

Lidskd embryonalni
rhabdomyosarkomova b.
linie

Lidské fetalni b.
pankreatickych ostrivkd
Astroblasty

Swiss 3T3
Adrenocortikalni b.

Endokrinni b.

Chromafinni b.

Kmenové hematopoietické

BHK

Keratinocyty
Endothelidlni b.

Neuroendokrinni (lidské
karanoidni pankreatické
b. (BON) )

Lidska& neuroblastomova b.
linie

SCT-1

k. askorbova, kolagen
(Vitrogen™),
CultiSphers™/agardza

NGF, dbcAMP, SGP

TGF-f-1, CultiSphers™/
agardza, SGP, k. askcrbova

kolagen, k. askorbova

laminin, PepTite 2000,
CultiSphers™/PepTite
2000, ester forbolu,
heparin, FGF a (CNTF nebo
NGF

Ara-C

nikotinamid (NIC)

dbcAMP
SGP
kolagen

kolagen typu IV + HSPG,
bFGF + slozZky ECM

FGF + laminin,
8-{4-chlorfenylthio) -cAMP
+ laminin

TGF-f-1 + k. askorbova,
ECM z krysich b. E15

TGF-B-1
TGF-B-1
TGF-f-1

kolagen, k. askorbova

TGF-B, dbcAMP

Vitrogen™

EGF, bFGF, TGF-a,
amfiregulin

FGF + kolagen,
8- (4-chlorfenylthio) -cAMP
+ kolagen

ristovy faktor Zirmych b.

TGF-f-1 + k. askorbovi,
serotonin, FGF

Rastovymi povrchy v biocartificidlnim orgénu se rozumi

povrchy lumen bioartificidlniho

organu

a dale pak dalsi
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riistové povrchy, Jjako Jje napriklad vnitrni vyztuha, ktera

miZe byt zapouzdrena Vv BAO.

Rovnés mikronoside mohou poskytovat povrch pro rust
pun&k. Poufiti mikronosidl umozZiiuje dosahnout vy$$iho poctu
zapouzdfenych a rovnomérné distribuovanych bunék v
bioartificialnim organu. To plati =zvladté pro bunky, u
kterych dochdzi k inhibici ristu v disledku kontaktu se
sousednimi bufikami. Komer&né& Jje dostupnych nékolik typQ
mikronosidd v&etn& dextranovych mikronosicl Cytodex (Sigma,
st. Louls, MO), Zelatinovych mikronosid s makroskopickymi
p6éry CultiSpher™ (HyClone Labs, Logan, UT) a sklenénych
mikronosicua. Tyto mikronosie se cCasto pouZzivaji pfi
lultivaci bundék, které vyZaduji ukotveni na pevné fazi.
Bun&&né linie které rostou na Zelatinovych mikronosicich s
makroskopickymi péry zahrnuji OBHK, BHK-21, 1-929, CHO-K1,
rCHO, MDCK, V79, F9, HeLa a MBDK. Mikronosic¢e mohou byt
rovné? vytvoreny z Jjinych molekul extraceluldrni matix, nebo
jimy mohou byt potaZeny. Prikladem takového nosice Jje FACT™
potaZeny kolagenem (Solo Hill Labs, Ann Arbor, MI).

Ve vyhodném provedeni vyndlezu jsou buiiky produkujici
biologicky aktivni latku vysety na povrch mikronosice
potaZeny komponenty ECM. Na tomto mikronosic¢ijsou bunky
kultivovany Jjest& pfed =zapouzdfenim a implantaci. Dokument
Cherksey WO 93/14790 se tyké kultivace bunék na sklenénych
nebo plastikovych mikrokulickach a nasledné implantace téchto

mikrokuli&ek do mozku recipienta.

V Jjiném provedeni vyndlezu Jsou bunky vysety na
mikronosi& a suspendovany v pritomnosti vhodné matrice, ktera
inhibuje bunéény rast. Poté jsou zapouzdreny do
bicarteficialniho organu. Vhodnou matrici, kterd inhibuje
bun&ény rist Jje napfiklad agardéza nebo agar pro kultivacl

fibroblastd nebo kolagen pro adrenokortikoidni  bunky.
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Material matrice fyzicky zabraiuje bunkam Vv dal3im rlstuy,
dal$i hydrofini gelové matrice viz napriklad Dionne WO

92/19195.

V jiném provedeni vyndlezu miZe byt pri substituovani
peptidovymi sekvencemi ovliviiujicimi bunéénou adhezi k
matrici pouZita agarbéza misto ECM. Napfiklad agarozovy
hydrofilni gel miZe byt substituovan peptidovymi sekvencemi

lamininu nebo fibronektinu.

Pri tomto zpusobu jsou bunky suspendovany v
trojrozmérné matrici sloZené z agardzy substituované
peptidovymi sekvencemi, které rozeznavajili bunélny povrchovy
receptor podilejici se na bunécné adhezi. Bylo prokazano (ve
dvojrozmérné matrici), Ze nékteré peptidy zesiluji bunécnou
adhezi, viz napfiklad Pierschbacher a dals8i, Scilence 309,
strana 30 a? 33, (1984), Graf a dalsi, Biochemistry 26,
strana 6896 a? 6900 (1987), Smallheiser a dal$i, Dev. Brain
Res. 12, strana 136 aZ 140, (1984), Jucker a dalsi, J.
Neurosci. Res. 28, strana 507 az 517, (1991). Substituované
agarézové matrice podle vyndlezu umZiiji prezentacl vhodnych
molekuldrnich ™ichytl" pro bun&fnou adhezi ve 3D. Vyhodna
koncentrace agardézy je 1,25 % w/v nebo mensi, velmi vyhodné
okolo jednoho procenta. Vyhodné jsou sekvence obsahujici RGD
(to jest ArgGlyAsp, AR,-AA, podle Sekvence id. ¢&. 2), sekvence
obsahujici YIGSR (TyrIleGlySerArg, AA,-AA, podle Sekvence id.
&. 1) a sekvence obsahujici IKVAV (IleLysValAlaVal, AA,-RA
podle Sekvence id. &. 3 ) a sekvence jim podobné. Substituce
miZe byt provedena za pomoci bifunkcniho konjugac¢niho ¢inidla
jako Jje napriklad 1°1 karbonyldiimidazol nebo libovolnym
jinym vhodnym zpisobem.

Vyznamnou vyhodou pouZiti agardzy misto sloZek ECM je,
e prirozené komponenty ECM mohou byt enzymaticky degradovany

po ur&itém c&ase in vivo, zatimco Kk degradaci agardzy
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nedochazi snadno. Dal$i vyhodou pouziti agarodzy Jje to, Ze jde
o definovany produkt narozdil od materidld jako Jje Matrigel®,
ktery Jje odvozen od tumorové bunéddné linie a proto jde o
nedefinovanou sm&s. Bylo prokézéano, Ze Matrigel® obsahuje
PFGF, co? je u&inny mitogen pro mnoho bunéénych typu. Agardza
je naproti tomu Jasné definovanym, termoreversibilnim
hydrofilnim gelem tvofenym vvhradneé polysacharidy. Kromé
fyzického omezeni bunécného ristu miZe agaréza sama O sobe
inhibovat proliferaci a indukovat diferenciaci , viz
napriklad Aulthouse, Expression of the Human Chondrocyte
Phenotype In Vitro, Exprese fenotypy lidskych chondrocytd in
vitro, In Vitro Cellular and Developmental Biology 25, stran
659 aZ 668, (1989).

AgarZa miZe byt déle chemicky modifikovéna, napriklad
pomoci PEO-PDMS, tak, aby bylo dosaZeno Jjed3té vétdi inhibice

punédéného rtstu, vyhodné& bez toxickych ucinkd na buiiky.

RUzné bunécné typy mohou vykazovat rozdilné odpovédi na
danou molekulu ECM, nebo na nebuné&cnou extraceluldrni matrix
7z urditého zdroje, viz napriklad End a Engel, Multidomain
proteins of the Extracellular Matrix and Cellular Growth,
Vicedoménové proteiny extraceluldrni matrix a bunécny rust.
strana 79 a? 129, v knize Receptor for Extracellular Matrix,
edito¥i McDonald a Mecham, Academic Press, New York, (1991).
Odbornik dokdZe snadno zjistit typ bunééné odpovédi na danou
molekulu ECM, nebo na nebuné&énou extracelulérni matrix =z
uréitého zdroje za uEelem stanovit efektivitu takové molekuly

pro kontrolu bunécné distribuce.

Kontrola r@istu pomoci modifikace rlstového povrchu BAO

Vynalez popisuje zpUsoby kontroly buné&&ného rastu v BAO

pomoci chemické modifikace ristového povrchu tak, aby byla
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umosnéna kontrola podtu a umisténi bunék v bioarteficidlnim
organu. Rlstovy povrch biocarteficidlniho orgénu miZe byt
modifikovan za ulelem kontroly bunééné adheze k rastovému
povrch. Rastovym povrchem BAO mZe byt lumindlni povrch BAO,
interni membrana, mikronosi& nebo vnit¥ni vystuha umisténa
avnit® BAO. V pfipadé& mikronosi&l nebo vnitfni vystuhy mohou
byt bunky kultivovény na téchto strukturdch in vitro jesté
pred svym zapouzdfenim do bioarteficidlniho orgédnu a pred

implantaci.

Membrina BAO miZe byt modifikovédna mnoha ruznymi
znamymi zplsoby véetnd chemické modifikace a to tak, Ze se na
povrch BAO dostanou volné karboxylové, hydroxylové nebo
aminoskupiny nebo jiné reaktivni funk&ni skupiny, nebo mizZe
byt povrch BAO modifikovén adsorbeci. Tyto rektivni funkdéni
skupiny, které nejsou pritomné v zdkladni polymerni strukture
materidlu pouZitého pro pfipravu BAO, mohou byt pouiZity jako

vychozi mista pro dalsi modifikaci.

V jednom provedeni vyndlezu je modifikovédn luminalni
povrch BAO tak, aby se zvySila bunécnd adheze k tomuto
povrchu. Kontrolovand bunélnéd adheze k lumindlnimu povrchu Je
vyhodnd pro zvy3eni hladiny pfeZivajicich bunék. Prednostni
adhezi bunék k membrané miZe byt dosaZeno rovnomérné
distribuce bunék uvnitf kapsule za pouZiti méné bunék neZ jJe
tomu u technik pouZivajicich k imobilizaci suspendovéani v
hydrofilnim gelu. PouZiti men$iho mnoZstvi bunék ma za
nasledek sniZeni koncentrace bunécénych zbytkl. DalsSim
pozitivnim efektem Jje usnadnéné difize 2Zivin k Dbunkéam,
protoZe tyto jsou v té&sném kontaktu s vnéjsi membrénou. Je-li
pouZita modifikovand membrdna bez polymerni matrice tvorici
vnitrek kapsule, lze se rovnéZ vyhnout komplikacim s
transportem skrz gel a adsorbci proteinl nebo bunécnych

produktl na polymerni materidl matrice. Bunécné& adheze miZe
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byt zesilena oSetrenim luminalniho povrchu BAO poly-D-lysinem
o rtaznych molarnich hmotnostech. Poly-D-lysin se mize
adsorbovat na lumindlni povrch BAO pfi inkubaci v pufrovaném
roztoku pH 11. Vyhodné je pouziti poly-D-lysinu o pribliZné

molarni hmotnosti 67.000 g/mol.

Peptidové derivaty, naprfiklad sekvence obsahujici RGD
(to jest ArgGlyAsp, ARA,-AA, podle Sekvence id. ¢. 2), sekvence
obsahujici YIGSR (TyrIleGlySerArg, AA.-RA, podle Sekvence 1id.
&. 1) v&etnd CDPGYIGSR (CysAspProGlyTyrIleGlySerArg, Sekvence
id. &. 1) jakoZ i sekvence obsahujici IKVAV (IleLysValAlaval,
AR, -AA podle Sekvence id. c. 3 ) vyhodné pak
CysSerArgAlaArgLysGlnAlaAla (Sekvence id. &. 3), se ukazuji
jako velmi vhodné pro zvySeni buné&né adheze. Napriklad
nejobvyklejsi z vyde uvedenych peptidl sekvence RGD
(ArgGlyAsp, AR,-AA, podle Sekvence id. C. 2) miZe byt chemicky
navidzana na membrdnu BAO pomoci zndmych zplsobl. Nektere
molekuly obsahujici sekvenci RGD (RrgGlyAsp, AA-RA, podle
Sekvence id. &. 2) jsou komer&né& dostupné, napriklad PepTite™

(Telios) .

V jiném provedeni vyndlezu je membréna BAO modifikovana
tak, Ze zabrafuje bun&fné adhezi. Takovéto modifikace Je
dosa?eno adsorbci napfiklad PEO-PDMS nebo poly-D-lysin
algindtu. Vyhodnd je modifikace pomoci PEO-PDMS zvlasté pak v
pripad&, Ze rustovy povrch je porézni. To je déno tendenci
PEO-PDMS difundovat péry a adsorbovat se pritom pomoci
hydrofébn&-hydrofdébni interakce na povrch péru. Ve vyhodném
provedeni vynadlezu Jje pouZito nizkomolekularniho (603 az

3000 g/mol) PEO-PDMS.
Toto provedeni vynadlezu je vyhodné zejména v pfipade,
e jsou buiky vyp&stovany na mikronosicich a poté zapouzdreny

do BRO. Timto zplsobem miZe Dbyt dosaZeno rovnomeérné
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distribuce bun&k, maZe byt kontrolovan poclet bunék a bunédéné

adheze miZe byt omezena pouze na mikronosic.

V jiném provedeni vynalezu mohou byt pouzity Jjak latky
podporujici bunécnou adhezi tak 1 1latky buné&cné adhezl
zabrafujici. Napfiklad luminalni povrch BAO miZe byt oSetrten
l4tkou, kterd =zabranuje bun&éné adhezi, zatimco burikami
potazené mikroskopickeé kulicky, nebo polymerni matrice
obklopujici buiky (je-11 pouZita) mohou byt naopak oSetXeny

latkou zvy3ujici bunécnou adhezi.

Vv Jiném provedeni vynalezu miZe byt vnitrek BAO
modifikovan vloZenim inertni nosné vyztuhy Jjesté pred
vlastnim pridénim bunék. Tato nosnad vyztuha Je strukturou
vhodnou pro buné&Znou adhezi a rovnomé&rnou distribuci bunék v
ramci kapsule. Slouceniny vhodné pro pfipravu takovéto
inertni nosné vyztuhy zahrnuji polyhydroxyethyl-methakrylat
( PHEMA) a poly (hydroxyethyl methakrylat-ko-methyl-
methakryléat) (PHEMA/MMA) . Nosnd vyztuha miZe Dbyt dale
modifikovana rtuznymi chemickymi latkamil nebo proteiny,vietneé
vyse zminénych, za UuUcelem kontroly ristu a diferenciace
punék. Ve zplsobu podle vyndlezu je roztok vhodného meteridlu

precipitovén v BARO za vzniku poZadované nosné vyztuhy.

V jiném provedeni vynalezu jsou bunky kultivovany na
nosi&i, ktery bude pouzit Jjako vnit¥ni vyztuha. Tato vnitrni
vyztuha miZe byt z libovolného biokompatibilniho materialu
jako je napfiklad titan nebo vhodny polymerni material. Tato
vyztuha miZe mit formu vzpeéry nebo mnfize rovnéZ slouZit Jako
nosné konstrukce poskytujici velky povrch pro rist bunék.
p¥ikladem vhodného materidlu pro takovou nosnou konstrukci je
netkana polyesterovd tkanina (NWPEF- non woven polyester
fabric) (Reemay, Tennessee). Existuje mnoho druhl NWPF, které
se 1i%i v hustoté tkaniny a tlouStce rouna. Tyto techniky

umo?fiuji pfesnou kontrolu poltu bunék v BAO, jakoZ 1 moZnost
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wvalifikovat Jak bunky, tak i mnosnou vyztuhu jasté pred
vloZenim do BAO. Navic maZe byt dosazeno diferenciace bunék
ultivovanych na takovém materidlu jedté pred vloZenim tohoto
materalu do bioarteficialniho organu. Tato nosna vyztuha mazZe
byt modifikovana naptriklad peptidy ovliviiujicimi bunecnou
adhezi, ¢&imZz dojde K indukci bunécné diferenciace. Navic
tento material zvy3uje tuhost BAO. Priprava biocarteficidlnich
organt obsahujicich vnit¥ni vyztuhu je popsana Vv souvisejici

pfihlasce SN 08/105,728.

BAO podle vynéalezu maji typicky alespoit jednu vnéjsi
semipermeabilni membranu nebo obalku, ktera obklopuje jéadro
obsahujici butiky. Obalka umoZfiuje difuzi Zivin, biologicky
aktivnich latek a Jinych vybranych produktd z a do BAO. BAO
je biokompatibilni a vyhodné 1 imunoisola&ni. Jadro obsahuje
izolované bunky pud suspendované Vv kapalném médiu nebo

imibilizované v hydrofilni gelové matrici.

Je tf¥eba si uvédomit, Ze vy$e popsané zpusoby a
kompozice urcené ke kontrole distribuce bundk v BAO se
navzajem nevyluduji. Je vyhodné pouZit kombinaci nékolika
vyse uvedenych zplisobh a kompozic K dosazeni optimdlni

kontroly bun&éného rustu.

MZe byt napriklad vyhodné produkovat buiiky, které
pyly geneticky upraveny genen kontrolujicim rtast zphsobem
podle vynélezu, kultivovat tyto bunky na mikronosic¢ich ECM a
poté zapouzdrit tyto mikronosic¢e potaZené butikami do
bioarteficidlniho orgéanu, jehoz Jjedennebo vice rastovych
povrchll bylo modifikovano tak, aby to umoZnilo kontrolu

puné&éné distribuce.
Vn&i3i membrana BAO miZe byt ze stejného materialu, ze
kterého je Jjadro BARO, nebo miiZe byt pripravena z Jiného

materialu. V obou pripadech je vytvorena permselektivni
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vn&jsi nebo periferni nembrainova ¢ast BAO. Tato membréana muZe

byt, je-1li to poZadovano, imunoisolaéni.

Vybér materialu pouzitého pro pripravu BARO je urcovan
mnoistvim faktord a Jje detailné popsan v Dionne WO 92/. Pro
pripravu obalky kapsule mohou byt pouzity ruizné polymery nebo
sm&si polymeru. Polymerni membrany tvorici BAO a rustove

povrchy v jeho nitru mohou byt tvoreny polyakrylaty (vcetné

akrylovych kopolymerl), polyvinylideny, kopolymery
polyvinylchloridu, polyuretany, polystyreny, polyamidy,
acetaty celulodzy, nitraty celuldzy, polysulfony,

polyfosfazeny, polyakrylonitrily (polyakrylonitril-ko- vinyl

chloridem) jakoZ 1 Jjejich derivaty, kopolymery a smesml.

Bioarteficidlni organy mohou byt prfipraveny libovolnym
vhodnym zpGsobem znamym ze stavu techniky. Jednim takovym
zplisobem Jje spolecné pratladné lisovani polymer tvoriciho
materidlu a spolu se srazedlem, které miZe obsahovat
fragmenty biologickych tkani organely nebo bunécnou suspenzi
a/nebo jiné terapeutické agens, viz Dionne WO 92/19185 a
patenty Spojenych statd 5,158,881, 5,283,187 a 5,284,761.

Ob4dlka BAO miZe byt jednoppléstova (typ 1 nebo 2) nebo
dvojplastovd (typ 4). Jednopla3tové duté vldkno mlZe byt
pfipraveno rychlym sridZzenim pouze jednoho povrchu
polymeraéniho roztoku v prib&hu jeho spolecného vytlacovani s
bunéénou suspenzi. Dvoupladtiové duté vlékno muzZe byt
pfipraveno chlazenim dvou povrchl polymeraéniho roztoku v
pribéhu jeho vytlacovani. Typicky je u vlaken typu 1 vétsi
Zast povrchu obsazena makropéry ve srovnani s dutymi viadkny

typu 4. Duté vldkna typu 2 obsahujl stfedni mnoZstvi

makropdru.

Kapsule podle vynélezu mohou miti rfizné tvary napriklad

valcovy, diskovy nebo kulovy.
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Velikost péra v obalce BAO ur&uje nominalni moléarni
hmotnost molekuly, ktera jesté semipermeabilni membrinou mize
projit (nMWCO- nominal Molecular Weight Cut Off). Molekuly s
vét3i relativni molekulovou hmotnosti neZ Jje hodnota nMWCO
nemohou z fyzikalnich dﬁvodﬁ.membrénou prochazet. nMWCO Je
definovéna 90% neprostupnosti pri konvektivnich podminkach.
vV pfipadech, kdy Je vyhodné, aby BRO byl imunoisolacéni je
velikost pérlt v membrané vybrana tak, aby dané faktory
produkované zapouzdF¥enymi burikami mohly difundovat ven 2
kapsule, ale aby zAroveid nebyl moZny opacny pohyb faktorn
imunitni odpovédi hostitele do pioarteficiadlniho organu.
Typicky je hodnota nMWCO mezi 50 aZ 200 kDa, vyhodné pak mezi
90 a? 150 kDa. Ve velml vyhodném provedeni vynadlezu
minimalizuje rovnd&Z sloZeni membrany nezadoucl reakce mezi
efektorovymi molekulami imunitni reakce hostitele ve vybraném

implantalnim misté a slofkami vné&jsi membrany BAO.

Jidro Dbioarteficidlniho organu podle vyndlezu Je
vytvorfeno tak, aby vytvéafelo vhodné podminky pro konkrétni,
avnitf# isolované bufiky. Jadro mizZe obsahovat kapalné medium
schopné zabezpecilt pun&&ny rast. Kapalna Jjadra jsou vhodnéa
pro kultivaci transformovanych bunék Jjako Jsou napriklad
buiiky PCl2. V jiném provedeni vynélezu miZe Jjadro obsahovat
gelovou matrici. Tato gelovd matrice mlzZe byt tvorena
hydrofilnim gelem (algindt, "Vitrogen" a tak d&le), nebo

slo¥kami extracelulédrni matrix, viz Dionne WO 92/19195.

Slou&eniny, které tvori hydrofilni gely miZeme rozdélit
do tf¥i skupin. V prvni skupin& Jsou gely nesouci ¢isty
negativni nébo] (napfilad alginét). Druhou skupinu tvori gely
nesouci positivni nébo] (napfiklad kolagen a laminin).
Komercné dostupné sloZky extraceluldrni matrix nesouci
pozitivni néboj Jsou napriklad Matrigel™ a Vitrogen™. Do

tfeti skupinny mlZeme zaradit takové gely, které nenesou
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74dny nébo]j (napriklad vysoce zesitény polyethylen oxid nebo

polyvinylalkohol).

K uzavieni obalky BAO miZe byt pouZito libovolného
vhodného zptasobu, vetné vyuziti polymernich adhesiv a/nebo
obrubovani, zavazovani nebo teplného uzavirani. Vsechny tyto
zptisoby Jjsou znamy Vv dosavadnim stavu techniky. Dale miZze byt
pou?ito libovolného "suchého" zpusobu uzavirani. V takovychto
zpisobech je pouZit neporézni instalacni bod, kterym Je do
bioarteficidlniho organu vpraven roztok obsahujici vybrané
putiky. Po naplnéni je kapsule neprodlené& uzavrena. Takovy
zpliscb je popsan Vv soutasn& podané patentové prihlésce

Spojenych statu C. 08/082,407.

Pred implantaci BAO do hostitelského organismu Jje ve
vyhodném provedeni vynalezu nejprve provedena Jedna alespon
jedna zkoulka funk&nosti v podminkédch in vitro. Pro tyto
a¢ely mohou byt pouZity p&sné zkoudky nebo diagnostické
testy, znamé =z dosavadniho stavu techniky (viz napriklad
Methods in Enzymology, editor Abelson, Academic Press, 1993).
Napfiklad mohou byt pouzity ELISA (enzyme-linked imunosorbent
assay, imunosorbéni enzymatickéa technika stanoveni),
chromatografickéd nebo enzymaticka zkouska, nebo biologicka
zkoudka specificka pro konkrétni produkt. V pripaddeé potreby
je moZné sledovat sekredni funkci nékterého z implantatd v
pribéhu urcité periody tim, Ze Jsou odebirdny vhodné vzorky
(napfiklad serum) z téla recipienta a ty Jjsou poté podrobeny
analyze. V pripadé, e recipientem Jje primat, miZe Dbyt

poufito mikrodialyzy-

Po&et BAO a jejich wvelikost by nély byt dostatelné k
dosa?eni terapeutického ucinku po implantaci BAO. Tato
wvantita se stanovuje z mnoZstvi biologické aktivity potrebné
pro konkrétni aplikaci. VvV  pripadé sekre&nich  bunék

uvoliujicich terapeutickeé substance Jjsou jsou ke stanoveni
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poZadovaného mno¥stvi sekretované latky pouZita standardni
davkovaci kriteria a predpoklady. UvaZované faktory viz

Dionne WO 92/19195.

Implantace biocarteficidlnich organi Jje provedena za
sterilnich podminek. BARO je obecné implantovan na misto,
které umoZni vhodnou distribuci sekretovaného produktu a
transport Zivin k implantovanym butikédm &i tkani a dale rovnéz
umosni snadny pfistup k BAO pro pfipad jeho vyjmuti a/nebo
nidhrady. Vyhodnym hostitelskym organismem Jje primdt, velmi

vyhodnym hostitelem je pak Elovék.

Mista pro implantaci podle vyndlezu zahrnuji centralni
nervovy systém, véetné mozku, michy, komorové vody a sklivce.
V¢hodnymi misty v mozku Jsou striatum, cerebrdlni kortex,
jadra subthalamu a bazalni Meynertovo jadro. Dal$im vyhodnym
mistem je mozkomisni mok, nejlépe v subarachniodélnim
prostoru a v oblastech laterdlnich ventrikul@l. Déle vynalez
popisuje implantaci do subkapsuldrnich oblasti ledvin a dale
intraperitonedalng, subkuténne nebo libovolnym jinym

teraputicky uZiteénym zpusobem.

Vynélez bude podrobnéji popsan \% nésledujicich
pfikladech, které v3ak nelze Vv 7a4dném pripadé povaZovat za

omezujici pro provedeni vynalezu.

P¥iklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1: Kontrola ristu pomoci promotoru Mxl

My3i promotor Mxl byl zfuzovan s rannymi geny viru SV40
a vznikly chimericky gen byl pouzit k priprave transgenni
my3i. Vzhledem k tomu, Ze promotor Mxl je indukovatelny
pfitomnosti IFNa a IFNB, lze expresi onkogenu ve tkanich nebo

v bun&dnych kulturach, pfipravenych z transgennich zvirat,
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kontrolovat. Timto zpGsobem lze tedy pfipravit podminéné

imortalizované bunky.

Pfinrava transgennich mysi

Byl pouZit konstrukt Mxl-Tag, ktery se skladal z
pfibliZn& 2 kb dlouhé giésti promotoru Mxl (to Jest =z
fragmentu Xbal-EcoRI) a z CDNA vytvorené podle intaktni ranné
oblasti viru SV40, kédujici jak velké tak i malé T antigeny,
kterd byla k tomuto fragmentu pripojena. Tento konstrukt byl
flzovan proti sméru transkripce s 3' nepreklddanou oblasti
my$iho P-globinu a poly-A signadlem (BamHI-Xbal fragment) .
B-globinovy fragment byl vloZen proto, aby poskytl mista pro
sest¥ih a aby se =zesilila exprese CcDNA v transgennich
szvifatech. Na obrazku 1 Jje znazornéna plazmidovd mapa

konstruktu Mxl.

Transgenni mys3i obsahujici konstrukt Mxl-Tag byly
pfipraveny standardni technikou jaderné mikroinjekce do
oplodn&ného my3iho vajicka ve stadiu Jjediné Dbunky, viz
Brinster a dalsi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, strana 4438
a¥ 4442, (1985). Analyza pomoci Southernova blotu tkani mysi
prokazala, Ze intaktni kopie transgenu byly integrovany do

genomu.

Pomoci PCR amplifikace, kteréd specificky rozeznavala
ranné oblasti viru SV40 bylo prokédzéno, Ze potomstvo téchto

my3i je DNA pozitivni.

Podmin&né imortalizované kmenové bunky

Z embryi DNA pozitivnich transgennich mysSi E15 byla
vyjmuta striata. Striata byla umisténa do primarnich
(individualnich) bunécnych kultur do neurosferového média
obsahujiciho EGF (50 ml DDH,0, 10 ml 10xDMEM/F12, 2,0 ml 30%
glokézy, 1,5 ml NaHCO; 0,5 ml 1M HEPES, 1,0 ml L-glutaminu,
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10 ml 10x hormonové smé&si (na 100 ml) a 25 ml DDH,0 na
promyti filtru). Neurosféry byly prfipraveny zplUsobem podle
Weisse, PCT CA 92/00283 a Reynoldse a Weisse, J. Neuroscience
12, strana 4565 aZ 4574, (1992). Bunky byly sedmkrat jednou
tydn& pasiZovany a poté rozdéleny do dvou skupin: s a bes
exogenniho interferonu (IFN) . Buiiky byly pfevedeny do
kultivadnich lahvi T25a Jjejich hustota byla upravena na
500,000 bundk na 5 ml neurosferovém médiu obsahujicim EGF. K
poloviné buné&k byl poté pridan interferon (1000 jednotek na
ml). Kontrolni bufiky neobdrZely Zadny interferon. Bunky byly
inkubovany pfi teploté& 37°C v 5% CO, a byly jednou tydné

pasdzZovany.

Po 30 pasaZovanich (po 23 s interferonem) byly Dbuniky
umisté&ny do média s obsahem séra (DMEM, 5% fetalni hovezl
sérum a 1x L-glutamin) s 1000 jednotkami IFN. Buné&cna hustota
ptred pridavkem IFN byla 1,25 milionu bunék na 15 ml. Cerstvy

interferon byl pfiddvéan kaZdého druhého dne.

Po sedmi dnech bylo médium odstraneno, bunky byly
promyty vyvaZenym solnym roztokem HBSS (Hanks' Balanced Salt
Solution) a lahve byly lehce o$tr¥eny trypsinem. Bunky byly
resuspendovéany v 10 ml média se sérem, zcentrifugovany pri 2
minutovou centrifugaci pri 1000 g a médium bylo odasato.
Buiiky byly poté resuspendovany rozetfenim ohném ocisténou

pipetou ve 2 ml média se sérem.

Priblizné 25,000 bunék bylo preneseno v médiu DMEM s
5% fetdlnim telecim sérem na kryci sklicka oSetrené
poly-ornitinem. IFN byl pridadvan k poloviné& z téchto krycich
sklidek (100 jednotek na ml) kaZdého druhého dne. Bunky byly
specificky obarveny pri detekci T-antigenu §8V40 (Tag) a
gliového fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP). GFAP je

intermedidrni filamentédrni ©protein specificky exprimovany



astrocyty. Detekce byla provadéna v riznych intervalech podle

nasledujiciho protokolu.

Kryci sklicka byla pri pokoiové teploté na dobu 20
minut ponof¥ena do 4% parafolrmaldehydu v 0,1M PBS. Poté byla
dvakrat 5 minut promyvana v PBS. Bunky byly permeabilizovany
100 % ethanolem (2 minuty) a poté Je3té dvakradt 5 minut
promyvany v 0,1 M PBS. Buiky byly blokovany 5% normalnim
kozim sérem (NGS) rozpudténym v 0,1 M PBS. Blokovéani
probihlao pri pokojové teploté po dobu alesponli 30 minut. Poté
byly primdrni protilatky resuspendovany v 1% NGS. Tyto
protilatky byly poté 2 hodiny aplikovany na kryci sklicka pri
pokojové teploté&, pricemZ mySi protildtka anti-Tag byla
Fedéna 1:10 a kralidi protildtka anti-GFAP byla redéna 1:500.
Po dvouhodinové inkubaci byly primérni protildtky odstranény

a kryci sklidka byla dvakrdt 5 minut promyta PBS pufrem.

Sekundarni protilatky byly nafedény v 1% NGS a poté
byly aplikovany na 30 minut na kryci sklicka. Inkubace
probihala v temnoté a pri pokojové teploté. Pouzité
protilatky  byly naredény kozi-anti-my$i/FITC 1:128 a
kozi-anti-kralidi/Texasska &ervén 1:100. Poté byly sekundarni
protilatky odstranény a kryci sklidka promyta dvakrat 5 minut

v PBS (ve tmé).

Kryci skli¢ka byla poté fixovana pomocil Citiflour™ na
slidy a byla uskladnéna pri teploté 4°C aZz do prohliZeni na
fluorescencnim mikroskopu vybaveném rhodaminovou a

fluoresceinovou optikou.

V této sadé experimentl bylo stanoveno Jak rychle
dochazi k poklesu kocentrace T-antigenu po ukonceni pridavka
interferonu. Dale byl stanovovan efekt koncentrace T-antigenu
na bund&nou proliferaci a diferenciaci. Diferenciace byla
stanovovana monitorovanim koncentracil GFAP. GFAP je

intermedidrni filamentdrni protein specificky exprimovany



_.52_

dospélymi astrocyty. Byly POZOrovVAany ndsledujici
fluorescendni vysledky:
Den IFN (1000 jedn./ml) Kontrola (bez IFN)

Tag GFAP Tag GFAP
1 +++ - +++ -

+++ - + +/-

+++ - +/- +/-
10 +++ - - +

Imunobarveni Tag a GFAP ukéazalo, Ze po urcité dobé v
médiu se sérem pokradovaly interferonem oSetrfené bunky v
expresi T-antigenu, pokracovaly v proliferaci a nebyly
pozorovény Zadné stopy exprese GEAP, zatimco u konterolnich
sundk (bez interferonu) do3lo k diferenciaci (narustu exprese
GFAP) a k ukonceni déleni. To bylo potvrzeno rovnéz vizuidlni
kontrclou krycich skligek - ctvrtého dne byl jasné patrny
rozdil v po&tu bunék. Desidtého dne bylo bun&k o3ettfovanych

interfercnem mnohem vice neZ kontrolnich.

Exprese T-antigenu viru 8V40 v tomto konstruktu je
regulovéna v z&vislosti na mnoZstvi pridané regulac¢ni latky.
V buné&énych liniich podle vyndlezu bylo dosazeno nejvyssi
hladiny exprese T-antogenu (imunoflourescenéné méreno) po
pfidavku 500 aZ 1000 Jjednotek interferonu na ml media. Po
pridavku 10 jednotek na ml média byla pozorovana minimdlni
nebo 24dné exprese. Podle ocekadvani proliferalni rychlost
byla v korelaci s davkou pouZitého IFN. Pri pfidavku 100
jednotek IFN bylo pozorovidno minimdlni nebo témér Zadné
bunécéné déleni.

V daldich experimentech s touto bunécnou linii Mxl Tag
na EDF citlivych nervovych kmenovych bunék bylo prokazano, Ze
jejich proliferaci a diferenciaci 1lze kontrolovat. Populace

t&chto bunék byla pfinucena k diferenciaci poté, co byla
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prevedena z média obsahujiciho EGF do média s fetalnim
nov&zim sérem. S pridavkem 1000 jednotek/ml o/f interferonu
zacaly proliferovat klastry plochych bunék podobnych
astrocytim a popfipadé vyplnily kultivadni misky. Kontinudlne
jsme tyto bufiky udrZovaly v médiu s IFN po 70 pasézZovani,
pric¢emZ perioda zdvojeni bunédné populace <¢inila 24 az 3¢
hodin. P¥i testovani pomoci skupiny protilatek specifickych
ke gliovym a nervovym butikdm, byly tyto interferonem
o3tfené buiiky témé¥ v3echny nestin a T-antigen pozitivni,
slabé& pozitivni na pfitomnost glutamin syntetdzy a negativni

pfi zkoudce na GFAP.

Po odstranéni IFN z kultivaéniho media rychle klesla
rychlost déleni  téchto plochych  bunék, vytratila se
imunoreaktivita s protildtkami proti T-antigenu a pozvolné
rostla imunoreaktivita s protilatkami proti glutamin
syntetdze a proti GFAP. Tyto butiky pFeZivaly nékolik mésich
in vitro a v pokradujici absenci IFN v kultivacnim médiu
nebyla pozorovéna Zadnd proliferace. Je zajimavé, Ze Jak
imunoreaktivita s protildtkami proti T-antigenu tak 1 bunécna
proliferace miZe byt opétovne indukovdna pridavkem IEN. Tim
byla vytvofena bunéfnd linie se schopnosti konrolované

proliferace a diferenciace.

¥iklad 2: Zapouzdfeni a implantace bunék podle prikladu 1

do lidského hostitele

Priprava PAN/PVC vlaken:

Semipermeabilni duté vlakna byla pfipravena pomoci
zvlakiiovani proudem vlhkého vzduchu (dry Jet-wet spinning)
(Cabasso, Hollow Fiber Membranes - Membrany dutych vlaken,
svazek 12, Kirk-Othmerova Encyklopedie chemické technologie,

Wiley, New York, 3.vydani, strana 492 az 517, 1980, Dionne,
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WO 92/19195). Asymetrickéd dutd vlakna byla odlévana z 12,5%
roztoku kopolymeru polyakrylonitrilu a polyvinylchloridu
(PAN/PVC) v dimethyl sulfoxidu (w/w) . Vyslednd dvoupla3tova a
jednopléastovd vlédkna Dbyla sbirdna do vodni 1lazné Dbez
rozpoudtédel, glycerinovana a sudena. Vldkna byla naplnena

bufikami tak, aby vyslednid bun&Znéd hustota <inila 25,000

pun&k na pl a poté byla vlakna na konci zatavena.

Implantace do hostitelského organismu

Zapouzdfené  buiky Dbyly implantované do lidského
hostitelského organismu. Implantacni mista zahrnovala
lateralni komory a striatum mozku. Postup 1mplantace
bioarteficidlnich organd do mozku viz Rebischer a dalsi, WO

93/00127.

pFiklad 3: Podmin&na imortalizace neonatdlnich astrocytl

Fragment obsahujici &asti promotoru viru my3iho prsniho
tumoru (MMTV) je flzovan s cDNA genl ranné oblasti viru SV40.
Buiiky buné¢né linie E15 odvozené z neonatalnich astrocyta z
mozku krysy byly elekroporaéné transfikovany a transformanti
byli vybrani diky schopnosti proliferace. Délici se bunky
byly izolovédny, namnoZeny a testovany na expresi velkého
T-antigenu. P¥i testovani byly pouZity protildtky proti
velkému T-antigenu. Transformované Dbuniky byly zapozdfeny do
BAO a implantovany do hostitelského organizmu, viz priklad 2.
BAO byly ponechany v podminkdch in vivo po dobu jednoho
mésice. Poté byly bioarteficidlni orgény vyjmuty a byla
porovnana distribuce bunék v BAO s kontrolou kultivovanou po

stejné obdobi in vitro
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P¥iklad 4: Kolagenem redukovand proliferace a kyselinou

askorbovou indukovand diferenciace bunék SCT-1

Bunky SCT-1 byly klonovany z ischiatického nervového
tumoru transgenni my3i Po-SV40 (Messing a dalsi, J.
Neuroscience 14, strana 3533 aZ 3539 (1994). Tyto buiky byly
imunoreaktivni s protildtkami proti markertm Schwanovych
bun&k S100 a Po, jakoZ i s protilatkami proti T-antigenu viru
SV40. SCT-1 bufiky byly kultivovany ve trech raznych vnéjsich
podminkéch: (1) tkéanova kultura v plastické hmoté Dbez
kyseliny askorbové, (2) tkanova kultura v plastické hmoté s
pridavkem 50 ug/ml kyseliny askorbové pro indukci

diferenciace, (3) suspendované v kolagenu typu 1.

Na plastikovém substrdtu Dbez kyseliny askorbove
vykazovala vatSina bunék morfologické znaky podobné
fiproblastm. Nicméné& byly zde pfitomny 1 bipolarni bunky.
Perioda zdvojeni buné&&né populace byla 18 aZ 20 hodin a buiky

nevykazovaly Zadné znaky kontaktni inhibice.

SCT-1 buniky kultivované v pritomnosti kyseliny
askorbové vykazovaly pomalej$i rast a silné€jsi specificke
barveni na fibronectin a kolagen typu IV. Imunoreaktivita s

protildtkami proti lamininu byla podobna kontrole.

SCT-1 buniky suspendované v kolagenu typu I vyazovaly
bipolédrni morfologii a dramaticky sniZenou mitotickou

aktivitu (perioda zdvojeni byla vet3i nez 30 dni).

Pfiklad 5: Inhibice proliferace bunék BHK pomoci kyseliny
askorbové a TGEF-f

Buiiky ledvin mladat krfeckd (BHK- baby hamster kidney)
sekretujici CNTF byly kultivovany na médiu DMEM s vysokym
obsahem glukdzy. OSetfeni synchonnich (confluent) kultur BHK

pundk TGF-Bl (2,5 ng/ml) a 100 pM kyselinou askorbovou
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redukovalo mitézu. Navice se zdalo, Ze se bunky protahuji a
nékteré se dokonce vyrovnavaji vedle sebe. Tyto vysledky
dokazuji, e TGF-Bl1 a kyselina askorbovd  inhibuji

proliferaci a indukuji diferenciaci BHK bunék.

V dal8ich experimentech byly bufiky BHK sekretujici
hNGF ofetfeny 2,5 ng/ml TGEF-B a 100 uM kyseliny  askorbové
pred svym zapouzdrenim do BAO a implantaci. Jako kontrola
poslouZily neo$etfené Dbunky. Specifické proménné Dbyly

nisledujici: a) TGF-B/kyselina askorbova, Zadny Vitrogen

b) TGF-B/kyselina askorbova, Vitrogen , <c) Zadny
TGF-B/kyselina askorbova, Vitrogen , d) Z&dny TGE-B/
/kyselina askorbova, 2zadny Vitrogen . Navic bylo pouZito

nékolik 1raznych polymerl. Kapsule byly implantovany do
striata dosp&lych krys. Krysy byly usmrceny po 3 mésicich.

P¥iklad 6: Nervové kmenové buniky proliferuji v pritomnosti
p

EGF a diferencuji se v jeho nepritomnosti.

Neurosféry byly pTripraveny zplsobem podle Weisse, PCT
CA 92/00283. Neurosféry 68 byly shromdZdény a rozdéleny.
Polovina neurosfér byla rozetfena na suspenzi Jednotlivych
bun&k a druhd polovina byla ponechéna v klastrech. U suspenze
jednotlivych bunék byl stanoven pocet bunék. Pro bunky v
klastrech byla pfedpokladdéna stejnd koncentrace. Jednotlivé
bunky a buiiky v klastrech byly suspendovany zvlast ve
stejnych mnoZstvich Vitrogenu™ a média pro kultivaci

neurosfér s pridavkem 20 ng/ml EGF nebo média PC-1.

Bufikami o hustoté& 25,000 bunék na ul byly naplnén
jednoplastové bioarteficidlni orgény z dutych vlaken PAN/PVC
pfipraveny podle pfikladu 2. Poté byla duta vldkna uzaviena.
pyly kultivovany bud v médiu pro kultivaci neurosfér s

pridavkem EGF-1 nebo v médiu PC-1 (bez EGE-1).
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BAO byly odebrany po 3 a 7 dnech a byly specificky
imunocytochemicky barveny na obsah gliového fibrildrniho
kyselého proteinu (GFAP). GFAP Jje intermedidrni filamentérni
protein specificky exprimovany astrocyty. Pritomnost GFAp
dokazuje, Ze se nervové kmenove bufiky diferenciovaly na

astrocyty. Byly namé&feny nésledujici vysledky:

Dny Reaktivita GFAP

jednotlivé bunky, bez EGF nizké %, GFAP
jednotlivé bunky, EGF negativni
shluky bunék, bez EGF nizké %, GFAP
shluky bunék, EGF negativni

jednotlivé bunky, bez EGF intenzivni + GFAP
jednotlivé bunky, EGE
shluky bunék, bez EGF

shluky bunék, EGF

negativni
intenzivni + GFAP

< ) 3w Ww W W

negativni

Po 7 dni kultivace v nepfitomnosti EGE se zapouzdrené

nervové kmenové bunky diferenciovaly na astrocyty

P¥iklad 7: U&inek extraceluldrni matrix na BHK buiky

Priprava nebuné&éné extraceluldrni matrix (ECM)

Krysi meningedlni bufiky E15 ziskané z 15 dni starych
my3ich embryi byly vysety na vicejamkové kultivacni desky a
byla jim umoZn&na synchronizace. Po dvou tydnéch byla staZena

monovrstva té&chto bunék, kterd byla prepasdZovéna.

Nebuné&&na ECM byla extrahovéna 30 minutovou inkubaci s

0,1 % Tritonem X-100 a poté 3 minutovou inkubaci 5 mM NH,OH.

Bufiky BHK-hGNF
Linie bunék BHK , které sekretuji NGF, byla produkovana

nasledujicim zpasobem. 2,51 kb dlouhy fragment obsahujici
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pribliZné& 37 paru bazi z 3° konce prvniho intronu, zdvojena
ATG sekvenci povaZovand za zaCdtek translace proteinu
pre-pro-NGF a kompletni kodujici sekvenci a celd
3 nepfeklédanou oblast lidského genu (Hoyle a dalsi, Neuron,
10, strana 1019 aZ 34, 1993) byla subklonovana do
expresivniho vektoru pNUT zaloZeného na DHFR tésné vedle
promotoru prco my3i metallothionein-1 proti sméru transkripce
(=650 a? +7) a prvni intron genu krysiho insulinu II (Baetge
a dal3i, Proc. Natl. Acad. Sci., 83, strana 5454 aZ 58
(1986) ) .

Butiky z ledvin mlédat kfec¢kl (BHK bunky) byly
transfikovany konstruktem pNUT-B-NGF za pouZziti
kalcium-fosfatové metody. BHK bufiky rostly v DMEM obsahujicim
10% fetalni hovézi sérum, 1x ©penicilin/ streptomicin/
ampicilin B (0.8 g/l) a L-glutamin (GIBCO), v 5% oxidu
uhli&itém a 37°C. Transfikované BHK bunky byly selektovany v
mediu obsahujicim 200pM methotrexadt (Sigma) po dobu 3 az ¢
tydnd a rezistentni buiky byly dale udrZovany Jjako
polyklonadlni populace v mediu bud”™ s nebo Dbez 200uM

methotrexatu.

Transformované BHK-hNGF buik byly pfi hustoté& 1,0x10°
bunék/jamka vysety na desky s obsahem ECM extrahované =z
meningealnich bunék. BHK-hNGF o stejné hustoté byly vysety
také na kontrolni desky bez ECM. Buniky byly spocitany
hematocytometrem po 6 DIV.

Pram&rné podty bunék v kontrolnich jamkdch byly
4,5x10%+/-4,5x10°. Prim&rné podty bunék na deskadch s
extrahovanou ECM &inily 9,9x10%°+/-4,9x10°. Z té&chto vysledku
je patrné 4,5-nédsobné sniZeni bunééného ristu u oSetrenych

bunék.
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Priklad 8: Adheze bund&k a bezbun&lné extraceluldrni matrix

na vnitrni vyztuze

V daldich exerimentech byly nejprve vysety primarni
meningedlni bufiky na polyuretanovd vldkna TECO™. Tato vlakna
se pouZivaji jako wvnit¥ni vyztuha biocarteficialniho organu
podle vyndlezu. Jako kultivacéni médium bylo pouZito medium
DMEM obohacené 10 % FBS. Po dvou tydnech byla vladkna 30 minut
extrahovédna 0,1% Tritonem X-100 a poté 3 minuty 25mM NH,OH.
N&kterd vlakna byla imunologicky obarvena pomoci protilatky
proti fibronektinu, aby se potvrdila pfitomnost nebunéclné ECM
na povrchu vlédken. Jinéd vldkna byla pouZita na testovani

bunééné adheze s bunkami BHK.

Priklad 9: Kultivace bunék BHK na mikronosicich
zapouzdfenych do BAO a modifikovanych pomoci
PEO-PDMS

P¥iprava bioarteficidlnich orgdnd substituovanych PEO-PDMS

Jednopla3tové BAO z dutych vlédken PAN/PVC byly
pripraveny podle prikladu 2. Tyto BAO mély vnitfni pramér
642,6+36,7 um a vnéjsi pramér 787,8%32,2 um, pricemz tloustka
st&ny &inila 67,8%16,2 um, koeficient neprostupnosti BSA byl
100 % a hydraulicka permeabilita byla pfiblizZné
21,8 ml/min/m?*/mmHg.

Tyto PAN/PVC bioarteficidlni orgény byly substituovany
PEO-PDMS =za sterilnich podminek. 1% nebo 5% (v/v) roztok
PEO-PDMS (Huls, PS073, mol.hm. = 3126 g/mol, 82 hm. % PEO)

X

byl pfipraven rozpusténim 1 nebo 5 ml PEO-PDMS v deionizované
vodé tak, aby celkovy objem byl 100 ml. Roztok byl sterilné
prefiltrovéan (pébry 0,2 um) a poté byl injikovén do vlhké

PAN/PVC membrany. Mebrédna byla zatavena a ponorena do vodného
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roztoku. V1adkna byla propldchnuta vyvéZenym solnym roztokem

HBSS po 72 hodinédch a pred pouzitim s bunkami.

NGF sekretujici BHK bunky podle prikladu 7 byly
injikovany do téchto vléken substituovanych PEO-PDMS podle

nasledujiciho postupu.

Postup plnéni a uzavirani vlaken

Suspenze Jjednotlivych bunék BHK produkujicich NGF,
které rostly s 90% synchronizaci, byly vyplachnuty PBS (bez
vapniku a hof&iku), 3tépeny trypsinem po dobu pribliZné 1
minuty a peletovany centrifugaci pfi 1000 otackach za minutu
po dobu 3 minut. Buttky byly resuspendovany v mediu na

konednou koncentraci 2x107 buné&k/ml.

Bunky byly bud primo injikovany do viadken
substituovanych PEO-PDMS nebo byly smiseny s 0,15%
matridnim roztokem Vitrogenu® nebo s 0,5% roztokem agardzy a
poté injikovany.

Vldkna pak byla plnéna 2.5 pul buncného roztoku nebo
koaguladni matriéni hmoty obsahujici bunky a matrici (10,000
bunék/pl) za pouziti =zeSikmené 3Spicky katetru a Hamiltonovy
strikacky.

Kapsule byly uzavirdny upevnénim 1 aZz 1.1 cm dlouhého
Useku suchého dutého vlédkna na duty hridel s pricéné uzavrienym
proximdlnim koncem. Z hfidele bylo moZné injikovani bunék do
nitra zarfizeni. Poté, co byla vldkna naplnéna 2.5 nl bunécné
suspenze, septum bylo odlomeno a pristupovy otvor uzavren
pomoci svétlem polymerujiciho akrylatu (Luxtrak™ LCM 24, ICI
Resins US, Wilmington, MA). Nasledné byly kapsule opatreny
manipulad¢nim ockem. Na kaZdou kapsuli byla pripevnéna 1.5 cm
dlouhd silikonové trubice (hadic¢ka) o praméru 0.020" na

akryldtové hrdlo.
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Nasledujici bioarteficialni organy byly pripraveny
timto zpusobem:

kontrola s nemodifikovanou obalkou, bez matrice
kontrola s nemodifikovanou obalkou, Vitrogen™
kontrola s nemodifikovanou obalkou, agardza
PEQ-PDMS, bez matrice
PEO-PDMS, Vitrogen™
PEO-PDMS, agardza
PEO-PDMS, bez matrice
PEO-PDMS, Vitrogen™
PEO-PIMS, agardza

‘_l
o°

obilka modifikovana

'_l
o0

obédlka modifikovana
obalka modifikovana
obélka modifikovana

U O
o® o o°

obalka modifikovéana

O ® - oy U s WP
w
o\°

ob4dlka modifikovana

BAO byly aklimatizovany po dobu ¢ty?¥ dnd po zapouzdreni
sa atmosférického tlaku kysliku, a poté po dobu trvani
experimentu za nizkého tlaku kysliku (6650 Pa). Obrazek 2

ukazuje sekreci NGF (mé&feno ELISOU) po 4, 11 a 25 dnech.

Udaje o uvoliovani NGF dokazuji, zZe samotnd matrix ma
velmi maly efekt na bunécnou produkci. Nicméne v pritomnosti
PEO-PDMS je produkce NGF podstatné nizii pri pouZiti agardzy
a bez matrix, ale zlistavad nezménéna pri pouziti Vitrogenu™.
Percentudlni mnoZstvi PEO-PDMS pouZité pro nodifikaci také
zFfejmé nemd vyrazny v1iv na produkci NGF. Z histologickych
dat vyplyva, Ze BHK buiiky zapouzdfené do agardzy majil
protdhlou morfologll a pokryvaji stény zarizeni (vlékna),
-atimco ve vlastni agardéze Zije Jen velmi madlo bunék. BHK
buitky 1njikované spoleiné s agardzou do dutych vlaken
modifikovanych PEO-PDMS rovnéZ pokryvaly stény vlédkna, ale
vykazovaly kulovou morfologii. v PAN/PVC v1ldknech
modifikovanych PEO-PDMS byle méné bunék nez v
nemodifikovanych vlédknech plnénych agardzou, coz dokazuje, Ze
bun&&ny rast byl kontrolovadn. Bunky ve vldknech naplnénych
Vitrogenen™ a ve vldknech naplnénych pouze bunéfnou suspenzi

bez matrice nebyly nijak ovlivnény modifikaci vladkna.
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BHK puiiky v nemodifikovanych vlaknech s matrici
tvofenou Vitrogenem™ byly rovnomerne distribuovany a frakce
y»ivych bundk c¢inila 75 %. Bylo moZno pozorovat nekrotické
bufiky v cenralni casti vladkna. Modifikace pomoci PEO-PDMS
neovlivnila bunécnou distribuci, Zivotaschopnost nebo
morfologii. PFi pouziti agardzy jakoZto matrice byla bunécna
distribuce vynikajici, pricemZ ?ivotaschopnost bunék byla
pribliZné 90%. Bund&na morfologie BHK bunék byla pri pouziti
agarézy jakoZito matrice ovlivn&na modifikaci membrany pomoci
1% a 5% PEO-PDMS. Bufiky byly protaZené pri pouZiti
nemodifikovanych PAN/PVC vlédken a vice zakulacené pfri pouziti
modifikovanych vlédken. Bunky se nenachdzely uvnitf agar=ozové
matrice, ale v prostoru mezi sténou vlakna a agarbdzovym
jadrem. Bez pouZiti matrice byla bun&fnid distribuce méng
uspokojiva, a pbuiiky vytvarely velké klastry rovnéZz 1

Q

3ivotaschopnost bun&k byla nizsi (okolo 60 %).

p¥iklad 10: Bufky BHK kultivované na kulickach CultiSphers™

NGF~ sekretujici BHK butky (viz pfiklad 7) byly
kultivovany na kolagenem potaZenych kulickdch CultiSphers™.
Kulid¢ky CultiSphers™ (1lg) byly rehydratovédny v 50 ml PBS
(CMF) . 15x10° bundk bylo suspendovdno v 1 ml rehydratovanych
kulidek CultiSphers™. Tato suspenze byla primo injikovéana do
jadnoplastovych dutych vléken PAN/PVC. Vlédkna byla pfipravena
postupem popsanym v prikladu 2 a naplnéna a zatavena tak, Jjak
bylo popséno v prikladu 9. Zapouzdfené bunky byly testovany
na sekreci NGF pomoci ELISA testu, a to ve dnech 2, 15 a 56.
Médium bylo dopliiovano tfikrat tydn&. Na obrazku 3 jsou
znazornény vysledky. Z vysledné produkce NGF je patrné, zZe
BHK butiky mohou byt kultivovany na mikronosidich CultiSphers™
po zapouzd¥eni do BAO. (legenda k obrazku 3: A, D). D&le tyto
idaje dokazuji, Ze BHK puniky/CultiSphers™ mohou byt dale
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suspendovéany v agarézové matrici p¥i malém nebo Zadném dopadu

na sekreci NGF (legenda k obrazku 3: B, C).

Priklad 11: PouZiti peptidovych derivatl pro kontrolu

bun&&nych populaci a bunééné distribuce.

V tomto prikladé byl lumindlni povrch bioarteficidlniho
organu modifikovan PEO-PDMS, poly-D-lysinem nebo PepTite
2000™ co? je komer&né& dostupny proteiln zvy3ujici bunécnou
adhezi.

V této sadd experimentd byly pouZity bunky ledvin
mladat kiFedka (BHK- baby hamster kidney) proto, Ze Jsou
,4vislé na ukotveni na pevné fazi a proto, Ze bylo jiZ predem

prokdzano, Ze se vaiZou na membranu dutych vlédken.

V1lékna

Jednopladtové BAO z dutych vldken PAN/PVC Dbyly
p¥ipraveny podle prikladu 2. Tyto BAO mé&ly vnitrni prumér
625 um a tloudtka stény <cinila 50 um. Tato vlédkna byla
sterilizovina ponofenim do 70 % ethenolu prfes noc a poté

byla opakovand proplachnuta pufrem HBSS.

Modifikace

1. PEO-PDMS: bioarteficidlni orgény byly modifikovany
PEO-PDMS nésledujicim zpusobem: 1% (v/v) roztok PEO-PDMS
(Huls, PS073, mol.hm. = 3126 g/mol, 82 hm. % PEO) byl
pripraven rozpusSténim 1 PEO-PDMS v deionizované vodeé tak,
aby celkovy objem byl 100 ml. Roztok byl sterilnée
prefiltrovan (pbéry 0,2 um) a poté byl injikovéan do sterilni
PAN/PVC membrany. Membréana byla poté na 24 hodin ponofena do
1% vodného roztoku PEO-PDMS pfi pokojové teploté. V1akna
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byla tfikrdt proplachnuta vodou a poté vyvazZenym solnym

roztokem HBSS pfed pouZitim s burikami.

5 PDL: Dbioarteficialni orgény byly modifikovany
poly-D-lysinem nasledujicim zptisobem: vlékna byla ponofena do
vodného roztoku poly-D-lysinu (mol. hm.=67,000) o koncentraci
2 mg/ml na 24 hodin pZi pokojové teploté. Vldkna byla
t¥ikrat proplachnuta vodou a potée tFfikradt vyvazZenym solnym

roztokem HBSS pfed pouZitim s bunkami.

3.PepTite2000™: bioarteficidlni organy byly
modifikovany pomoci  PepTite2000™ nédsledujicim zplsobem:
vlakna byla ponofena do roztoku PBS obsahujiciho PepTite2000™
o koncentraci 100 mg/ml. PepTite2000™ Je nutno nejprve
rozpustit v ethanolu. Vlakna byla v tomto roztoku ponorena 24
hodin pfi pokojové teploté a poté byla t¥ikradt propléachnuta
PBS pred injekci bunék.

4, PAN/PVC: Kontrolni vlédkna byla ponorena do
vyvaZeného solného roztoku HBSS na 24 hodin pri pokojové
teploté a poté byla t¥ikradt proplachnuta PBS pred injekci

bunék.

Bunky

BHK bufiky o koncentraci 5000 bunék/pl byly injikovany
do modifikovanych dutych vléken. Vlakna byla zatavena a
umist&na do zkumavek se S3roubovacim zavérem. V téchto
zkumavkach byla vlakna inkubovéna v bezsérovém médiu (médium
PC1l) na oto&ném bubnu po dobu dvou tydnd. Inkubacni teplota
byla 37°C, rychlost ot&ceni bubnu byla 2 otacky za minutu. Ve
vhodny okamZik byla vldkna fixovana 4% formaldehydem,
dehydratovana v absolutnim ethanolua obarvena hematoxylinem a
eosinem  (H&E) pro uelu histologické analyzy bunécné

distribuce, kterd byla provedena oxidem osmicelym.




-65-—-

PAN/PVC membrany modifikované poly-D-lysinem vykazovaly
dobrou distribuci bunék a Jjeste rovnom@rnéjsdi distribuci

vykazovala vlakna modifikovana PepTite2000™.

Modifikace PAN/PVC vlaken pomoci PepTite2000™ byla
provedena dvéma zpusoby. P¥i prvnim zphsobu modifikace byl
modifikovéan pouze vnitfni lumindlni povrch, zatimco pIfi
druhém zplsobu modifikace byl modifikovan jak vnit¥ni tak 1
vnéjsi povrch membrany. Prazdné BAO (bez bunék) Dbyly
testovany na celkovy obsah aminokyselin, aby se zjistila
schopnost vazby poly-D-lysinu a PepTite2000™ na membranu.
Celkové mno¥stvi aminokyselin navazanych na  kontrolni
nemodifikovana vlakna ¢&inilo pfibliZné 0,2 ug na Jjeden
bioarteficidlni organ. Celkové mnozstvi aminokyselin
navazanych na vladkna modifikovana poly-D-lysinem ¢inilo
pribliZné 0,8 pg na Jeden bicarteficidlni organ s vnitfnim
modifikovanym povrchem a pfibliZneé 2,6 Lg/BAO pro
oboustranné modifikované membrany. Podobné bioarteficialni
organy byly naplnény BHK buiikami a kultivovany 14 dni. Poté
byly zkoumadny histologicky. U kontrolnich, nemodifikovanych
BAO byly buiiky distribuovédny nerovnomeérné ve velkych
klastrech po celé délce vlakna. Naprotli tomu oba typy
modifikovanych vladken vykazovala rovnomérnou buné&cnou

distribuci podél vnit¥niho povrch membrany.

Z téchto vysledkld vyplyva, zZe poly-D-lysin a
PepTite2000™ jsou uinnymi latkami pro zvySeni bunécné adheze
k lumindlnimu povrchu a jsou proto efektivni pro kontrolu

bunééné distribuce v BAO.

P¥iklad 12: PouZ?iti molekul ECM ke kontrole rGstu neurosfér

My3i neurosféry pasadZe 71 byly priraveny tak, jak Jje

popsano v p¥ikladu 1. Vicejamkové desky byly predem potaZeny
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05% agardzou (Sea-Prep™), aby se zabranilo pfilepeni
neurosfér na plastikovy povrch desky. Bufiky byly nanaseny
pfi hustoté& pfribliZné 50,000 bundk na jamku do Jjednotlivych
matric podle experimentu. Pro ka?dé sloZeni matrice byly
pouzity 3 Jjamky, dve z jamek obsahovaly médium PC-1

(kontrolni) a a jedna obsahovala neurosféry s médiem EGE.

Hodnocena byla efektivita kontroly buné&ného ristu u
kolagenu typu 1 odvozeného z pokozky (Zydast™, Collagen
Biomedical, Palo Alto), kolagenu Lypu 1 ze S$lach
(Organogenesis™), kolagenu typu 1 (Vitrogen™, Celtrix, Santa
Clara) a agardzy. Ka?da z latek byla testovédna sama o sobé
nebo v kombinaci s lamininem nebo s PepTite2000™ nebo s

obéma.

Strvrtého a  &trnactého dne byly bufiky barveny
fluorescein diacetadtem/propidium iodidem (FDA/PI) a byla
vyhodnocena Jjejich Zivotaschopnost, rist a diferenciace.
Buiiky kultivované na kolagenu Organogenesis™, PepTite200™, a
lamininu vykazovaly nejvy33i diferenciaci, pricemZ asi 90 %
pun&k bylo diferenciovanych. Asi 80 % bunék kultivovanych na
kombinaci agardzy, Peptite2000™ a lamininu bylo

diferenciovanych.

P¥iklad 13: PouZiti inertni wvnitfni vyztuhy ke kontrole

mnoZstvi BHK bundk a jejich distribuce v BAO

Byla pouZita dutd vlékna dvou rlznych typu (viz pfiklad
2) : jednopla3tovd dutda vlakna s permselektivni membranou na
vndjsim povrchu a jednopla8tovd dutéd vlakna s permselektivni

membranou na vnitrnim povrchu.

Nejprve byla PAN/PVC vldkna zbavena glycerinu a

sterilizovéna ponofenim do 70% steriln& prefiltrovaného
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roztoku (inkubace pfesnoc). Poté byla v prubéhu 1 aZz 2 hodin

) vlakna tfikrat promyta sterilni vodou.

Matrix vnit#ni vyztuhy tvorena 15% polyhydroxyethyl-

methakrylédtem (PHEMA) byla pripravena rozpudténim 1,5 g PHEMA

v 10 ml 95% ethanolu (Quantum). Da&le byla pripravena matrix

vnit¥ni vyztuhy tvorena 10% poly (hydroxyethyl-methakrylatem—

ko-methyl-methakrylatem) (PHEMA/MMA) rozpisténim 1,0 g

. PHEMA/MMA v 10 ml 95% ethanolu. Pro snadné rozpusténi
polymerd byly roztoky michany a zah¥ivany.

Roztoky PHEMA a PHEMA/MMA Dbyly pomoci strikacky
injikovany do PAN/PVC vlaken, kterd byla poté ponorena do
sterilni vody. Napln&ni vldkna Dbyla ve vodé ponechéna déle

nez Jjednu hodinu, aby se zajistila precipitace wvnitrni

vyztuhy a difdze ethanolu ven z jddra BAO. Konce vlaken byly
ustriZeny, protozZe jsou  Casto zne¢istény  PHEMA  nebo
PHEMA/MMA. Vldkna byla poté prenesena na Petriho misky se
sterilnim pufrem HBSS. Timto zplsobem Dbyly pfipravenyv
bioarteficialni orgadny s nit¥ni vyztuho tvorenou PHEMA,

PHEMA/MMA a kontrolni.

NGF sekretujici BHK bunky (viz pfiklad 7) Dbyly
kultivovany v 10% DMEM médiu s pfidavkem glutaminu a
antibiotik. Bufiky byly z kultivadnich nédob Jemné vyjmuty
pomoci 0,25% trypsinu, promyty a resuspendovany v médiu PCl

tak, aby vyslednd bunécnd densita Cinila 1x107 bunék/ml.

Poté byly BHK-NGF bunky injikovédny do dutych vlaken
p¥i koncentraci 10,000 bunék/pul za pomoci teflonového katetru

velikosti 22. BAO byly poté zataveny.

Bylo pfipraveno 5 bioarteficialnich organtt kazZdého
typu. Ctyfi byly umistény do jamek na 24-jamkoveé kultivacéni
desce s 1 ml média PCl. P4ty byl uloZen do 3 aZ 4 ml média
PC1l do vertikalni zkumavky. Po 24 hodinéch byl
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biocoarteficialni orgdn umistény ve vertikalni zkumavce podélné
rozfiznut a po 24 hodindch analyzovén barvenim fluorescein
diacetatem/propidium iodidem (FDA/PI). Timto barvenim byla
stanovena bun&&né distribuce uvnitf¥ vlékna. Pri prohliZeni
pod fluorescenénim mikroskopem barvi FDA Zivé Dbunky =zelenég,

zatimco PI barvi mrtvé bufiky Cervené.

Zbyvajici BARO byly kultivovany po dobu dvou tydnu.
Gtyfi dny po zapouzdreni Dbyly bioarteficidlni  orgény
kultivovany za vnéj3iho tlaku kysliku, a poté jim byl tlak

kysliku sniZen na 6650 Pa po dobu trvani studie.

Funkcénost bunék BHK-NGF byla testovéana mérenim
sektretovaného NGF pomoci ELISA testu po 4, 7 a 14 dnech.
Bufiky v BAO obsahujicich wvnitfni vyztuhu PHEMA nebo PHEMA/MMA
pokradovaluy v sekreci NGE po celou dobu trvani studie. Jak
histologické tdaje tak i data ziskana ze sekrece NGF ukazuji,
e vnit¥ni vyztuha tvorena PHEMA nebo PHEMA/MMA umozZiuje
udrfeni funkceschopnych Zivych bunék s rovnomérnou distribuci
po celé délce BRO. NejlepSich vysledkll bylo dosaZeno s 10%
PHEM/MMA vnitfni vyztuhou.

Priklad 14: PouZiti inertni wvnit¥ni vyztuhy ke kontrole

mnofstvi buné&k PCl2 a jejich distribuce v BAO

Byla vyhodnocena efektivita vnit¥nich vyztuh tvorenych
PHEMA nebo PHEMA/MMA pro kontrolu mnoZstvi a distribuce bunék

PC12 v bioarteficidlnim orgénu.

Jenoplastovad dutéd vldkna byla pfipravena podle prikladu
2. Tato vliédkna mé&la vnit¥ni primé&r 642 pm a vnéj3i primér
787 um, pricemZ tloustka stény &inila 68 um, koeficient

nepropustnosti BSA byl 100 % a hydraulickéd permeabilita byla
pribliZné 22 ml/min/m’/mmHg.
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Do té&chto vléken byly injikovany inertni wvnitini

vyztuhy z PHEMA nebo PHEMA/MMA (viz priklad 13).

Buiky PC-12 (1x10’ bunék/ml) v médiu HL-1 byly
injikovany do nitra téchto vléken. Vlakna byla poté zatavena,
vzniklé BAO byly asi 1 cm dlouhé. Bioarteficialni organy byly
kultivovany pri teplot& 37°C a atmosférickém tlaku v médiu
HL-1. Funk&nost BAO byla testovéna stanovenim bazalnich a
draselnymi ionty idukovanych koncentraci sekrecnich

katecholamini po 1, 14 a 28 dnech.

V¢ysledky ukazuji obrazky 4A a 5A (bazalni sekrece) a 4B
a 5B (sekrece indukovand K'). Tyto vysledky dokazuji, Ze
puiiky PC12 zapouzdfené do bioarteficiélnich orgént s inertni
vnitt¥ni vyztuhou z PHEMA nebo PHEMA/MMA si zachovavaji svoji

funkcénost.

Bunddna distribuce byla vyhodnocena po 5 hodinéch a po
4 dnech. Vldkna byla vertikalné rozriznuta a bunky byly
obarveny FDA/PI. Z vysledkd vylpyvd, Ze vnitfni vyztuhy z
PHEMA nebo PHEMA/MMA jsou netoxické a podporuji

ivotaschopnost a funkénost bunék PClZ.

P¥iklad 15: PouZiti NWPF k zesileni Dbunécné adheze a

diferenciace v BAO

Bylo vyzkouZeno $est rlznych druhl NWPE (Reemay,
Tennessee): #2470, #2295, #2024, #2055, #2033, #2250, (cisla
viz Reemay). Tkanina byla doddna ve formé listl, ze kterych
byly vyraZeny kotouce tak, aby se veSly dojamek Vv
24-jamkovych deskach. Tyto NWPF disky byly na 6 hodin
ponofeny do 1% (w/v) dodecylsulfédtu sodného (SDS) a pote
t¥ikrat proplachnuty vodou. Poté byly disky na 13 hodin

ponorfeny do 1% kyseliny sirové (v/v vodny roztok) a poté opét
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t¥ikrat promyty vodou. Disky byly poté vysufeny na papirovych

filtrech a sterilizovany autoklavem.

poté byly disky inkubovany s butikami trfi rhznych
druhti, pfigemZ se stanovovala bureénad adheze: BHK, AT-3 a
TSA bun&k. Bylo pfridano pribliZné 100,000 bunék na 24
jamkovou desku obsahujici jeden z 6 druhl NWPF spolu s médiem
PCl. Bezsérové médium byly pouzito, aby se dala stanovit
adheze bundk a zabranilo se pritom klamnych interferencim se
sérem (s vyjimkou bunék TSA). Po 4 dnech byly bunky BHKa
AT-3 testovéany na adhezi pomoci PDA/PI. Morfologie bunék
byla protdhld a zdalo se, >e adherujik Reemay NWPE #2250 a
#2055. Po desetl dnech rostly buik BHK nejlépe na NWPE
#2250. Bufiky AT-3 nejlépe adherovaly k #2024 a #2295. Bunky
AT-3 rostly nejlépe po 10 dnech na vladknech #2024. Bunky TSA
(v médiu s 10% FCS) mély po 1 dni protéhlou morfologii na
vliknech #2250 a #2055 a nejlépe rostly na vldknech #2024.
Po sedmi dnech rostly tyto bufiky nejlépe na #2055.

pFiklad 16: Transgenni  builky SV40/DBH-NGF na mikronosicich

suspendovanych matricnim materidlu

Reguladni elementy genu pro dopamin-f-hydroxylézu (DBH)
(Hoyle a dalsi, J.Neurosci. 14, strana 2455 aZ 2563, (1994)
byly pouzity pro kontrolu spole&né exprese T-antigenu viru
SV40 (£sab8) (DBH-SV) a lidského rustového  faktoru
(DBH-hNGF) v transgenich mySich. Vysledkem spolecné exprese
chimerickych gent byly novotvary Vv adrenadlni medule a
noradrenergnich sympatetickych gangliich. N&dory =z brfisni
oblasti jedné z my3i byly rozkrajeny a nadorovad tkan byla
mechanicky disociovéna a pfevedena do bunédné kultury (DMEM,
103 FBS, 37°C, 5% CO,). Od zalatku kultivace byly pritomny
dva rtizné typy bunék. Jednim druhem bunék byly velké ploché
bunky podobné fibroblastim a drhuhym typem byly malé jasné
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pufiky s nervovymi vybézky. Malé bunky vykazovaly znaky

katecholaminergnich neuroni véetné imunoreaktivity s
protilatkami  proti neurofilamentim-L a -M a tyrosin
hydroxyléze. Tyto builky rovn&Z reagovaly s protilatkami

proti T-antigenu viru SV40, narozdil od bunék podobnych
fibroblasttm, které byly na tyto makery negativni. Bunky byly

jednou tydné pasé&Zovany.

Buiky byly kultivovany na mikronosicich CultiSphers™,
viz pfiklad 10. Bunky byly suspendovany bud v alginatové
(1,5%) nebo agardzové (1%) matrici. Alginatova matrice byla
zesitovana ponofenim vldken do 1% roztoku chloridu vapenatého

na dobu 5 minut po zapouzdfeni. Matrice obsahujici Dbuiky a
nosid CultiSphers™ byla injikovana do PAN/PVC dutych vléken,
viz priklad 10.

BAO naplnéné buitkami byly kultivovany v Dbezsérovém
médiu. Ve vvbranych intervalech byla vlakna promyta vodou a
poté 30 minut inkubovéna v pufru HBSS. Bazé&lni médium bylo
shroma?déno a testovano pomoci HPLC-ED na pritomnost L-dopa.
Jesté po 80 dnech 1in vitro pokracovaly butiky v sekreci

L-dopa.

P¥iklad 17: Geneticky modifikované myoblasty sekretuji po

diferenciaci NGF

My3i C,C,, myoblasty Jjsou vyhodné tim, Ze se rychle
d&li, mohou byt in vitro péstovidny ve velkém objemu,
transformovany na expresi proteinl a vybrané klony lze snadno
izolovat. Mysi bunky C,Cy; mohou byt diferencovany do
post-mitotického stavu kultivaci v médiu s nizkym obsahenm
séra. Tyto jsou proto vyhodné pro zapouzdr¥eni ve srovnani s

bufikami, jejichZ proliferci nelze kontrolovat. Takové bunky
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pokracuji v d&leni dokud nanaplni kapsuli a po neékolika

m&sicich lze pozorovat akumulaci bunénych zbytkl.

Byla testovana schopnost transfikované bunélné linie
C,C,, podobné myoblastim pokraovat v sekreci hNGF 1 po fuzi

do myutubi.

C,C,, nyoblastova bunécna linie (ATCC) byla
transfikovana genem pro hNGF pomoci Lipofektaminového reagens
podle protokolu vyrobce (Gibco) . Bufky byly selektovany na
selek&nim médiu s pfidavkem G148 po dobu 2 tydnd a poté byly
testovany na sekreci NGF. Buiky o hustoté& 260 buné&k na cn’
byly umist&ny do kultivaénich nadob T75 a na 24 jamkové desky
s nebo Dbez krycich wvicek. Bunky byly dvakrat tydné
pfikrmovany pridavkem média DMEM s 10% FBS. Bunky byly
odebrany 1., 5., 8. a 13-tého dne a byla zmérena sekrece NGE.
Vysledky viz tabulka 2.

yA vysledka vyplyva, Ze transfikované myoblasty
pokraduji vsekreci poZadovaného heterologniho produktu (NGF)

jes5t& i po konené diferenciaci do myotubuld.
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Tabulka 2: &asovy prubéh selekce bunék C,C,, na sekreci NGF

sekrece b. linie kultivadni doba % konfluence % fuze NGF

rodi¢. b linie den 1 25 0 nezk.
23.3.95

+NGF den 1 25 0 nezk.
23.3.95

rodi¢. b linie den 5 40 0 nezk.

+NGF den 5 30 0 nezk.

rodi¢. b linie den 8 98 5 ek

+NGE' den 8 30 1 0,0018

rodi¢. b linie den 13 1000 80 nedekovatelny

+NGF den 13 100 50 0,014

% flize = % myoblastl pfeméniv3ich se na myotubuly

+NGF - znamend bufiky C,C,. transformované genem hNGE

rodi&. b linie - znamend netransformovanou b. linii

nezk. — znamend nezkouSeno

nedetekovatelny znamend, Ze koncentrce byla pod prahem detekce

*+* osmého dne butiky narastly do velikostil, priprava na fuazi, vice
fazujicich bun&k na miskadch neZ v T nadobkach (pritokova cytometrie
provédéna s nadobkami)

Priklad 18: Geneticky upravené myoblasty sekretuji CNTE po

své diferenciaci

My3i myoblasty C,C,, byly transfikovany expresivnim
vektorem pNUT (Baetge a dal3i, Proc. Natl. RAcad. Sci. USA 83,
strana 5454 a? 5458, (1986), ktery obsahoval gen pro lidsky
CNTF. Urovefi exprese genu hCNTF a bioaktivita tohoto produktu
byla analyzovana Northern blotem, ELISOU a ChAT aktivitou na
embryonickych michdch kultur motorickych neuroni. Byl nalezen
jeden klon C,C,, sekretujici pf¥ibliZn& 0,2 g CNTEF/ 10 bunék/
den. Rychlost sekrece hCNTF se po diferenciaci téchto
myoblastt C,C,, nezm&nila. Buifiky C,C,, -hCNTF dokazaly odvratit
motorické neurony od axotomii indukované bunécné smrti.
Morfologické studie facidlnich Jjader novorozenych mysi po 1
tydenni axotomii prokézaly, Ze u kontrolnich zvirfat pfeZilo

pouze 13,4 % facidlnich motorickych neuront, zatimco
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kontinualni produkce hCNTF méla za nasledek 22,7 % pfeZiti

. motorickych neuront.
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INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
A) DELKA:9 aminokyselin
) TYP: aminokyselina

) POCET VLAKEN: jedno

)

(
(
(
( TOPOLOGIE: line&rni

B
C
D
(ii) TYP MOLEKULY: petid
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) ANTI-SENSE: NE

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 1:

Cys Asp Pro Gly Tyr Ile Gly Ser Arg

1 5

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 2:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

A) DELKA:6 aminokyselin

)

) TYP: aminokyselina
) POCET VLAKEN: jedno
)

(
(
(
( TOPOLOGIE: line&rni

B
C
D
(1i) TYP MOLEKULY: petid

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) ANTI-SENSE: NE
(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 2:
Gly Arg Gly Asp Ser Pro

1 5

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 3:
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(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA:19 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: petid
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) ANTI-SENSE: NE
(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 3:

Cys Ser Arg Ala Arg Lys Gln Ala Ala Ser Ile Lys Val Ala

1 5 10
Val Ser Ala Asp Arg
15

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA:5 aminokyselin

POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrni

)

y TYP: aminokyselina
)

)

(ii) TYP MOLEKULY: petid

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) ANTI-SENSE: NE
(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 4:

Gly Gly Gly Gly Gly
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PATENTOVE NAROKY

zpisob kontroly distribuce bunék v biocartificidlnim
orgdnu vy znacujici se t im, Ze bunky
jsou odetrfeny takovym zplsobem, ktery inhibuje bunécnou
proliferaci a podporuje bun&cnou diferenciaci, pricemz
toto o3etfeni Jje 1U&inné po in vivo implantaci do

hostitelského organismu.

zplisob podle néaroku 1 vyznacujici s e

t im, Ze o3etfeni zahrnuje transformaci bunék genem
podporujicim proliferaci, ktery Je funk&né spojen s
regulovatelnym promotorem tak, Ze exprese genu
podporujiciho proliferaci mbZe Dbyt inhibovéna po

implantaci do hostitelského organismu in vivo.

Zplisob podle néaroku 2 vyznac¢cuijici s e
t im , Ze gen podporujici proliferaci je onkogen.
Zpusob podle naroku 3 vyznacuijici s e
tim, ze onkogen je vybrédn ze skupiny tvorfené

onkogeny c-myc, v-mos, v-Ha-ras, rannymi geny viru SV40
a E1-A.

Zpusob podle néroku 2 vyznacdcuijici s e
tim, Ze regulovatelny promoto;é’ je vybran ze
skupiny tvorené promotory regulovatelnymi tetracyklinem,
interferony, glukokortikoidy a promotory, které jsou

regulovany dlouhou termindlni repetici retrovirua.

Zpusob podle naroku 5 vyznacuijicli s e
t i m , Ze promotorem je promotor Mxl a gen podporujici

proliferaci je ranny gen viru SV40.

%«/
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Zplisob podle naroku 1 vyznacu3jilcli s e
t im, Ze ofetfeni zahrnuje transformacli bunék genem

potladujicim proliferaci, ktery Je funkéné spojen s
regulovatelnym promotorem tak, Ze miZe dojit k expresi
genu potlacujiciho proliferaci po implantaci do
hostitelského organismu in vivo, ale pritom miZe byt

tato exprese v podminkdch in vitro inhibovana.

Zpusob podle naroku 7 vyznacuijilci s e
tim, Ze genem potlacujicim proliferaci jJe
tumor-supresivni gen vybrany ze skupiny tvofené geny p53

a RB.

Zpusob podle naroku 1 vyznacujilci s e

t im, Ze oSetfeni zahrnuje transformaci bunek genem
indukujicim diferenciaci, ktery Jje funkcné spojen s
requlovatelnym promotorem tak, Ze miZe dojit k expresi
genu indukujiciho diferenciaci jole implantaci do
hostitelského organismu in vivo, ale pritom miZe byt

tato exprese v podminkdch in vitro inhibovéna.

Zplsob podle né&roku 9 vyznacujici s e
tim, Ze genem ingukujicim proliferaci je gen HMG

proteinu 14.

Zplisob podle néroku 1 vyznacujici s e
t im, 7e o%etfeni zahrnuje vystaveni bunék plsobeni
sloudeniny, kterd inhibuje proliferaci nebo indukuje

diferenciaci.

Zpisob podle néroku 11 vyznacuijilci s e
t im, 2e sloucenina inhibujici proliferaci je nebo
indukujici diferenciaci je vybrana ze skupiny tvorene

esterem forbolu, heparinem, TGF-b, kyselinou askorbovou,
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mitomycinem, BrdU, PGE,, dbcAMP, Ara-C, nikotinamidem a

SGP.

Zptsob podle naroku 1 vyznacuijilci s e
tim, e o3etrfeni zahrnuje ukonleni expozice bunék
proliferaci indukujicim sloudenindm nebo sloueninéam

inhibujicim diferenciaci.

Zptisob podle naroku 13 vyznadcujici s e
tim, e proliferaci stimulujici slouceninou nebo
diferenciaci inhibujici slouceninou je latka vybrana ze
skupiny tvofené EGF, TGF-a a amfirequlinem, pricemZ

pufikami jsou kmenové nervové bunky.

Zpusob podle naroku 13 vyznacujici se
£t im, e proliferaci stimulujici slouceninou nebo
diferenciaci inhibujici sloudeninou Jje smés latek =z
rodiny FGF rlstovych faktord a alespon jedna létka z
rodiny rastovych faktort CNTF nebo NGF, prficemz

putikami jsou kmenové nervové bunky.

Zptisob podle ndroku 13 vyznacujici s e
tim, e proliferaci stimulujici slouceninou nebo
diferenciaci inhibujici slouceninou je prfiCemz bunkami

jsou hematopoetické kmenové bunky.

Zptisob kontroly distribuce bunék v biocartificidlnim
organu vyznacuijici s e tim, Ze Je
alespofi jeden ristovy povrch bioartificidlniho organu
vystaven takovému o3etfeni, které inhibuje bunécnou
proliferaci a podporuje bunéfnou diferenciaci, pficemnZ
toto o8etfeni Je &inné po 1in vivo implantaci do

hostitelského organismu.
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Zplisob podle naroku 17 vyznacuijici s e
tim, Ze o%etfenim je potaZeni rustového povrchu
bioartificidlniho organu G&innym mnoZstvim alespofi jedné

molekuly z extraceluldrni matrix.

zpisob podle néaroku 18 vyznadcuijici s e
timnm, e rastovy povrch potaZeny molekulou z
extraceluldrni matrix je vnitfni duty povrch

biocartificidlniho orgénu.

Zplisob podle naroku 18 vyznadcuijici s e
tim, Ze ristovy povrch potaZeny molekulou =z
extracelularni matrix obsahuje mikronosi&e zapouzdrené

v biocartificidlnim orgéanu.

zpasob podle naroku 1 vyznadcuijilci s e

tim, Ze odetfeni zahrnuje suspendovani bunék Vv
matrici =z hydrofilniho gelu uvnitf bioartificialniho
organu, pricemZ matrice Jje substituovéna proliferaci
inhibujicimi nebo diferenciaci indukujicimi peptidy nebo

peptidovymi sekvencemi.

Zpusob podle naroku 21 vyznadcuijici s e
tim, Ze hydrofilni gelovéd matrice je sloZena =z
agardézy substituované peptidovymi sekvencemi vybranymi
ze skupiny tvorené sekvencemi obsahujicimi  RGD
(ArgGlyAsp, AR,-BA, podle Sekvence id. &. 2), sekvenceml
obsahujicimi YIGSR (TyrIleGlySerArg, AA,~RR, podle
Sekvence id. &. 1) a sekvencemi obsahujicimi IKVAV
(IleLysValAlaVal, AA,-AA,, podle Sekvence id. ¢. 3).

Zpusob podle naroku 20 vyznacuijici s e
t im, Ze mikronosice jsou suspendovany v hydrofilni

gelové matrici podle libovolného z naroku 21 az 22.
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zplisob kontroly distribuce punék v bioartificidlnim
organu vyznacuijici s e tim, Ze Je
alespon jeden rlstovy povrch biocartificidlniho organu
vystaven o$etrfeni takovym  zpusobem, ktery zesili

puné&&énou prilnavost k tomuto povrchu.

Zplisob podle ndroku 24 vy zmnacu jici s e
tim, 3e ofetfeni =zahrnuje substitucli nebo adsorbci
sloudeniny na rastovy povrch, pricemZ tato sloucenina je
vybrana ze skupiny tvofené poly(D-lysinem), sekvenceml
obsahujicimi RGD (ArgGlyAsp, AR,-AR, podle Sekvence id.

~

&. 2), sekvencemi obsahujicimi YIGSR (TyrIleGlySerArg,
AA,-AR, podle Sekvence id. c. 1) a sekvencemi
obsahujicimi  IKVAV (IleLysValAlaVal, AR, -AR,. podle

Sekvence 1d. &. 3).

Zptsob podle néaroku 24 vyznacujilci s e
tim, Ze o%etfeni =zahrnuje vytvofeni inertni nosneé

n¥izky v bioartificidlnim organu.

Zpisob podle naroku 26 vyznacuijici s e
t i{m, Ze inertni nosnd mfiZka Jje vytvorena z latky
vybrané zZe skupiny tvorené
polyhydroxyethyl-methakrylatem a poly (hydroxyethyl-
methakryldtem-ko-methyl-methakrylatem) .

Zplsob kontroly distribuce bunék v bioartificialnim
organu vyznadcuijilci s e t i m, Ze Je
alespoii jeden rOstovy povrch biocartificialniho organu
vystaven o3etfeni takovym zplUsobem, tery zabrarnje

bufikdm v prilnuti k tomuto povrchu.
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Zpusob podle naroku 28 vyznac¢cuijici s e
t im, %e oSetfeni zahrnuje substituci nebo adsorbci

PEO-PDMS na rustovy povrch.

Zpisob podle naroku 1 vyznacuijici s e
t im, Ze o3etfeni zahrnuje expozici bunék takové

davce UV zarfeni, kterad inhibuje proliferaci.

Bicartificialni organ vyznacuijici s e
t im, Ze obsahuje

a) biokompatibilni, permselektivni obalku a

b) jaédro tvofrené Zzivymi buflkami, pficemZ tyto burky

jsou oZetfeny zpusobem podle libovolného 2z néroka
1 a? 30 tak, Ze je moZné kontrolovat distribuci
pundk v bioartificidlnim orgénu po implantaci do

hostitelského organismu in vivo.

Bunka transformovana rekombinanti nolekulou DNA

vyznadcduijici se tim, Ze obsahuje

a) proliferaci podporujici gen, ktery Je-1i
exprimovan, je schopen indukovat bunécné déleni

b) Mx-1 promotor operativne spojeny s genem
podporujicim proliferaci, pricemz takova bunka
miZe byt prinucena k proliferaci po expozici
takovému mnoZstvi interferonu, které Jje schopné

indukovat expresi genu podporujiciho proliferaci.

Burika podle naroku 32 vyznacujicli s e

tim, e gen podporujici proliferaci Jje velky

T-antigen viru SV 40.

Bufika podle néroku 32 vyznacuijici s e

t i m, Ze Jje odvozena od kmenovych nervovych bunék.

SUBSTITUTE SHELT)
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Bunika podle naroku 32 vyznacuijici s e

t im, Ze sekretuje biologicky aktivni latku.

Bunika podle naroku 35 vyznacuijici s e
tim, e je geneticky transformovana expresivnim
vektorem obsahujicim gen, ktery kéduje biologicky

aktivni latku.

Bufika podle ndroku 35 nebo 36 vyznacujilci
se tim, Ze Dbiologicky aktivni latka je vybrana ze
skupiny tvofené neurotransmitery, hormony, cytokiny,
ristovymi faktory, protilédtkami, krevnimi koaugulacnimi

faktory a enzymy.

Transgenni savec vyznadcujici se tinmn,
ze byl transformovdn rekombinantni DNA molekuicu
obsahujici

a) gen podporujici proliferaci, ktery Je-11i

exprimovéan, je schopen indukovat bunecné deleni
b) Mx-1 promotor operativné spojeny 5 genem

podporujicim proliferaci.

Transgenni savec podle ndroku 38 vy zna<cujiciti
s e tim, e gen podporujici proliferaci jJe velky

T-antigen viru SV 40.

Potomstvo transgenniho savce podle naroku 38

Buiiky izolované z transgenniho savce podle libovolného z

narokd 38 nebo 40.

Buiika podle ndroku 41 vyznacuijici s e

t im, Ze je to kmenovad nervova bunka.

SUBSTITUTE SHEET
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43. Zpusob prfipravy podminéné imortalizovanych bunék
i vyznadc¢uijici se tim, Ze zahrnuje kroky
a) transformaci bunék rekombinantni molekulou DNA,

ktera obsahuje gen podporujici proliferaci, ktery
je-1i exprimovén, Je schopen indukovat bunécné
déleni a Mx-1 promotor operativné spojeny s genem
podporujicim proliferaci, pficemZ transformace Je

- provedena takovym zplsobem, Ze bunka nlZe byt
pfinucena k proliferaci po expozici takovému
nno>stvi interferonu, které Jje schopné indukovat
expresi genu podporujiciho proliferaci

b) kultivaci takto transformovanych bunék.
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