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Predkladané feSeni poskytuje zpisob zavedeni molekuly do
cytosolu buriky, pfi némz se buiika uvede do styku .

s fotosenzitizujicim ginidlem, tato buiika se ozaf svétlem o
vlnové délce, jeZ je utinna k aktivaci fotosenzitizujiciho
¢inidla-a v podstaté ve stejnou dobu, nebo po ozéfeni, se
buitka uvede do styku se zavadénou molekulou, zvI&té pro
pouZit{ k 16¢bé rakoviny, genové 1éEbé a vakcinaci.
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Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykd zpusobu zavadéni molekul do
bunék, pfi némz-se pouznva fotosenzitizac¢ni €inidlo a ozafeni bunék
svétlem o takové vinové -délce, ktera je acinna pro aktivaci
fotosenzitizaéniho éinidia,}pfiéemi molekula, ktera ma byt zavedena, je
spojena (asociovana) s virovym nosi¢em a zvlasteé pak”é édenovirovym

nosiéem. Predkladany vynalez se déle,tyké pouziti tohoto zpusobu v

genové 1éc¢bé.

Dosavadni stav techniky

Genova lécba, tj. gehétické pozménéni, modifikace bunék.
pacienta za ucelem boje s ch_o.robou:, je uznévéna jako metoda, majici
siroky lécebny potencial vzhledem Kk r'Dznym onemocné&nim, jako jsou
rakovina, infekéni choroby vcetne vitovych a bakterialnich mfekm
kardiovaskularni onemocnem vrozene poruchy jako cysticka ﬂbroza
poruchy imunitniho systému a mnohe dalsu stavy. Tento klinicky rozv0J
genove &by je ovéem stéle stavén pred mnoho nevyfesenych vyzev, z
nichz jednou z nejduleiitéjéich je nalezeni zpusobu ucéinného a
specifického dodani Iecebnych genu1 do cilovych bunék za podminek in
vivo (Verma a Somia, Nature 389 239 242 1997: Anderson, Nature 392,

25-30, 1998).

Genova |écba muze zahrnovat, mnoho odlignych moznych piistupd
a muze zahrnovat i pienos klonovanych Ildskych genu nebo genovych
segmentd, dvouvléknonch.li'dsky'ch genl nebo genovych segmen_tu
genu z mech genomu a. organismuy oligonukleotidu a riznych umélych

genu nebo jejich fragmentu Jako jSOU negatwm (antisense) geny.
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Vv soucasnych metodach bylo navrzeno mnoho rGznych nosicd ¢i
vektor( pro pOUthI k prenosu genu pfi genove l6&b&. Jako prlklady je
mozné zminit polykatlontove sloudeniny, kationtové lipidy a virové

systémy, ovéem az do nynéjska méla genova lééba in vivo jen malou

- uspésnost. Mezi mnoho znamych nedostatkd pouzivanych postupl patfi

mala stalost vektoru v séru, omezend specificnost pfi dodavani genu,

nizka ucinnost dodavani genu a podobné. K pouziti virovych nosic¢l se

pfistupovalo se zvlastni opatrnosti, tykajici se zavédém’ virovych

elementu prvkd, do hostitell, u nichZz by mohly vyvolavat nezadouci
ucinky jako zanét, coz by ve srovnam S pouzmm Jlnych metod nebylo

kompenzovano zvy$enym prenosem.

Vétsina bunék nepromka bunecnou membranou snadno Zpusoby
zavedeni molekul do cytosolu zivych bunéek JSOU vhodnyml nastroji pro

manipulaéni a studijni blolog|cke postupy. Mezi nejbé&znéji pouzivané

souéasné zplsoby patfi mlkromjlkace permeab|l|zovanym| cervenymi

krvinkami zprostfedkovana fuze (red blood cell ghost- medlated fusion) a
fuze ||posomu osmoticka lyze pmosomu vnasem poskrabamm (scrape
loading), elektroporace fosforecnanem- vapenatym a virem
zprostredkovana transfekce. Tyto technlky jsou vhodne pro zkoumani
bunék v kultufe, i kdyz v _mnoha prlpadech mohou. byt nepraktické,
tasové narodné, neucginné nebo mohou mdukovat vyznamne usmrceni
bunék. Takové techniky tedy nejsou optlmalm pro pouzm v. blologlckem
nebo . lékarfskem vyzkumu nebo pfi lecbach kde ¢asto nejsou
dostatedné ucinné, mohou mit nesnesitelné toxncke ucmky, nebo je

nelze pouzit z technickych davodu.

Je dobfe znamo, ze porfyriny a mnoho dalsich fotose'nzitizujicich
sloucenin muaze indukovat cytotoxické ucinky na buniky a tkané. Tyto

Uginky se zakladaji na skutec¢nosti, Zze béhem vystaveni svétlu se muaze

fotosenzitizujici sloudenina stat toxickou nebo muze uvolnit toxicke.

latky, jako je singletni Kyslik nebo ji'r{é oxidaéni radikély’, kt‘_efé poskozuji
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bunéény material ¢ biomolekuly, v&etné bunétnych membran a

bunéénych struktur a takove bunécné nebo membranové poskozeni

maze nakonec bunky usmrtit. -

~ Tyto uginky jiz byly pouzivény pfi léébé ‘ernyéh abnormalit nebé
poruch, véetné zejména nadorovych onemocnéni. Tato |é¢ba se nazyva
fotodynamicka lé&ba (PDT, photodynamic therapy) a zahrnuje podanl
fotosenzitizujicich ~ (fotochemoterapeutickych) ginidel do zasazené
oblasti té&la, néasledné . vystaveni aktivacnimu svétlu. k aktivaci

fotosenzitizujicich ¢inidel a jejich pferhéné na cytotdxické formy tak, aby

zasazené buriky byly usmrceny, nebo‘byla oslabena jejich proliferativni .

schopnost. Jsou znama takova fotosenzitizujici Cinidla, ‘ktera budou
pfednostné nebo . vybérové lokalizovat. pozadované cilové misto,

napiiklad nador nebo jinou.lezi. .

Znama je ‘Siroka $kala fotosenzmzupcmh Cinidel, kam patfi

zejména psoraleny, porfyrlny, Chlormy a ftalocyamny Takova Iecwa se

'po vystaveni svétlu stavaji toxlckym|

Porfyrinové fotqsenzivtvizéry pﬂsqbi_ népﬁmo, prostfédnictvim tvorby
toxickych kys'ik'ovych latek a jsou'povaiovény’ za zv,léété vyhodné
kandidaty k PDT: Porfyriny jSOU pfirodné se vyskytujicimi prekursory pfi
syntéze hemu. Konkrétné je hem produkovan tak, Ze se Zelezo (Fe®")

zacleni do protoporfyrinu (Pp IX);ucmkem enzymu ferrochelatazy.

Protoporfyrin 1X je extrémné ucmnym fotosenzntlzerem zat|mco hem

nema zadny fotosenzntlzacm acinek.: V oboru je znamo velké mnozstvi

senzitizerQ na bazi porfyrinu nebo odvozenych od porfyrinu, které jsou

rovnéz popsany v literature.

Cytotoxicky ucmek je zprostfedkovén zejména vytvarenim

singletniho kysliku, ‘0, Tento reakt|vn| meziprodukt ma v bunkach velmi
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kratky polodas rozpadu (< 0,04 us). Primarni cytotoxicky uginek PDT je

tedy vytvafen bé&hem vystaveni svétlu a v mistech velmi blizkych

oblastem vytvareni '0,. 'O, reaguje s proteiny (aminokyselinami histidin,

tryptofan, methionin, cystein, tyrovsin) DNA _v-(»guénin), ne‘nasycenym'i
mastnymi kyselinami a cholesterolem, pr‘iéemi je oxiduje. Jednou z
vyhod PDT je to, ze tkané nevystavené svétlu zGstanou neonivnéné, coz

znamena, ze lze ziskat selektivni Géinek PDT.

Pokud se tyka pouziti PDT ke zmcem nezadoucich bunéénych

populacu naprlklad nadorovych bunék, existujer k tomu rozsahia

dokumentace. Patentova literatura poplsu1e mnozstvi fotodynamickych -

slougenin, at uz samotnych nebo spojenych s &inidly umozfujicimi jejich

zacileni, napfiklad s imunoglcbuliny namifenymi v(éi receptorovym
| , ,[

determinantam nadorovych bunék, které ¢ini komplex bunééné

‘specifictéjgim.  Urcité  fotochemické  slougeniny, ~ jako  jsou

hematoporfyrinové_ derivaty, '_‘méji" nadto  vrozenou schopnost

koncentrovat se v malignich burikach.. Takové zpUsoby a S'IOuéenihy jsou

o

popsany v norském patentu ¢&. 173 319 a v norskych patentovych -

prihlaskach o &islech.900 731, 176 645 176 947, 180 742 176 786, 301

981, 300 499 a 891 491. Takové metody PDT jsou tedy zavislé na

rozruseni, destrukci bunéénych struktur, vedoucich k usmrceni bunék.

WO 96/074 32 .a WO OO(/54 802.se na druhé strané tykaji zpusobd,

které pouzivaji fotodynamicky uéinek' jako méch_anismué Kk »Zavedeni_

membranou jinak ‘neprostupnych molekul do cytosolu bufiky takovym
zpUsobem, ktery nema nezbytné za duisledek S|roke bunécné poskozeni

nebo usmrceni bunky. Pfi tomto zpusobu se molekula ‘ktera. ma byt

-internalizovana a fotosenzitizujici slougenina aplikuji soubézné nebo

nasledné do bunék tak; Ze'jsou. jak - molekula, tak fotosenzitizujici
slou¢enina endocytovany nebo pfeneseny jinymi-zpisoby do endosomd,

lysozomu nebo do jinych, intracelularni membranou vymezenych oddild.
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" Molekula, ktera ma byt prenesena do intracelulérnich oddila bunky

a fOtOS'enthIZUlel sloucemna jsou do bunky aphkovany spolec¢né nebo

'.nés'ledne (a vyhodou oddélené a nasledng) a jsou bufikou zachyceny,

~ pohiceny spole¢né, do stejnych mtr__acelularmch _(m‘trobunecnych) oddilu

(tj. jsou spole¢né translokovany). Mole'kula ktera ma byt internalizovana

do bunky, je potom uvolnena vystavenim bunky svétlu o vhodnych,

vinovych délkach k aktivaci fotosenzitizujici slouceniny, coz obratem .

vede k protrzeni membran mtracelularmho oddilu a kK naslednemu
uvolnéni molekuly, ktera se nachazi. ve stejném odd:lu jako

fotosenzitizujici ¢inidlo, do c'ytosolu Tato metoda byla nazvana

"fotochemicka internalizace", PCI. -V techto metodach je tedy vysledkem -

koneéného kroku vystaveni bunék svetlu uvolnéni prlslusne molekuly ze

 stejného intracelularniho oddilu Jako fOtOSGﬂZItIZUJICI cmldlo a jeji daiSI

pritomnost v cytosolu.

Predpokladalo se, ze pro ucmnost takove metody je nezbytne aby

jak fotosenzitizuji slouée‘nina tak i. molekula jez ma byt uvolnéna do

cytosolu, byly béhem ozareni svetlem'prltomne ve stejnych
intracelularnich oddilech. Ovéem od té doby jiz bylo zjisténo, ze

molekuly mohou byt zavedeny do cy_tosolu bunék metodami podobnymi

PCIl, u nichz vsak vystaveni svétlu neni nezbytné konecnym krokem a-.

tyto metody nejsou zavislé na tom, aby molekula a fotosenzitizujici
ginidlo byly v dobé vystavem svétiu - pfitomné  ve stejnych
intracelularnich  oddilech. V takovych metodéch maze byt
totosenzitizujici &inidio uvedeno do styku s bufkami a aktivovano
ozarenim pred tim, nez je molekula, kterd ma byt internalizovéna a tedy
uvolnéna do cytosolu,- uvedena do styku s bunkami. Na\)zdory

skuteénosti, ze molekula k internalizam a' fotosenzitizujici cmldlo nejsou

v dobé vystaveni svétiu nezbytne umlsteny ve stejnych. intracelulérnich

oddilech, molekula stale vstupuje do bufiky a je uvolnovana do cytosolu.
Tyto vysledky jsou podrobné' popsany Vv soubézneé mezmarqdm

patentové pfihlasce (podané 29. 11..2001 vyzkumnou nadaci norské
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nemocnice, The VNorwegian Radium Hospital Researcﬁ Foundation a
tykajici se zpUusobu), jejiz kdpie je pripojena a je zde zadlenéna jako

odkaz. -

Nyni bylo pfekvapivé zjisténo, ze pouiiti_ postupu PCIl v kombinaci
s virovymi vektory mize podstatné zlepsit virem zprostfedkované dodani

genu do buriky. Vzhledem k tomu, Ze fotochemicka ovlivnéni se klinicky

pouzivaji (Dougherty se spoluautqry, J. Nat'l;VCancer'lnst.:_Qg, 889-905, ‘

1998) a obecné jsou velmi spec'i‘fické a maji malo yedléjél’ch Ucinkl, ma
popsany zpusob zfetelny potencial pro zlepseni ja'k acinnosti, tak i

specifi¢nosti genové 1&€Cby in vivo.

Podstata vynalezu

PFedeédahy v'ynélez tedy po-skyIiujé zpUsob zavedeni molekuly do
bufiky, pficemz tento zplsob zahrnuje kroky, v nichz se zminéna bunka
uvede do styku s fotosenzitizujicim &inidlem, zminéna bunka se uvede

do styku s molekulou jez mé byt'zaveae'na a jei je pfipojena k virovemu

nosi¢i a zminéna bunka se ozafi svétlem o vinové délce, ucinné pro

aktivaci fotosenzitizujiciho Ginidla.

Tyto kroky mohou byt provadény v.jakémkoliv vhodném pofadi za
predpokladu, Ze konecnym \’/ysle_dke}"m je bunécné 'pohicem’ virového
nosfée a proto i molekuly, jez ma byt lzave:'dena_bd‘o ‘bunky, tedy
internalizace takoveé molek’uly;' Zédnvf(fé dalsi molekuly kromé viroveho
nosi¢e a fotosenzitizujiciho ginidla nejsou pro provedeni bodle vynalezu

vyzadovany.

Vyraz "bunka", jak je zde pou.;_ivén-, zahrnuje veékéré e_'u'karyotic’:kvé

(jaderné) buriky, véetné buneék hmyzu a bunék hub a-'zahrnuje somaticke

a zaroded&né bunky. Reprezentativni "bunky" tedy zahrnuji véechny typy

savéich i nesavéich zivoéisnych bunék, rostlinné bunky, -hmyzi burky,




bunky hub, prvokd a protoplasty a s vyhodou pak bunky jako jsou lidské,

mysi, kryS| kogi&i, psi, ovei, konske, hovézi nebo kozi bunky.

Vyraz "internalizace”, Jak je zde pouzivan, se tyka dodani molekul,
které maji byt zavedeny do bunék (zde nékdy oznadovanych jako
"ofenasené bunky"), spolu s pr|p01enym virovym nosucem nebo bez ného,
do cytosolu. V predkladanem prlpade tedy "mternahzace" zahrnuje krok
uvolnéni zavadéné molekuly, voliteiné ve spojeni s virovym nosic¢em
nebo s jeho ¢&asti, z mtracelularn|ch/membranou vymezenych oddild. do
cytosolu a poté pripadné i prenos do jadra. Jakmile byla molekula
jednou internalizovana, je povazovana za "zavedenou" do bunky podle

zplUsobu popsaneho v tomto vynalezu:.

Oddilem vymezenym intracel.ulérni membranou mze byt jak)’/koli'v
takovy oddil, ktery je piitomny v bufce. S’ vyhodou bude takovym
oddilem membranovy méchyiek, zv1a8té en’(do_s'om nebo lysosom. Ovéefn
intracelularni  oddil mulze. také zahrnovat Golgiho éparét Ci

endoplasmatické retikulum.

Tak, jak je zde pouznt tyka se vyraz "bunécné pohloem" nebo
"translokace" jednoho z kroku mternallzace pfi niz jsou molekuly nebo
entity vné bunécné membrany pﬁjmuty do bunky tak, Zze se ocitnou na
vnitini  stran& vngj$i bun&tné membrany, . napfiklad v oddilech
vymezenych intracelulérni membrénou nebo ve spojeni s témito oddily,
napfiklad v endoplasmatickém retukulu Golgiho aparatu, lysosomech,
endosomech a podobné, k cemuz docha21 napr:klad endocytézou nebo

jinym vhodnym pohlcovac,im,mechamsmem.

Vhodnymi "molekUl‘émi" pro' zax)‘eden‘i do bufiky mohou byt
jakékoliv molekuly které Ize spopt s virovymi nosici, virovymi vektory
nebo s virovymi castlceml a nékdy se oznacuji jako "pfenasene -

molekuly". Takovymi molekulam| jsou obeone molekuly nukleovych




kyselin a mohou zahriovat celou délku genu, jenz ma byt zaveden do

‘bunky, nebo delku jehb funkéniho fragmentu, nebo mohou byt napfiklad

sekvenci cDNA, obsahujici Uplnou kédujici sekvenci genu &i jeho

funkéniho fragmentu. Alternativné mohou uvedené molekuly nukleové

kyseliny kd&dovat nega'tivni (antisenée) molekuly RNA, ribozymy,

aptamery nebo triplek vytvarejici - oligonukleotidy, nebo mohou
obsahovat transkripéni faktor “lékéjici" klamné DNA (trarisdription factor
"decoy" DNA) a podobné. S vyhodou maJ: molekuly nukleové kyseliny
délku od 10 do 30 000 bazi , naprlklad 20 az 10 OOO

Vyraz "pfipojeny k" Ci "spojeny s se tak, jak je zde pouzivan, tyka
molekuly, ktera je néjakym zp‘&s_obefn zadlenéna do virového nosice,
virového vektoru nebo virove ééstic\ef"nebo je na né néjakym zplsobem
pripojena, napfiklad zaolenemm do genomu uvedené virové molekuly,
nebo je ‘od zminéného genomu oddelena ~ale je prenasena ve virové

éastici.

Obecné budou molek'u'iy, ktere maji byt zavadény do bunék,

: zabaleny nebo  zacdlenény do V|rovych castlc tj. zapouzdfeny nebo

zaélenény do virového obalu nebofkapSIdu. Molekulou, jez mé byt

pfenasena, je s vyhodo"u' polynukleotid. a je s vyhodou vloZzena do

virového konstruktu, ktery obsahuje, uréité, od viru odvozené prvky,

nezbytné k umoznéni toho, aby byl _konstrukt zabalen dovniti virového -

nosic¢e. Molekula; jez ma byt pfenasena, mGze byt napfikliad klonovana
do klonovaciho mista genomu'viro';vych nosicu. Alternativné lze pouzit
dvou nebo i vice samostatnychmolekvulv, pfispivajicich témito rysy, jak je
zde dale popsano. Takové virové ééistice mohou byt zvoleny tak,"' aby
mohly, pFipadné nemohly infikovat buriky samy o sobé a pokud mohou
samy o sobé infikovat bunky poté, co byly do bunék internalizovany,
mohou byt zvoleny tak, aby mohly, pfipadné pak nemohly zapojit
endogenni bunééné zafizeni k replikaci a seétavovém’ novych virovych

komplexU pro jejich sekreci z bunky.




Ovéem obecné se pii pouziti genové 1é¢by nebo jinych aplikaci in

vivo vektory z bezpecnostnich divodd obvykle-dezaktivuji' tak, aby

mohly infikovat hostitelské burky, ale nemohly se r’epli'kovat,

kompletovat nové viriony a infikovat nové bunky, to znamena, ¢ini se

nezpUsobilymi k replikaci. Takova dezaktivace mtze byt provadéna

jakymikoliv vhodnymi prostiedky, ale vhodn& se provadi deleci,

vynechanim nékterych virovych gend, nutnych pro virovou replikaci a

volitelnym viozenim léebnych genu, které maji byt prenaseny, né-jejich
misto. Ov§em technika, pops'ané v této bFi'hI.ééce, mfjié byt pouzita také
u vird schopnych replikace nebo u V|ru s omezenou replikaci, jako
napfiklad ONYX-15 (F. R. Khure se spoluautory, Nature Med. 6,
879-885, 2000) nebo u adenovird s }fomezenou replikact, K(')del'Ci‘Ch
thymidinkinézu viru Herpes' simplefx, ~ popsanych WildheremA a
spoluautory (O. Wildner se spoluautory; Gene Ther. 6, 57-62; 1999; O.
Wildner se spoluaufory, Cancer Res. 59, 410-413; 1999), nebo
naprikiad u repl|kuJ|C|ch se retrovird, Jak bylo popsano D. Klatzmanem
(Ustni sdéleni a abstrakt na 8th Meetlng of the European Society of
Gene Therapy, Stockholm, 7.-10. 10. 2000).

Cela molekularni entita, jez ma byt zavedena do bufky, tj. virovy
nosi¢, zadlenujici nebo opouzdfujici molekulu jez ma byt zavedena, je

zde nékdy oznadovéana jako "pFenasena Castice".

Obecné Je nukleova- kysellna ktera ma byt zavedena do bunky -

zpUsoby podie predkladaného vynalezu casti konstruktu na bazi viru,

napfiklad plasmidu na bazi V|ru ktery ‘'obsahuje uréité prvky odvozeneé

~ (ziskané) z viru, nezbytné K umoznéni: toho aby byl konstrukt zabalen

dovnitf virového nosice/viroveho kapsudu/wroveho vektoru. Alternativné
maze nukleova kyselina, jez ma b)?t'Zavedena, vytvaret ¢ast. jedneé
molekuly, napiiklad plasmidu a pfitomna mize byt i druha molekula,
obsahujici sekvence, nezbytné pro vyvoj virového nosi¢e -obsahujiciho

prvni molekulu. Nadto, pokud zavisi plsobeni nukleové kyseliny v bunce
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| na expresi ji kodovaneho protelnu nebo na vytvofeni -RNA z ni samé, je
nukleova kyselina ze stran lemovana vhodnyml regulacnimi sekvenceml
- (napfiklad promotory) pro zajisténi vysoke urovne exprese Vv konkrétni
cilové buhce. Takové regulacni prvky mohou byt ZISkany (odvozeny) z
- vird (napfiklad promotor CMV z cytomegaloviru) nebo z jakychkoliv
jinych vhodnych organismu a sestaveni (design) vhodnych vnrovych
konstruktt k umoznéni dobré exprese proteinu, kédovaného molekulou

nukleové kyseliny, je odbornikim v oboru dobfe zndme.

Naprlklad tkanové specifické nebo regulovatelné promotory mo‘hou
byt pouzity kK ziskani tkanové nebo vzhledem k onemocnéni specn‘lcke i

regulovatelné exprese. Pouzit maze byt naprlklad tkanove specmcky

promotor, jako promotor melanomove “specifické tyrosinazy. Dobre ,

znédmé jsou i regulovatelne promotory Jako tetracyklinem regulovane
promotory. Vice piikladu specifickych nebo regulovatelnych promotord,
které lze pouzit v pfedkladaném vynalezu je mozné najit v pracmh l. R.
_Harta v Semin. Oncol. 23, 154-138, 1996, Millera a Whelana Hum.
- Gene Ther., 1997; D. M. Nettelbeckan V. Mullera v Trends Genet. 16,
174-181, 2000; Speara Vv Anhcancer Res. 18, 3223- 3231 1998 a v

odkazech v nich uvedenych.

"Virovou nosi¢ovou’ molekulou', k niz je pienasena molekula.
pfipojena, muze byt jak;'/kdliv Virovy éystém za predpokiadu, ze virové
nosiée tohoto systému jsou schopne pfipojit, zaélenit nebo opouZd‘Fit
molekuly, které maji byt zavedeny do bunék. Obecné jsou tedy
pfenasene molekuly zabaleny do virové CaSthG nebo do virového
kapsidu a vyrazy “virova sastice”, V|rovy kapS|d" a "virovy vektor" jsou
zde rovnéz pouzwany Kk oznacem "virového nosme" Tyto vyrazy, jak
jsou zde pouzivany, nezahrnuji plasmldy na bazi viru nebo DNA, i kdyz k

vytvoreni virovénho nosice Ize takovy plasmld pou2|t
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P Piiklady vhodnych ,v'ir-ovych systéma pro ‘poui.iti podle
_predkladaneho vynalezu sou adenoviry a adénoéasociované viry,
retroviry, lentiviry, viry Herpes, bakteriofagy, chflipkovy '-viry,' \}irus
Sendai, virus neétovic 'a Baculovirus, s vyhodou pak adenoviry,
. adeno-asociované viry, retroviry, Ientwlry a .bakteriofagy.
- Upfednostiiovanym virovym systémem pro pouzm ve zplsobech podle
tohoto vynalezu je ‘adenovirus: Pro pouZiti podle predkladanehp
vynalezu virové nosice obecné vytvareji pozménéné, ‘modifikované formy
prirodné se vyskytujicich vird pro pl“'idéni pozadovanych vliastnosti a k
minimalizaci mozné patogenity nebo jinych nezadoucich vedlejsich
acinkt. Virové nosice tedy predstavup varlanty vird, rutinné pouzivanych
pro genovou lécbu a jsou v oboru dobfe znamé, ovsem uchovavaji si

podstatné a rozpoznateiné slozky z vychozmh virQ.

Tak, jak je zde pou2|t tyka se vyraz "fotosenzmzujlm ¢inidlo"
takového ¢inidla, které je fotosenzmvm a které Je pri aphkam
aktivaéniho‘svétla pfemeneno na cytotoxmkou formu, nebo umoziuje
vznik cytotoxickych latek. Fotosenzitizujicim Cinidlem, jez ma byt pouzito
podle pfedkléd_aného vynéiezu, (a které je charakteristické a s vyhodnou
odliujici se od pienasené molekuly) jé vyhodﬁé jakékoliv takové ¢inidlo,
“soustredujici se do intracelularnich oddili a ,vI4&té do endosoml nebo
vlysosomu V oboru je znama cela ¢kala takovych fotosenzitizujicich T
ginidel a jsou takeé popsana v literatufe, véetné WO 96/07 432. V tomto
ohiedu je tfeba zminit di- a tetrasulfonovany hlinity ftalocyanin '
(napfiklad AlPCcS,,), sulfonované tetraphenylporflny (TPPS,), nilskou
modf, derivaty chiorinu e,, uroporfyrin |, fyloerythrin, hematoporfyrin-a
methylenovou modf, U nichz bylo "prokézéno, 3¢ se soustreduji v
endosomech a lysosomech'bunék v kultufe. Ve vétsiné piipadd je to

zpusobeno endocytickou aktivitou.

Fotosenzitizujicim &inidlem je tedy s vyhodou takové éi_nidlo,wkt'e'ré

je pfijimano do vnitinich  oddilu (kompartmentd) lysosom{ nebo
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endosomd. Pouzita vSsak mohou byt i dali fbtoéenzitizujici ¢inidla, ktera
se soustfeduji do~jinych intracelularnich oddila, jako napfiklad do
endoplasmatického retikula nebo do “Golgiho aparatu. Je také mozné, Ze
se muze uplathovat takovy r'hechanismus, ' p}'ﬁ. ’néer ucinky
fotochemického ovlivnéni pﬁsbbi na dalgi slbik'y bunky. (ij. na slozky
odligné od membranou vymezenych oddill). Jednou z moznosti muze
tedy byt napfiklad destrukce molekul dﬁleiit)’)chvpro intracelularni.
transport .n'ebo fuzi meéchyrkd ’fotochemickym ovlivnénim. Takové
molekuly nemusi byt nezbytné soUstfedény v membranou vymezenych

oddilech

Tiidy vhodnych fotosenzitizujicich - ¢inidel, které Ize zminit, tedy

porfyriny, psoraleny, ft'alocy'aniny,\purp_uriny, chloriny,

'benzoporfyrihy, naftalocyani_hy", kati_thové ‘barviva, tetracykliny a

lysomotropni slabé baze nebo jejich ‘derivaty (Berg se spoluautory, J..

Photochemistry and Photobiology 65, .403-409, 1997). Dalsi vhodna
fotosenzitizujici iéivnidla, zahrnuji te;(afyriny, theoforbidy, ‘porfyceny,

bakteriochloriny, ,ketochlor‘iny, hematoporfyrin_ové derivaty " a derivaty

takovych latek,- endogenni fotosenzitizery indukované kyselinou

5-aminolevulinovou a jejich - derivaty, dimery nebo jiné konjugaty .

fotosyntetizera.

Fotosenzitizery jsou s vyhodou ve volné formé, ti. nejsou
konjugované s zadnou dalsi makrgmolekulouf Zvlasté vyhodné je
fotosenzitizujici ¢inidlo oddéleno od virového nosice, to"znamena, ze je
samostatnou-entitou. OvSem fotosenzitizer muze byt alternativné spojen

nebo konjugovan s nosi¢em &i pfipojen k nosiCi nebo j'iné molekule, jak

bude popsano dale, napfiklad mGze byt pfipojen na zacilenou protilatku

nebo byt spojen s nosi¢em jako je polylysin. Alternativne, za urcitych
okolnosti, muzZe byt fotosenzitizijici cCinidlo pFipojeno nebo byt
konjugovano na virovy nosi¢ nebo jeho &ast (napiiklad na okrajovou

lipidovou membranu, napfiklad retriviru) primo.
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L_Jpfednost'r'\ov'ané”fotosenzitizujl’ci éinidla'zéhrnujf TPPS,, TPPS,,,

 AIPCS,, a jiné amfifilni fotosenzitizery.

V upfednostho\/aném aspektu poskytuje pFedeédany .vynalez

zpusob, v némz ' jsou fotosenzitizujicimi ¢inidly  kyselina

~ 5-aminolevulinova, estery  5-aminolevulinove ~ kyseliny  nebo’

farmaceuticky pfijatelné sole takovych sloucenin.

U zminénych esterl muze byt 5-aminovéa skupina substituovana

nebo nesubstituové_né, ve druhém piipadé se pak jedna o estery ALA,

kyseliny 5-aminolevulinové.

ALA estery pro pouziti v predkladaneho vynalezu jsou konkretnejl

estery kyseliny 5- aminolevulinové s vohtelne subs'utuovanyml alkanoly '

tj. alkylové estery nebo substituované alkylove estery

Estery ALA, které mohou byt pouzity, jsou vyhodné sloudeniny o

vzorci |,

(RZ)ZN-CHZCOCH»Z-CHZCO-OR1 (N

(kde R' mdze predstavovat alkyl volitelné substit'uovan'y
hydroxylovymi, - alkoxylovymi, ' amIS:novymi arylovymi s_kupin'ami,

acyloxyskupinami alkoxykarbonyloxyskuplnaml oxoskupinami nebo
fluorovymi skupinami a voliteiné preruseny kyslikovymi, dusikovymi,
sirovymi nebo fosforovymi atomy; a skupina R? bud shodna nebo

odli§nd, predstavuje vodikovy atom nebo skupinu R_*),

nebo sole takovych sloucenin.

Substituované alkylové R’ skupiny mohou. byt monosubstltuovane'

nebo polysubstituované. Vhodne R1 skupmy tedy zahrnuji naprlklad-
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nesubstituovany @lky|,: alkoxyalkyl, hydroxyalkoxyalkyl, p"olyhydroxyalkyl’,

hydroxypolyalkylenoxyalky! a podobné. Vyraz "acyl", jak je zde pouzivan,
zahrnuje jak karboxylatové, tak karbonatové skupiny a tedy
acyloxyskupinou substituované alkylové skupihy zahrnuji napfiklad
alkylkarbonyloxyalkyl. V 't‘akovych ‘skupinach maji kterékoliv- alkylenové

castice s vyhodou takovy obsah uhlikovych atom(, jaky je definovan

nize pro alkylové skupiny. Upfednostiiované arylové skupiny zahrnuji

fenyl a monocyklické, 5 az 7 ¢lenné heteroaromaty, zvlasté pak fenyl a

takove skupiny mohou byt opet samy volitelné substituovany.

Reprezentativni substituo'vané- alkylové skupiny | R' zahrnuji

alkoxymethylové, alkoxyethylové a"_' alkoxypropylové skupiny - nebo

'a:-'cyloxymethylové, acyloxyethylové , a acyloxypropylové  skupiny,

napfiklad pivaloyloxymethyl.

Uprednostnovane estery ALA pro pouz:tl jako fotosenzitizujici

cmndla podle tohoto vynalezu zahrnuji takové estery ALA, kde R’

predstavuje nesubstituovanou alkylovo_u skupinu a/nebo kazda skupina-

R?predstavuje vodikovy atom.

Tak, jak je zde pouzivan, zahrnuje vyraz "alkyl" jakoukoliv

alifatickou nasycenou nebo nenésycenou uhlovodikovou skupinu s
kratkym nebo dlouhym fetézcem, rovnym nebo rozvétvenym.

Nenasycené alkylové skupiny mohou byt mono-nenasycené nebo

poly nenasycené a zahrnuji: jak alkenylové' tak alkynylove skupiny...

Takove skupiny mohou obsahovat az 40 uhlikovych atomd. Prednost se _

véak dava alkylovym. skupinam obsahu“mm neryse 10, napfiklad 8,

lépe nejvyse 6 a zvlasté pak nejvyse 4 uhlikové atomy.

Zejména je potieba zminit ALA-methylester, ALA-ethylester,
ALA-propylester, ALA-hexylester, ALA-heptylester a ALA-oktylester a

©
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_jejich sole, které. predstavuji upr"’ed'no.stﬁované fotosenzitizujici ¢inidla

pro pouziti podle piedkladaného vynalezu.

Zpusoby podle pfedkladaného vynalezu mohou byt pouzivany in
vitro nebo in vivo, bud pro systematickou nebo mistni Iébou in situ
(mistneé) nebo pri IéCbé ex vivo s naslednym podanim ovlivnénych bunék

do téla.

K provedeni zpusobu podle vynalezu mohou byt kroky "uvedeni do
styku" bunek s fotosenzitizujicim &inidlem a oddélené s virovym nosiéem
provadény jakymkoliv béznym nebo pozadovanym z'pC;sobem. Pokud ma
byt krok uvedeni do styku provadén in vitro, mohou byt bufky vyhodné
udrzovany ve vodném médiu, jako je napfiklad vhodné bunééné
kultivacni médium a fotosenzitizujici ¢inidlo nebo virovy nosi¢ mohou byt

ve vhodném casovém okamziku jednoduse pfridany do média za

vhodnych podminek, napfiklad ve v”hodnéb koncentraci a na vhodny

¢asovy usek.

Fotosenzitizujici ¢inidlo se uvadi do styku s bunfkami ve vhodné

koncentraci a po vhodny Casovy usek, coz mlze byt snadno stanoveno

odbornikem za pouziti rutinnich postupl a bude zaviset na konkrétnim

pouzitém fotosenzitizujicim Ccinidle a na typu bunék. Koncentrace
fotosenzitizujiciho &inidla musi byt takova, Ze jakmile je toto &inidlo
jednou pfijato do bunék (napfiklad do jednoho nebo vice =z
intracelularnich oddild téchto bunék nebo je s takovymi oddily spojeno)
a je aktivovano .ozéfem’rﬁ, jedna nebo vice z bunéénych struktur je
rozrusena, napriklad jeden nebo vice z intracelulérnvich oddild je lyzovan
nebo rozrusen. Napfiklad fotosenzitizujici Cinidla, pouzivana ve zde
uvadénych pfikladech, mohou byt pouzita v koncéhtraci 10 az 50 pg/ml.
Pro pouziti in vitro mize byt toto rozmezi jesté Sirsi, .naph’klad od 0,05

do 500 pg/mi. Pro humanni lécbu in vivo mlze byt fotosenzitizujici
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ginidlo pouzito v rozmezi od ‘0,05 do 20 mg/kg télesné hmbtnosti pfi
systematickém podavani, nebo v rozmezi od 0,1 do 20 % v rozpoustedie
pro mistni naneseni. U mensich zvifat mize byt koncentraéni rozmezi

odlisné a mGze byt odpovidajicim zplisobem upraveno.

Doba inkubace bunék s fotosenzitizujicim &inidlem (tj. doba
"styku") se mGze lisit, pficemz semuze pohybovat od nékolika minut do
nékolika hodin, napfiklad az do 48 hodin nebo déle. Doba inkubace by
mela byt takova, aby bylo fotosenzitizujici &inidlo pﬁjato do vhodnych

bunék.

Po inkubaci bunék s fotosenzitizujicim &inidlem muze volitelné

nasledovat obdobi inkubace s médiem bez pf'itomnos-ti fotosenzitizeru

jesté pred tim, nez jsou bunky vystaveny svetlu nebo nez je pfidana

prenasena molekula.

Pfenasenou molekulou m(ze byt jakakoliv molekula nukleové
kyseliny, jak byla diskutovédna vyse a takova molekula je uvadéna do
styku s bunkami ve spojeni s virovym nosi¢éem ve vhodné
koncentraci/davce a na vhodny cCasovy Usek. Vhodna koncentrace
virového nosi¢e mlze byt stanovena v zavislosti na Géinnosti pfijimani
pFisluéného nosi¢e do bunék a na koneéné koncentraci, jez ma byt v
techto bunkach dosazena. Jednou z pfekvapivych vyhod pouziti PCl ve
spojeni s virovym nosi¢em je to, Ze k ziskani stejné uéinnosti transfekce
mohou byt pouzity mens$i davky virovych &astic, napfiklad az do 20x
méné virovych castic. Vhodné davky }virovyghl nosi¢d, kterych ma byt
pouzito, budou samozfejmé zaviset na typu pouzitého viru, a u aplikaci
in vivo i na zpUsobu podani, typu Ié¢eného onemocnéni ha tom, zda jsou
pouzity zacilujici ligandy (viz nize) a podobn&. Typicky by pro
intratumorovou injikaci (do nadoru) nereplikativniho adenovirového

vektoru mélo byt injikovano 10° az 10" jednotek vytvarejicich kolonie
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(plaque forming units, pfu, tj. infekénich ¢astic) na jednu injikaci. To by
mélo obvykle odpovidat pfiblizné 10° az 10" fyzickych vifovych ¢astic,
nebot v "obvyklém" virovém pripravku pouze pfiblizné 1 % fyzickych
virovych castic vyvolava infekci. Pro replikace schopné viry mohou byt
ucinné i davky niz§i nez ty vy'ée uvedené, napfiklad az 10°® &astic,
napfiklad je tedy mozné pouzit 10° az 10° 10" nebo 10' ¢astic. Na
druhé stran'é, pokud se pouziva' systematické podavani, muaze byt

nezbytné davku zvysit.

Dal§i vyhodou, kterd byla pozorovana, je moznost dosazeni
velkého zlepSeni ucinnosti transfekce, aZ do transfekce 100 %
dosahnout takovych urovni transfekce, nebo vyZadovaly nepfipustné
vysoké davky virl. Zpusoby podie tohoto vynélezu tedy s vyhodou
poskytuji transfekci vyssi nez 50%, zvléété vyhodné vy$si nez 75, 85

nebo 95% vzhledem k celkovému poctu bunék.

"Doba trénsfekce” nebo__"doba celularniho pohlceni" pro virové
nosi¢e, tedy doba styku nosi¢d s molekulou, mdze proto byt nékolik
minut az nékolik hodin. PouzZita muze byt doba transfekce 10 minut az
10 nebo 24 hodin, napfiklad 15 minut az 10 hodin nebo napriklad 15 az
30 minut az 2, 3, 4 nebo 6 hodin. Vysledkem prodlouzeni doby

transfekce muze byt zvySeny pfijem prislusného nosice.

Virové nosiCe mohou byt aplikovany pied ozarenim, po ném nebo
soucCasné s nim. Pokud jsou aplikovany po ozéareni, mohou byt virové

nosice aplikovany napfiklad v ¢ase 0 az 4 nebo 0 az 24 hodin po

ozareni, napfiklad vice nez 1, 2, 4, 8, 10 nebo dokonce 12 hodin po

ozareni. Po styku s virovym nosi¢em mohou byt bufky volitelne
prevedeny do média bez obsahu nosi¢e, napfiklad pfed ozarenim, a to
napiiklad na vice nez 5 minut, jako na 15 minut az 2 hodiny, naptiklad

na 30 minut. Pokud se provadi aplikace pfed ozarenim, mlze to byt
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napfiklad 12 hodin pred ozarenim, napfiklad 15 minut az 2 hodiny pted
ozafenim, volitelné s mezibdobim v médiu bez pritomnosti virového
nosice. - o
Bude zfejmé, ze u aplikac:' in vivo bude ¢&as, povoleny pro
transfekci béhem styku virového nosiCe s bunkami, obtiéhné kontrolovat.
Ovéem u provadéni ex vivo, in vitro a u nékterych typd .mistniho
podavani maZe byt doba styku fizena pfislusnym Stykem a krokem

promyti.

Fotosenzitizacni Cinidlo a virovy nosi¢, spojeny s molekulou, jez

ma byt zavadéna, mohou byt k bufikam pfidany odd&lené nebo spoleéné

pfed svételnym ovlivnénim/ozafenim, jak je popsano ve WO 96/07432,

ve WO 00/54802 a v soubeézneé mezinarodni patentove pF‘thééce
(podané 29. 11. 2001 vyzkumndu_' nadaci norské nemocnice, The

Norwegian Radium Hospi'tal Research Foundation a tykajici se

zpusobu), nebo muzZe- byt"fbtosenzi‘ti.zaéni ¢inidio nejprve pfidéno~k

-bunkam, poté nasleduje krok ozareni a nasledné pﬁdavek virového -

‘nosice, jak je popsano v soubézné patentové pfihlaSce, ktera je..

pfipojena. Pfi posledné jmenovaném usporadani se ozafeni s vyhodou .

provadi. pfed ‘bunéénym pohicenim pfendSené molekuly (zde virového
nosic¢e) a zvlasté vyhodné se pienasSend molekula uvadi. do styku s

butkami po ozéafeni, napfiklad v ¢ase 0 aZ 4-hodiny - po ozafeni.

Alternativné se bufiky uvedou do styku .s pfenasenou molekulou v -

podstaté ve stejné dobé, v jake se prO\éédi ozareni.

Jinak feéeno, krok ozareni se mze provadét bud pr"'éd bunécnym
pohlcenim virovych nosi¢t do kteréhokoli intracelulérniho oqidflu, ‘nebo
po takovém bunééném pohlcem’; za ‘predpokladu, Ze fotosenzitizaéni
ginidlo bylo zavedeno do intracelularnich oddili pred ozéfenim. Pokud
byly jak fotosenzitizaém’,é_inidlo,} tak i virovy nosi¢ zavedeny do

intracelularnich oddilt buriky v dobé vystaveni svétlu, mohou byt virovy
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nosi¢ i fotosenzitizadni &inidlo v dobé vystaveni svétlu sous‘tfedény ve

- stejnych nebo v_rozdilnych intracelularnich oddilech. Dal$i podrobnosti,

tykajici -.se nacasovani - ph’dévku ruznych slozek k buikam, jsou -

diskutovany v dokumentech dosavadniho stavu techniky WO 96/07432
a WO 00/54802 uvedenych vyse, nebo v pfipojené soubézné patentové

pfihléSce, jejichz obsahy jsou zde zatlenény jako odkaz.

V kazdém piipadé ¢asové okno, v némz mohou byt virové nosice
uvedeny do styku s bufikami a stale byt do nich pruaty a mternallzovany,

mlze zaviset na mnozstw faktord, Jako naptiklad na bunecnem typu

konkrétnim nosici, na konkrétnim pouzntem fotosenz|t|zu11mm ginidle a

na délce trvani svételného ovlivnéni.- Pokud je to nezbytné, mize byt
toto ¢asoveé okno stanoveno pro- konkretm sadu podmmek ‘coz by mélo

byt v sHach odbornika v oboru

Doba, ¢as, kdy se virovy nosié¢ podava, se bude ménit v zavislosti
na tom, zda je postup provadén in vitro nebo in vivo. Pfi postupech in
‘vitro budou virové nosiCe obecné pfivedeny do styku se véemi cilovymi

“burikami soubézné, tj. doba podani se:shoduje s dobou styku. Napfiklad

- pokud jsou bunky péstovany v kultufe 'in vitro a je tedyvpomér;né snadné -

uvést nosiée do styku s bufkami v patfiény casovy okamzik. V

uspofadani in vivo je ovéem krok-uvedeni. cilovych bunék do styku s

virovymi nosi¢i jasné komplikovanéj§i a bude zaviset na ‘zpusobu

podavani, typu virového nosi¢e a na 'urhisté,ni cilovych bunék.

Pokud napfiklad mohou- byt virové nb_sic':e podavany. ph"mor do
cilovych bunék, napfiklad injikaci, potém b’udou virové nosic¢e do styku s
cilovymi bunkami (nebo alespon s jejICh cast[) uvedeny pomerne rychle,

napfiklad béhem minut nebo hodin po podam

Na druhou stranu, pokud jsou virové nosi¢e podavany intravendzni

injikaci pro dosazeni vzdaleného cile, pak mizZe trvat déle nez se
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dostanou do styku s cilovymi bunkami. Néph’klad mlze trvat 24 az 96
hodin, neZz se po podani dQs'tan‘ou d‘o cx’lovych} bunék. Tato "doba
~ vyjadfena ve dnech’ musi byt brana v Gvahu pfi planovani vhodné doby,
“b&hem niz maji byt virové nosige podavany vz"hledem k aplikaci

fotosenzitiza¢niho Cinidla a doby ozareni.

Stejné uvahy samoZFéjmé plati i pokud se jedné o Cas, v n.émilje
podavano fotosenzitiza¢ni .Cinidlo. Ov8em na rozdil od prenasené
molekuly je dulezité, Ze toto Cinidlo by meélo byt podavano dostatecne
pred ozarenim, tak, aby pfi’ ozareni jiz bylo zminéné &inidlo zavedeno do
intracelularniho oddilu. Vyhodné Je tedy takové cCinidlo apllkovano 1 az
72 hodin pfed ozarenim, naprlklad 4 az 72 hodm jako 4. az 48 hodin

nebo 4 az 24 hodin pred ozarenlm Opet Jak bylo diskutovéno vyse s

ohledem na krok uvedeni V|rovych nosncu (a tedy prenasenych molekul)
do styku s burikami, nacasovani podavam fotosenzmzu“cmo ¢inidla
vzhledem k &asovému okamziku ozafeni bude zaviset na dobé&, kterou

bude potrebovat fotosenzitizacni Cinidlo pro dosaéem’k cilovych bunék a

pro své zavedeni do téchto bunék. Tato doba se mdlze lisit v zavislosti

na tom, zda jsou zpUsoby provadény in vitro nebo in vivo a na tom, zda
se podavani provadi pfimo do cilové tkané, nebo na vzdalenéj$§im misté.
Ve véech pfipadech je pak dllezité, aby fotosenzitizaéni ¢inidlo bylo

zavedeno do cilovych bunék pred jejich-ozafenim. Zminéné &inidlo mGze

byt udrZovano ve styku s uvedenymi bunkami bezprostfedné az do

ozareni, napfiklad 1 nebo 4 az 72 hodin, s'vyhodou 4 az 24 hodin,

napriklad- 12 az 20 hodin, _nebﬂo~m02e byt ze styku uvolnéno

bezprostiedné pred ozafenim, napfiklad pro vice nez 5 minut, napfiklad
10 minut az 8 hodin, jako napfiklad 1 hodinu az 4 nebo 6 hodin v médiu
bez pfitomnosti ¢&inidla a/nebo v. médiu obsahujicim prenasenou

molekulu.

Tedy i kdyé‘je situace in vivo komplikovang;jsi nez in vitro, je

zakladni koncept pfedkladaného vynalezu stale stejny, tj. doby podavani
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museji byt takové, aby pfed ozafenim.bylo cilovymi bunkami pFija‘to
prlslusne mnozstvi fotosen2|t|qu|C|ho ginidla a bud: (i) pred ozafenim
nebo béhem ozareni byla prenasena molekula (a jeji V|rovy nosi¢) bud
pohlcena bunkami, nebo doslo k jejimu pohlceni po dostate¢ném styku s
cilovymi bunkami, a to do stejnych &i odlis$nych intracelularnich oddild

jako fotosenzitizujici ¢&inidlo, nebo (ii) po ozareni byla prenasena

molekula a jeji pfipojeny virovy nosi¢ ve styku s bunkaml po dostatecne‘

¢asové obdobi k umoznéni JejlhO pohlceni do bunék.

Volitelng muze byt fotosenzitizujici Cinidlo asociovano, spojeno Ci
konjugovano s jednou nebo vice molekulami nosice, cxlovyml molekulaml
nebo vektory, které mohou “usnadnit “nebo’ zvySIt pohlceni
fotosenzitizujiciho éinidla nebo pfenééené molekuly, ’nebp-mohou zacilit

¢i uvolnit tyto entity do zvlastmho bunééného typu, tkané nebo

‘ intracelularniho oddllu

Piiklady nosiéovych - 'systémt‘]:' zahrnuji  polylysin  (napfriklad
poly-L- Iysm nebo poly-D- Iysm) polyethylenimin &i dendrlmery (naprlklad'

kationtoveée dendrl,mery, jako ,SuperFect@)_,‘ nebo jiné polykatlonty,

dextransulfat, rizné  kationtové  lipidy . jako  DOTAP

(1,2- bis(oleoyloxy) 3-(trimethylamino)propan) (:i lipofectin,  nebo
kationtové lipidy formulované s pomocnyml" hpldy jako jsou DOPE
(dioleoylfosfatidylethanolamin), liposomy, rekonstituované LDL- castice,
stericky stabilizovane  liposomy nebo erné.éést‘ice, odvozené od
virovych systému jako naptiklad adenovir(, lentivirl a jinych retrovird,
adeno-asociovanych vir(, bakteriofagl a podobné. Tyto nosicové
systémy mohou obecné zlepSit fafmakokinetiky a zvySit bunéiné
pohlcovani fotosen2|t|zu1|0|ho Cinidla a mohou: take nasmerovat
fotosenzitizujici Cinidlo do intracelularnich oddxlu ktere jsou zvlaste
vyhodné pro dosazeni fotochemicke internalizace, ale obecné nejsou
schopné zacilit fotosenzitizujici Cinidlo do sp’e&:iﬁckych bunék (napfiklad

rakovinnych bunék) nebo tkani. : _ ;
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Virové nosi¢e mohou byt také spojeny nebo konjugovany s jednou
nebo vice z nosiCovych molekul, zacilujicich molekul nebo zacilujicich
vektorl, anebo na né& byt pfipojeny. Alternativnd mohou byt urgité
povrchové modifikace virové nositové ééstiée vyhodné pro pouziti v
predkladaném vynalezu. MoZné piinosy, vyplyvajici z pouziti takovych
nosiél a/nebo povrchovych modifikaci jsou: i) zlepSeni farmakokinetiky
a biologické distribuce virového vektoru, obvykle prodlouzenim doby
obéhu; i) zamaskovani schopnosti viru véazat se .na svlj normalni
receptor k umoznéni presmérovani viru na jiné receptory (a tedy tkané,
které normalné nejsou virem infikovany); iii) poskytnuti kladného
povrchového n‘éboje virovému vektoru, takze bude navazovat vétsi
rozsah bunék nez dokaze svym pfirozenym infekCnim mechanismem; iv)

"ukryti" viru pred imunitnim systémem.

Virovy nosi¢ je prednostné spojen nebo konjugovan s nosi¢ovou
molekulou, nebo je na ni pfipojen, s vyhodou pak s nosi¢em z'ahrnujvl'cim
polykationty (napfiklad s polylysinem nebo SuperFect®) &i kationtové

lipidy.

Prikladem takovych nosicl, které lze v tomto ohledu pouéu’f, jsou
polykationty (M.' Lanuti se spoluautory, Gene Ther.6, 1600-1610, 1999;
S. M. Arcésoy se spoluautory, Gene Thér. 4, 32-38, 1997; E. Dodds se
spoluautory, J. Neurochem. 72, 2105-2122, 1999;) a kationtové Iipidy (P.
R. Clark se spoluautory, Cancer Gene Ther. 6, 437-446, 1999).

Prikladempovrchovych modifikaci, které lzev tomto ohledu pouzit, jsou:

polyethylenglykol (M. A. Croyle se spoluautory, Hum. Gene Ther. 11,

1713-1722, 2000) a ©polymery na bazi poly-[N-(2-hydroxy-
propyl)-methakrylamidu] (L. Seymour se sppIUautory, J. Gene Med.
Suppl. 2(5), 52, 2000). '

K dosazeni specifi’ckého nebo selektivniho zacileni virovych

nosi¢ovych molekul ( a tedy prenasené molekuly) a/nebo fotosenzitizeru
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viéi konkrétnimu typu bunék nebo tkani mohou byt tyto entity spojeny
nebo asociovany se specificky zacilujicimi molekulami, které
napomohou specifickému bunénému pohlceni prenasené molekuly do

pozadovanych bunék nebo tkani. Takové zacilujici-molekuly mohou také

nasmérovat  pfenasenou  molekulu a/nebo  fotosenzitizer do

intraceluldrnich oddild, které jsou zvlasté prinosné k dosazeni

fotochemické internalizace.

Pouiito muze byt mnoho rOznyCh smérovacich molekul, napFikiad‘
jak popisuji D. T. Curiel v Ann. New York Acad. Sci. 886, 158-171, 1999,
G. Bilbao se spoluautory v Gene Therapy of Cancer (vydavatelé Walden
a spol., Plenum Press, New York, 1998); K. W. Peng a S. J. Russell v
Curr. Opin. Biotechnol. m 454-457, 1999; a T. J. Wickham v Gene
Ther. 7, 110-114, 2000.

Kromé toho je dalezité pripomenout, Ze spise nez to, Zze museji byt

navazana na specifické nosiCe, je v oboru zndmo, Ze néktera

fotosenzitizujici &inidla, vhodna pro pouziti ve zplUsobech podle

predklddaného vynélezu, vykazuji pfednostni vnitini soustiedovani.do
urcitych tkanovych mist. Napfiklad urcité fdtosenzitizujn’ci slouceniny,
jako jsou hematoporfyrinové derivaty, jsou znamé schopnosti
koncentrovat se prednostné nebo vybérové (selektivné) v nadorovych
tkénibh nebo v jinych lezich. Nékolik dal$ich pfikladu je popsano Boylem
a D'olphinem (Photocherh‘ ‘Photobiol. 64, 469-485, 1996). Takové
pirednostni souStfed’ovém’ muze byt ve zplUsobech podle pfedklédaného

vynalezu $kodlive.

Zacilujici molekula muze byt asociovana, navazana nebo
konjugovana s virovym nosiem, s fotosenzitizujicim Cinidlem nebo s
obéma latkami a pouzit lze stejny nebo odlisny nosi¢, nebo stejné Ci

odlisné zacilujici molekuly.
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Takové zacilujici molekuly nebo nosice, jak byly popsany vyse,
mohou byt také pouzity k nas_m_érové'm’., virového nosi¢e nebo
fotosenzitizujiciho ¢inidla do konkrétnich intracelularnich oddild, zvlasté

vyhodnych pro pouziti PCl, napfiklad do lysosom( nebo endosomu.

Pfedpoklada se, ze prfenasena molekula v cytosolu bunky poté, co’
nastal krok ozareni, uvolnujici pfenééené castice z ‘in'tra_bunéénych
oddila, zustava nejprve spojena s virovym nosicem. Jakmile byly
pfenasené castice internalizovany do cytosolu bunék, budou mozné déje
zaviset na zvoleném virovém nosidovém systému. Napfiiklad pfi pouZiti
adenoviru obvykle adenovirové Castice (spojené s pfenasenou
molekulou) putuji do jadra, nades virovd DNA (a tedy i pl"'enéé'e'né.
molekula nukleové kyseliny) vstupuje do jadra bunky. V kazdém piipadé, -
pokud je pfenasena molekula nukleové kyseliny zaélenéna do virové ‘
¢astice nebo nosice, po fotochemické internalizaci a'po_ pfipadnych
naslednych déjich, zavislych na virovém nosiéi, by molekula nukleové
kyseliny méla byt pﬁtdmna.na sprévnlém intracelularnim misté tak, aby
rhohlo nastat jeji pfisludné. intracelularni zpracovani, -umoznujici
zavedené pfenasené molekule'vykonéi/at jeji poéadovano'u funkci.

Napftikiad pokud pfenasena molekula koduje pozadovany protein,

jsou vyzadovany kroky zpracovani, vedouci k expresi tohoto proteinu.

Pokud je prenasSenou molekulou m"blekula’ DNA, kodujici negativni

(antisense) DNA molekulu, jsou vyzadovany kroky zpracovani, vedouci

ke transkripci RNA z DNA a podobné. -

Krok ozafeni svétlem k aktivaci fotosenzitizujiciho Cinidla mulze
byt provadén postupy, dobfe znamymi:v oboru. Napfiklad vinové délka a
intenzita svétla mohou byt zvoleny pbdle poﬁéitého fotosenzitizujiciho
ginidla, s vyhodou v davkové urovni 40 az 200 J/cmz,, napriklad 100
Jicm? a pfi vinové délce 300 az 800 nm, napriklad 500 32700 nm.

Vhodné svételné zdroje jsou v oboru dobfe znamé. Doba, po kterou}jsou
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bufiky vystaveny svétlu a pouzité svételné davky se v metodach podle
predkladaneho vynalezu mohou liSit. Obecné mohou byt vhodné davky a
doby ozafovéani zvoleny odbornikem v oboru k umoznéni protrzeni
intracelularnich oddild, vobvsahujicfch fotosenzitizer a naslednému prijmu
a/nebo uvolnéni pfenasenych ¢astic do cytosolu. U&innost internalizace
prenasené molekuly do cytosolu se zda nardstat s rostoucim_vystavenim
svétlu. Uprednostiiovana doba v kroku ozareni zavisi na fotosenzitizeru,
na mnozstvi fotosenzitizeru shromazdéném v cilovych burikach nebo v
tkani a na prekryvu mezi absorpénim spektrem fotosenzitizeru a emisnim

spektrem svételného zdroje.

Obecné bude trvani kroku ozareni v rfadu od minut do nékolika
hodin, napfiklad s vyhodou do 60 minut, napfiklad od 0,5 nebo 1 minuty
do 30 minut, napfiklad do 10 ne-bo 15 minut, naptiklad od 0,5 minuty do
3 minut nebo od 3 do 10 minut a s vyhodou priblizné 7 minut, napriklad

6 az 8 minut.

Vhodné davky svétla mohou byt zvoleny odbornikem v oboru a
opét budou zaviset na typu fotosenzitizeru a na mnozstvi
fotosenzitizeru, nashromazdéného v cilovych buhkéch nebo tkanich.
Napriklad davky svétla, typicky pouzivané k fotodynamické 1écbé
rakoviny za pritomnosti fotosenzitizeru Photofrinu a protoporfyrinového
prekursoru kyseliny 5-aminolevulinové, jsou. v rozmezi od 50 do 150 |
Jicm? a v rozmezi svételného toku mensim nez 200 mW/cm? k zabranéni
hypertermie. Davky svétla jsou obvykle nizsi, po'kud‘ jsou pouzity
fotosenzitizery s vyS8Simi extinkénimi koeficienty v <&ervené oblasti
viditeIného spektra. Ovéem k 1é¢b& nerakovinnych tkani, v nichZ se
shromazduje mensi mnozstvi fotosenzitizeru, musi byt celkové mnozstvi

svétla podstatné vyssi nez u I1éCby rakoviny.
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Zpusoby podle tohoto vynalezu budou nevyhnutelné& vyvolavat
uréitou Umrtnost bunék vzhledem k fotochemické |éEbé, tj. plsobeni
fotosenzitizujiciho Cinidla. Tato smrt. bunék nebude na zavadu a
dokonce muze byt \/yhodﬁé u mnoha aplikaci, napfiklad u |éCby rakoviny
a mlze v nékterych piipadech zvySovat |é¢ebny G¢inek stimulaci mistni
imunitni odpovedi. OvSsem zpUsoby podle tohoto vynalezu mohou byt
upraveny tak, Ze . podil pfezivajicich bunék je Fizen volbou svételné
davky vzhledem ke koncentraci fotosenzitizadniho g&inidla. Tak'ové
techniky jsou v oboru 'znémé. Bez ohledu na mnozstvi bunék,
usmrcenych Cistym fotochemickym pUsobenim, je dﬂleéité aby svételna
davka byla fizena tak, ze nékteré z jednotlivych bunék, u nichz se
projevi PCI Uginek, nejsou usmrceny pouhym fotochemickym ovlivnénim .

(ackoliv mohou byt nasledné usmrceny pusobenim PC! uginku).

» U nékterych aplikaci maze byt vy,hodné zachovat po pusobeni PCI
vetSi mnozstvi Zivych bunék. Napfiklad u nékterych zplsobl genové
léCby je dulezité zachovat sive bunky, vkteré umozni expresi proteinu
kédovaného prenaSenou molekulou nukleové kyseliny. U takovych
aplikaci je vyhodné, aby u celé populace nebo proété vétéiny bunék, v
podstaté u veskerych bunék nebo u jéjich vyznamné veétsiny (napriklad
alespon u 50 %, lépe alespon u 60, 70, 80 nebo 90 % bunék) nedosio k
usmrceni. To ov8em neni vidycky zadouci zvI&sté pokud se PClI
pouziva k zavedeni cytotoxickych prenasenych molekul a nasledné
bunééné ~usmrceni pak neni nevyhodné. Cytotoxické uginky mohou
ovSem byt dosaZeny také za pouziti hapfiklad genové |écby, pfi niz je
léCebny gen internalizovan do nadorovych bunék zpUsobem podle
tohoto vynalezu, napriklad tak, ze tyto bunky . budou produkovat
imunologicky aktivni sloueniny, které budou indukovat mistni
imunologické zahubeni zbyvajicich rakovinnych bunék, nebo budou
indukovat systémovou imunitni odpovéd vaéi nadorovym bufkam. V
takovych piipadech je po PCl 16&bé vyéadovéh pouze podil Zivoucich

bunék.



4

D

- 27 - L4 e X ] LY ) (X} (X )

Vyhodami postupld PC| k internalizaci pfenaSenych molekul ve
spojeni s virovymi nosiéi je to, ze

1) neexistuje zadné omezeni velikosti pfenasené molekuly, ktera ma
byt zavedena do buriky, pokud mdze byt tato molekula za&lenéna
do virového nosic¢e a jeji virovy nosi¢ mlze byt pohlcen cilovou
bunkou; ' '

2) uvéadéné zplsoby jsou mistné specifické v tom, ze ovlivnény
budou pouze plochy vystavené svétlu; | '

3) internalizace virovych nosiéu je uéinnéj$i nez standardni virova
infekce, pokud se tyka podilu bunék, do nichz je zavedena
prenasena molekula a/nebo Urovzné exprese prenasené molekuly;

4) vzhledem ke zvysené ucinnosti internalizace jsou vyzadovany
mensi davky a titry virQ; o

5) metoda neni onkogenni. ,

Ztélesnéni, u nichz se pfenééehé maolekula (a jeji virovy nosic)

pridava k bunnkam po kroku ozareni méa dal$j-vyhody v tom, Ze:

a) se snizi fotochemicke poékozeniz'pfenééené molekuly a jejiho
virového nosice; ‘

b) se zjednodusi PCI pusobeni na vnitini leze v kombinaci s
chirurgickym zakrokem, nebot po takovém zékroku mtze byt
uplatnéno fotochemické pldsobeni a nasledné napriklad
nitronadorova injikace nebo jiné mistni podani virového nosice (a
jeho pfipojené prenasené molekuly; .

c) zpUsoby jsou vice nezavislé na pfesném nacasovani lécby, tj. na
nacasovani pfidavku molekuly, ktera ma byt pohlcena bunkami,
vzhledem k okamziku ozareni. To znamena@, Ze zde existuje vétsi
"¢asové okno" pro |é¢bu. Je to dllezité z toho davodu, ze
pohiceni |é€ebné molekuly se za raznych klinickych situaci muze

Siroce lisit a nadto je odhad pohlceni u jednotlivych lezi v
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klinické situaci obtizny; z toho divodu je vétsi dGasové okno

extrémné vyhodné;

| 'd) dochazi k rychlému pfemisténi pfenasené molekuly do cytosolu,
Cimz se podstatné sniZuje moznost lysosomalni degradace

pienasené molekuly.

Zpusoby podle predkladaného vynalezu mohou byt pouzity k
zavedeni molekul do bunék alternativné k postupim podle dosavadniho
stavu techniky, jako jsou fuze liposomd, fosforeénanem vapenatym

zprostfedkovana transfekce a podobné, jak byly diskutovany vyse.

V upfednostinovaném ztélesnéni tohoto vynalezu jsou molekuly

‘zavadény do bunék pro Gdely genové 1&¢by.

Genova |écba se mlzZe provadét za pouziti mnoha pfistupl, z
nichz nejvyhodnéj$i maze byt zvolen odbornikem v oboru v zavislosti na

konkrétni patogenezi onemocnéni.

Jeden pfistup zahrnuje cilené usmrceni specifickych bunék. Tento
pristup je oblibeny pfi léébéch'rakovi'ny a zahrnuje geny zaméfené vuci
cilovym bunkam a nasledné exprimované k vyvolani bunécného
usmrceni. Takové _bunééné usmrceni se mulze provadét primym
mechanismem, napfiklad pokud zav‘édéné geny koduji letalni toxin nebo
pomocné [écivo. (prodrug), udélujici buAkam citlivost va& usmrceni
nasledné podavanym lékem. Alternativné muaze byt bunééné usmrceni
nepfimé, napriklad za pouziti imunostimulaénich genu, jako zavadénych
genu k provokaci nebo zvy$eni imunitni odpovédi vuci cilovym bufikam,
nebo za pouziti genu, kédujicich protein, ktery vyvolava bunéénou smrt
interakci  (vzajemnou reakci) s exogenné pfidavanou molekulou
(napfiklad genu, kdédujiciho enzym, ktery aktivuje pomocné |éCivo jako
HSV-tk, ktery aktivuje GCV). Vhodné sebevrazedné geny, prekursory
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kodujici geny a imunostimulaéni geny jsou v oboru dobfe znamé a

dolozené.

Dal§i pristup ~zahrnuje: cilovou inhibici genové exprese.
Odbornikovi v oboru je zndmé mnozstvi raznych postupu pro specifické
blokovani exprese genu‘ na urovni DNA, RNA nebo proteihu a kterykoli z
téchto postupt rhﬁie‘ byt pouzit ve spojeni se szSoby podle tohoto
vynalezu, které lze pouzit k zav'edéh'i pﬁislu‘énych molekularnich nastroju |
k zablokovani genové exprese v bufikach. Tedy v upfednostiovanych
aspektech tohoto vynalezu je molekuldu, jez ma byt zavedena, sekvence -
DNA, obsahujici nebo schopna transkribovat & ‘exprimo‘vat fuhkéni
produkt, ktery bude na urcité urO\Zni inhibovat genovou expresi v
cilovych bunkach, napfiklad tedy obsé‘h»ujl’ci nebo schopna transkribovat
¢i exprimovat negativni (antisense) molekuly, ribozymy nebo

intracelularni protilatky.

Jiny pfistup zahrnuje l6&bu zmnozenim Qenu, kdy'je chorobny stav
vyvolan ztrétou;funkce genu a chorobu Ize 1&git zavedenim dalsich kopii

normélniho genu' do pfislusnych. bunék pacienta. Tedy . v daldim

- upfednostfiovaném. rysu- tohoto vynalezu je molekulou, jez ma byt
‘zavedena, gen nebo jeho G&ast, se schopnosti exprimovat funkéni

produkt k vyrovnani, kompenzaci jeho nedostatku u pacienta.

Jesté daldim pfistupem je cilend oprava mutace, kdy zavedeni
nukleové kyseliny do. pfislusnych bunék pacienta vede k pfimé opraveé
mutace, jez vyvolava onemocnéni, v pacientové DNA. Tyto zplsoby jsou

v oboru dobfe znamé a popsané.

Néasledné po pfenosu nukleové ‘kyseliny/genu do bunék zpUsoby
podle pfedkladaného vynalezu se mohou vloZzené geny/nukieové
kyseliny zapojit do chromosomu- hostitelské buriky, nebo zUstat jako

extrachromosomalni genetické slozky (tj. zUstat epizomélhi).



K indukovani nékteré z popisovanych moznosti mohou byt zvoleny

a upraveny vhodné vektory.

Vyhodou zavedeného genu, zapojeného do chromosomu je to, ze
gen mlze byt chromosomalni replikaci zachovavan i po bun.ééném
déleni. Vzhledem k tomu, ze dcefiné bunky rovnéz obsahuji zavedeny
gen, je mozné dosahnout dlouhodobé, stalé exprese zavedeného genu.
V dasledku toho mulze genova l.ééba, vyuzivajici tento pfistup,
poskytnout moznost [éCby nékterych poruch. Naptiklad v tkanich
slozenych z aktivné se délicich bunek miZe byt cilem zaméfit se na
kmenové bunky (mensinovou populaci‘n’erozliéenych‘prekursorovych
bunék, ze kterych se vyvijeji zralé, diferencované, tj. rozliené tkanove
bufiky). Zapojeni do chromosomu ma také své nevyhody, které jsou
dobfe popsany a zahrnuji napfiklad nebezpeéi vyvoje rakoviny,
vyvolaného napfiklad nahodnym zapojenim, vvedoucim k -aktivaci

onkogenu.

Genova lédba ex vivo, pfi niz jsou cilové bunky ziskény od
pacienta, ovlivhovany in vitro a opét vraceny pacientovi, nabizi
piilezitost zvolit bunky, u n_ichi bylo zapojeni Uspé&sné. Napfiklad
smnozeni bunék in vitro a ovéfeni fenotypl pro ziejmé prokéazani
neoplastické transformace pfed pfevedenim bunék nazpét pacientovi.
Pokud je zadouci ‘chromosomalni zapojem’, méla by tedy byt

upfednostrovéna lécna ex:vivo.

Alternativné mGze byt konstruovan vektorovy systém, zaélenujici
gen/nukieovou kyselinu pro zavedeni gend do bunék, v nichz zustavaji
jako extrachromosomélni»s'I’oi»ky a mohou byt exprimovany ve velkém
mnozstvi. Pokud se takové bunky aktivng déli, nemuéfi se zavedeny gen
oddélit do dcefinych bunék stejnomérne a dlouhodoba exprese tak mize
byt problematicka. V dusledku toho maze byt k 168bé&- genetické poruchy

nezbytné opakované ovliviiovani, zahrnujici pfenos genu. Moznost



provadéni opakované lécby se v tomto ‘ohledu ovéem velmi zvy$uje s

piredkladanymi zpusoby prenosu na bazi PClI, umoziujicimi vy8$S§i
adinnost cileného prenosu genu (viz nize). Krome toho v nekterych
piipadech nemusi byt stéla a dlouhodoba exprese potfebna. Napriklad
genové léCby rakoviny dasto zahrnuji prenos a ié)kpr_'esi genu do
rakovinnych bunék s umysiem je usmrtit. PFi takovych metodach, jakmile
byla eliminovéana malignita, zhoubnost, neni pravdépodobné lécebny

gen déle potfebny.

Jak bylo uvedeno dfive, vhodnymi virovymi systémy pro pouZziti v
piedkiadaném vynélezu jsou adenoviry, aadeno-asociované - viry,
retroviry, lentiviry, viry Herpes, vir Sendai, bakteriofagy, virus .nestovic a

Baculovirus.

Retriviry maji tu vyhodnou vlastipost, 7e jsou schopné zapojeni do-
chromosomalni DNA, ale infikuji ;Souze aktivné se délici bunky.
~Sjednocena DNA muze byt trvale propagovéna, coz nabizi moinds't Stélé
Iecby onemocnéni. Jejich vlastnost, jiz Je infikovani pouze aktlvne se:
délicich bunék, ktera je nevyhodna pro lé&bu mnoha onemocnéni, je
naopak pfinosna pro genovou [é&bu rakoviny tkani, které hormainé tVOFl
nedélici se bunky a aktlvne se dalici bunky tedy mohou byt selektivné
infikovany a usmrceny bez vétsiho rizika pro nedélici se bunky normalni

tkané.

Adeno-asociované viry vyzaduji k vyvolani produktivni infekce, tj.
infekce, jejimz vysledkem je vytvafeni potomstva viriond, soucasnou
infikaci pomocnym virem (helper virus), jako je adenovirus nebo HSV
(virus Herpes simplex). Ovéem chromosomalni zapojeni, sjednoceni
DNA muze nastatv i v nepfitomnosti pomocného viru. Vhodny typ
adeno-asociovaného virového vektoru muze tedy byt zvolen v zavislosti

na potfebném vyuziti.




Na druhé strané adenoviry infikuji i nedélici se buhky 'Vstup do

bunék nastava receptorove zprostredkovanou endocytozou ale i kdyz
vliozena nukleova kyselina putuje, do jadra, nezda se, ze se v ném
zapojuje a tak exprese viozenych gend muize byt trvala jen po kratké
gasové obdobi. Adenovirové vektory mohou byt vyrabény ve velmi
vysokych titrech a typicky pfijimaji viozené velikosti az do 7-8 kb, ale
nedavny vyvoj v technice adenovirovych vektorti umoznuje ve specialné
konstruovanych vektorech pouziti vlozenych velikosti az do pfiblizné 30
kb (Kochanek, Hum. Gene Ther. 10, 2451-2459, 1999).

Vzhledem k jejich schopnosti infikace mnoha rozdilnych typﬁ
pouzm v in v1vo strategnch genove Iecby Adenovnry jsou skutecne
uprednostnovanyml virovymi .nosm pro ‘pouziti ve zpusobech podle

' pl‘edklédaného vynalezu.

Ackoliv adenoviry patfi-mezi me:zi_nejuc':vinnéjé—i Vek-tbry pro dodani
~genu in vivo, jejich pouziti je ovéerﬁ komplikovano nékolika vaznymi
problémy, napfiklad imunologickymi : teakcemi vac&i viru, pfechodnou
genovou expresi a Spatnou tkanovou dIStFIDUCI vedouci k nizke
Géinnosti transdukce v cnlovych tkanich. Take schopnost ome2|t expresi
adenovirem dodanych lecebnych genu na cilové bunky je obtizna,
ovéem muze byt velmi ddlezita k zabranem zapornych vedlejsich aginkd,

vyvolanych naptiklad expresi toxmkeho genového produktu (napr

uréeného k usmrceni rakovinnych bunék) v normalnich téinich bunkach,

napfiklad ve vitalnich organech, jako jsou jatra. Jiné virové nosice pro

pouziti v genové lécbeé maji podobné nevyhody.

Pouziti fotochemické internalizace ve spojeni se zpUsoby podle
predkladaneého vynalezu mtze zlep$§it nékteré z téchto spornych otazek.
Jednak muaze pouziti PClI podstatné zvyS|t Urover a rozsah transgenm

exprese Vv cilovych tkanich (tj. muze vest k vét§imu poctu bunék,
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exprimujicich vy8si hladiny transgenu): Kromé toho bylo prokazano, ze
PCI zvyduje ucinnost virové infikace, takze k vytvofeni stejného
mnozstvi genové transdukce je yyiadovéna' vyznamné ‘niiéivdévka viru, |
nez je tomu v nepfitomnosti PCl. Tato Géinnost pomoci PCI Zvyéené
virové infikace a nizéi nasobnost virovych hodno}t‘ (MOI) by mély umoznit
virovou transdukci v “tkanovych oblastech, vykazujicich nizkou
prostupnost viru, ¢imz by byla umoznéna transdukce v oblastech,
pfijimajicich pfilis§ malo virovych ¢astic pro ucmnosu transdukci béznou
infekci. Vzhledem k tomu, Ze pfi mistni aplikaci se predpok|ada rychly
pokles koncentrace viru.v tkanich v zavislosti na rostouci vzdalenosti od
mista aplikace,' jedné sé» o velmi dulezité zlep$eni -techniky infikace

virem.

Daléi vyhodou pomoci PCI indukovaného zvygeni uginnosti virové
infikace je to, ze za udrzeni acinnosti transdukce, mohou byt pouzity
niz§i davky viru, coz snizuje |munolog|cke problemy, spOJene s genovou '
lécbou, zprostredkovanou adenoviry a:jinymi viry. Konecne fotochemlcke
ovlivnéni muze byt pouZito ke zvysem specmcnosn mfekce vzhledem K
cilovym bunkam. To je dano zaprveé tim, Ze. PCI jsou podrobeny pouze
ozarené oblasti a za druhé tim, ze nékteré fotosen2|t|zery se _prlrozene
hromadi predevsim v oblastech onemocnéni. Schopnost zaméfit aktivitu
lé&ebného genu do mista onembcnéni jednodus$e osvétlenim oblasti
onemocnéni je velmi pfiznivym aspektem pfedkladaného vynalezu, ktery
by mél do vysoké miry: umoznit vyvarovam se nezadoucich VedlejSICh

Gginkl, zptsobenych expresi léCebného genu na "$patnych" mistech

téla. .

Schopnost PCI umoznit pouziti nizsich davek genového lé¢ebného
Sinidla bude také prispivat ke sn‘iéeﬁi vedlejéich uéinkl. Predpoklada
se, ze specifiénost, jiz lze dosé&hnout, ucini provedltelnym systémoveé
podavani adenoviru a dal$ich virovych nosicu. Nadto,: jak bylo

diskutovano vyse, ovlivnéni pomoci PCI by bylo mozné také kombinovat |



s cilenymi vektory, které pfipadné dale }zlepéibspecifiénost dodani genu
do bunék. ' - | |

Jak bylo diskutovano pfi predchozim pouzivani PCI, predpoklada
se, e udinek PCl na komplexy plasmid/polylysin, ktery zvyduje
transfekci a ucinek, ktery zvySuje dodani daldich molekul, jako napf.
proteinl, je vyvolan svételné indukovanym protrzenim endocytickych
méchyikd. Aniz by bylo zadouci vazat se teorii, zda se pravdépodobhé,
se by stejny mechanismus mohl byt zapojen ve stimulaci adenovirem
zprostifedkovane transdukce genu. Ovéem na rozdil od kompl-exf]
plasmid/polylysin a ‘dalsich molekul, jako napf. proteinu, je unikani
adenovird z endosomd povaéovén'd za ﬁéinny zplsob, pfi némz bylo
popsano, ze vice nez 40 % bunééné vazanych virovych &astic dosahne
bunééného jadra (U. F. Greber se spoluautory, Cell 75, 477 486, 1993;
P.L. Leopold se spoluautory, Hum. Gene Ther. 9, 367-378, 1998)

Z udaju, které byly popsény'v literatufe, by -bylo moZneé
- pfedpokladat, Zze pokud by PCI byla schopné indukovat jaderny prenos
v8ech bunécne vazanych v1rovych gastic, mohla by PCI zvySIt ucinnost
adenovirové transdukce genu nanejvys 2,5 nasobne Bylo proto zcela
prekvaplve, ze lze po_zoroyat vice ne,z dvacetlna}sobne zvys$eni
transdukce genu, indukované p'rosifednictvim PCl a autofi tohoto
vynalezu dosud nemajl zadné dobre vysvetlem tohoto neodekavané
sirokého uginku. Jednou z moznosti je, ze v1rove tastice podrobene PCl
mohou mit vy$8i "vnitini transdukéni Ucinnost” (mherent transduction
efficiency) nez viry normalni infekce, napiiklad diky odlisnému
mechanismu uvolfovani z endosomil. Je také mozné, ze endosomalni
uvolnéni adenovird pii normalni infekci je méne uéinné pfi niz'ké.
nasobnosti infekce (MOI, multiplicity of in’fe’ction), kde PCI| vykazuje
nejlepsi Gcinek. Je také mozné, ze fotochemické pUsobeni muze ovlivnit
dasi procesy, jako pohiceni viry, jaderny pifenos nebo transkripci

transgenu.
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V dal8im aspektu pfedkiadany vynalez poskytuje' farmaceutické

prostredky, zahrnujici pfenasenou mo|eku|u spojenou s vnrovym nosicem
a fotosenzitizujicim &inidlem, s vyhodou pro pouziti k- [éCbé.
Fotosenzitizujici ¢inidlo muaze byt v pros'tfedcich volitelné spojeno s
molekulami virového nosiée nebo s jinymi nevirovymi - nosicovymi.
molekulami, jako jsou ta, popéanév vy$e. Virovy nosic je 's vyhodou sam
spojen & konjugovan s jednou nebo s vice z nbsiéovychmolekul (s
vyhodou jsou to polyka'tio'ntyy nebo kationtové lipidy), ze zacilujicich
molekul nebo ze zacilujicich vektorl, anebo je k nim pfipojen. Volitelné
mohou byt virovy nosi¢ €i fotoserizitizujici &inidlo, nebo obé tyto slozky,
spojeny se stejnymi nebo s odhsnyml zacilujicimi molekulaml jak bylo
popsano vyse. Prostiedky jsou s vyhodou urceny pro pouziti v genove

|écbé.

Pro genovou |éCbu je upFedhosthovanou molekulou virového
nosice adenowrus nebo  od neho odvozeny virovy nosi¢. Stavy,
onemocnéni a infekce, které JSOU zvlaste vhodné pro genovou 1é&bu,
zahrnuji ~ rakovinné nadory, ; naprlklad karcmomy bazalinich bunék,
dysplazie a jiné narusty, revmat0|dm arthrltldu atherosklerdzu, virové a
jiné infekce, Tlupénku, sluneéni keratozu Ié€bu  poranéni, lécbu

zlomenin, bradavice a vrozené geneticke poruchy jako cystickou fibrozu,

~ Gorlindv syndrom, ataxii teiangiect'asig a metabolické plofuchy.

Upfednostiiovanymi geny pro pouziti jako pFenééené‘molekuly pfi '
genové |é&bé jsou geny, kodujici enzymy, které aktivuji pomocna c";inid]a,
lé¢iva (prodrug), jako jsou 'thymidink‘inézé nebo cytosindeaminaza viru
Herpes simplex; | proteinové toxiny jako jvsou zaskrtovy toxin nebo
gelonin, apoptozu IﬂdUkUleI protelny jako jsou p53 nebo apopoptin;
imunitni stimulaéni faktory jako jsou mterleukmy (s vyhodou iL-2, 1L-12;
IL-18), faktor nekrézy tumonu a, chemokiny; tumorove . specificke

antigeny jako jsou mutované proteihy'raé nebo Mart-1; imunitni/zanétoveé

t



inhibitory jako jsou interleukin-10, IL-1 receptorovy antagonista nebo
rozpustny TNF-receptor (receptor pro faktor neknzézy tumorQ); inhibitory
angiogenese jako je endostatin; proteiny indukujici tvorbu cév jako je
vaskularni endotelialni - ristovy faktor; proteiny zahajujici koagulaci
(srazlivost) je jako tkanovy faktor] intracelularni . protilatky;
rekombinantni imunotoxiny; ribdzymy nebo negativni (antisense)

molekuly RNA a podobné.

V dal$im aspektu tedy pfedkladany vynalez poskytuje pouéiti
pfenasené molekuly spojené s virovym nosi¢em a fotosenzitizujicim
ginidlem, jak zde byly popséany, k pfipravé [éCiva pro pouziti k 1é¢beé a s
vyhodovu ke genové léCbe. Pro dvedené pouziti se fotosenzitizujici
ginidlo a s virem spojena pfehééerjé molekula uvedou do styku s
burikami nebo s tkdnémi pacienta a to bud spole¢né, nebo oddélené, za
zvoleni vhodnych &asl (dob) podévani a zminéne bufiky jsou ozafeny
tak, jak bylo popsano vySe, svétlem.o vinové délce udéinné k aktivaci

fotosenzitizujiciho ¢inidla.

ZpGisoby ovlivnéni a zvlasté zpusoby genové lécby, zahrnujici
zplsoby podle tohoto vynalezu, vytvéfeji alternativni aspekty vynalezu.
Vynélez tedy poskytuje zpUsob lécby nebo prevence onemocném’,
poruchy nebo infekce pacienta genovou |écbou, zahrnujici zavedehi
pfenasené molekuly do jedné nebo viée z bunék zpUsoby in vitro, in vivo
nebo ex vivo podle zpUsobu, ktery zde byl dfive popsan a pokud je to.
potfebné (tj. pokud-se transfekce provéadi in vitro nebo ex vivo), podani

uvedenych bunék zminénému pacientovi.

Tak, jak je zde definovan, tyka se vyraz "lécba" Ci "ovlivnéni" tyka
snizeni, zmirnéni nebo odstranéni jednoho nebo vice z pfiznakl
onemocnéni, poruchy nebo infekce, které maji byt 1é&eny a to vzhiedem

k pfiznakum, pozorovanym pred lé¢bou. "Prevence” se tyka opozdeni




nebo zabranéni nastupu pfiznakd takového onemocnéni, poruchy nebo -

infekce. o

Prostfedky podle predkladaného vynalezu mohou také zahrnovat
bunku nebo populace bunék, obsahujlcn pfenasenou molekulu, kterd
byla do uvedené bunky ¢ bunék zavedena zpUsoby podle tohoto

vynalezu, s vyhodou pro pouziti v lecbe a zvlasté pak genové lecbe.

V jesté dal$im aspektu tedy tento vynalez poskytuje bunku nebo
populaci bunék, obsahujici prenasenou molekulu, ktera byla do uvedené
bunky ¢i bunék zavedena, prlcemz tato bufika &i bunky jsou ziskatelné

zpltisobem podle predkladaného vynalezu.

Jesté daldi aspekt predkladaného vynélezu poskytuje pouziti -
takové bunky nebo bunééné populace k pfipravée prostfedku nebo lé€iva

pro pouziti v 1é€bé a s vyhodou genoveé lécbé.

Tento vynalez dale poskytuje zpusob lécby pamenta zahrnujlm
podavani bunék nebo ‘prostiedkd - podle pfedkladaného vynalezu
zminénému pacnentovn Uvedené zpusoby jsou. s vyhodou pouZ|ty ke
genové |é¢hbé, to znamena: zp_usob, zahrnujici kroky zavedeni molekuly.
do bunky, jak zde byly popséany vyéé a podavani takto pfipravenych

bunék zminénému pacientovi.

In vivo miize byt.-pouzit jakykoli\:/: zplUsob podavani vifovych nosicu,
fotosenzitizujicich- Cinidel, bunek obsahujicich prenasene molekuly,
prostiedkl: a podobné,  ktery Je v. oboru bézny nebo standardm
naptiklad intramuskularni, subkutam, mtrapentonealm intratumoraini -
nebo intravenodzni injikaCe, infuze, iqhalace nebo mistni naneseni a to
jak na vnitfni, tak.i na vnéjéi t&lni povrchy a'podob'né PFi pouziti in vivo
muze byt vynélez pouzut ve vztahu Kk Jakekohv tkani obsahupcn bunky, do
nichz se mohou soustredit fotosenzmzu“cn ¢inidlo a virovy nosié¢, coz

zahrnuje soustredem do t&lnich tekutin i do pevnych tkani. Veskeré



tkané mohou byt Ieceny ¢ ovliviiovény tak dlouho, . dokud je
fotosenzitizer vychytavan cilovymi bufikami a svétlo muze byt radné
dodavano. Pokud se tyka dodavani svétia, zjevné nejsou zadné
problémy, pokud se tyka vnéjsich povrchi |idského»nebo zvireciho téla.
Pro vnitfni povrchy je k uginnému ozareni mnoha 'v'hitfnibh povrchu
mozné pouzit takové techniky, jakymi jsou napriklad vyuziti zafizeni s
optickymi vlédkny. Kromé ioho se muze lé¢ba provadét v kombinaci s

chirurgickym zakrokem zpfistuprfiujicim povrchy, které maji byt 1éceny.

Prostfedky podie tohoto vynalezu tedy mohou byt formulovany
jakymkoliv vhodnym szlsobenj,"‘;'technikami'a‘postupy zn.émymi ve
farmaceutickém oboru, napﬁklad. »z‘a pouéiti jednoho nebo vice z
farmaceutlcky pruatelnych nosid nebo pomocnych latek (tj. takdech
které jsou slucitelné s dalsimi prlsadam| v prostfedku a fyzmloglcky
pruatelne pro prljemce) Povaha prostredku a nosmovych nebo
pomocnych materiald, davkovani a podobne mohou byt zvoleny rutinnim
zpusobem podle pfani a pozadovaneho zpusobu podavani, ucelu léCby a
‘podobne. Prostredky podle tohoto vynalezu mohou také obsahovat jina
vhodna ¢&inidla. Napfiklad pfi nékterych I’ééebnych aplikacich a pfi
nékterych zpUsobech podavam mlze byt vyhodne ‘pouzit naprlklad
&inidla, kterd jsou schopna zvysnt promkam vuroveho nosuce do tkani,
napfiikiad proteaz (N. Kurlyama se spoluautory, Hum. Gene Ther. 11
2219-2230, 2000).

Prostfedky mohou byt podavany mistné (napfiklad intestinalnim,
bukalnim,  sublingvalnim, gihgiv"’élnim, palatainim, . nasalnim,
pulmonarnim, vaginalnim, rektalnim nebq‘ ‘okularnim podanim), oralné
nebo parenteralné. Pfednost se dava mistné nanasenym prostfedkim a.
ty zahrnuji gely, krémy, masté, Spréjé, pletové vody, balzamy, tyéinky,'
mydla, prasky, tablety, filmy, pesary, aerosoly, kapky, roztoky. a

kterékoliv z daléich farmaceutickych forem, béznych v tomto oboru.
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Masté, gely a krémy mohou byt napfiklad formulovény s vodnym
nebo olejovym zékladem za pfidavku zahuétovacich a/nebo’ Zelirujicich
ginidel. Lotiony, neboli pletové vody mohou byt formulovany s vodnym
nebo olejovym zakladem a budou obecné rovnéz obs'ah"o'vat»jedno nebo
vice z emulgaénich, dispergujicich, suspendujicich, zahus$tovacich nebo
zabarvujicich  ¢inidel. - Préasky mohou byt formovany za pomoci
jakéhokoliv vhodného praskového zékladu. Kapky a roztoky mohou byt
formovany s vodnym nebo nevodnym zakladem a rovnéz mohou
obsahovat jedno nebo vice z dispergujicich, solubilizaénich nebo
suspenznich c¢inidel. Aerosolové spreje jsou vy_h'odrié uvolhovany z

tlakovych nadob, za pouziti vhodné hnaci latky.

Alternativné mohou byt pros:tl‘edky,poskytovény ve forme,

upravené pro oralni nebo pare‘ntérélni podavéani. Alternativni

_ farmaceutlcke formy tedy zahrnuju jednoduché nebo potahovane tablety,

tobolky, suspenze a roztoky, obsahujlcn aktlvm slozku volitelné spolu s
jednim nebo vice z inertnich béznych “nosmu a/nebo fedidel, napfiklad s
kukufiénym gkrobem, laktozou, sacharozou, 'mikrokrystlaIicko‘u celulézou, |
stearatem horecnatym, polyvinylpyrrdlidonem kyselinou  citronovou,
kyselinou vinnou,  vodou, vodou/ethanolem vodou/glycerolem,
vodou/sorbitolem, . vodou/polyethylenglykolem propylenglykoiem,
stearylalkoholem, karboxymethylcelulqzou nebo s tukovymi llétkami, jako

s tvrdym tukem nebo s»jéh-o vhodnymi émésmi.

Prostfedky mohou nédavkem zahrnovat Iu‘brikaéni (kluznd) Cinidia,
zvihéujici ¢&inidla, emulgacni- cmldla suspenzm ginidla, konzervadni
ginidla, sladidla, pfichuté, ginidla zvysujici adsorpm napriklad ginidla
zvy$ujici pronikani povrchem jak bylo popsano - v;yse a podobne.
Prostfedky podle tohoto vynalezu ‘mohou byt formulovany tak, aby

poskytovaly rychle, prodlouzené nebo opozdéné uvolhovani aktivni
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piisady po podani pacientovi za pouziti postupl, vkterév-js.o’u v oboru

dobre znamé.

Pouzita mohou. byt také solibilizacni a/nebo stabiliza&ni ginidla,

napfiklad cyklodextriny (CD) o, B,'y @ HP-p cyklodextrin.

Davkovani mize byt obdobné stanoveno rutinnim zpUusobem a
mlze zaviset na povaze molékul, cili 1é8by, véku pacienta, zpusobu
podavani a podobné. Ve spojeni s fotosenzitizujicim cinidiem by meéla
byt rovnéz uvazovana moznost/schopnost rozrusit .'rner'hbrény pFi
ozaieni. Obecné ovsem je pro pouiiti in vitro vhodné kgﬁnce'ntrééni "

rozmezi fotosenzitizeru napnklad od O 05 do 500 pg/ml. F’ro humanni .

1é8bu in vivo muze byt fotosen2|t|zuj|01 ginidlo pouzito v rozmezi od 0,05 |

do 20 mg/kg télesné hmotnos’u prl systematlckem podavani, nebo v
rozmezi od 0,1 do 20 % v rozpoustedle pro mistni nanasem U mensich
zvirat muze byt koncentraéni rozmezL} odli$né a mize byt odpovidajicim

zplsobem upraveno.

Molekula, kterd ma byt‘ zavedena ve spojeni s virovym nosicem,
mlze byt pfitomna v koncentraci 1 x 10 a2 50 %, jako 3 x 10 a2.50 %,
napfiklad 0,003 a2 30 %, napfiklad 0,2 az 10 % (hmotndst/hmotnost)
virovych castic v koneéném proétfedk‘u pro pouzitl’ in vivo, priéemz udaj
hmotnost/hmotnost se tyka hmotnostl virového noside pridavaneho K
molekule, Jez ma byt zavadéna, vzhlédem k hmotnost| celkoveho}
prostredku. Pokud se pouzwa injekce o objemu 1 ml, bude odpovidat
davce pfiblizné 10° az 10" fyzickych VIrovych gastic. Pro aplikace in
vitro méze byt pouzito 1 az 1 x 10° fyzickych virovych castic, napfiklad

1% 10% a2 1 x 10° &astic na bufiku.

Vynélez bude nyni popsan podrobnejl v nasledujumch Prikladech

na néz se neomezuje a ve vztahu k doprovazepmm obrazkum
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Pfehled obrazku na vykresech:

Obr. 1 znazoriiuje X-gal barveni bunék WiDr po ’fc;tochemické
transdukci. Buriky byly ovlivnény prostiednictvim AIPCSZa (S)& infikovany
AdHCMV-lacZ (Ad) pfi MOl 5 a podrobeny svéteinému ovliv;'né’ni', jak je
uvedeno na obrazku. Po 2 dnech inkubace k umoznéni ‘expreSe

transdukovaného B»—gglaktosidézového genu byly buiiky barveny

prostfednictvim X-gal a analyzovany mikroskopicky tak, jak bylo
popsano. Bufky byly’ ovliviovany nasledovné: A: bez ovlivnéni; B:,

pouze adenovirus; C: AIPcS,, + 8 minut osvit; D: AIPcS,, + adenovirus +

8 minut osyit.

Obr. 2 znazorhuje analyzu fotochemmky zvysene transdukce u
bunék HCT 116 (Cast A) a W|Dr (cast B) prétokovou cytometrn Bunky
byly ovlivnény AIPcS,, (S), _mf:kovany, AdHCMV-lacZ (Ad) pFi 'MOI 5 a

podrobeny svételnému ovlivnéni, jak je uvedeno na obrézku. Po 2 dnech

byI’y bunky dopinény di-p-D-galaktopyranosidem fluoresceinu a
analyzovany pritokovou Cytomefrii. Obr.: 2A znézorhUj'e bodovy diagram
analyzy prutokovou cytométril’ bunék HCT 116. ‘Buﬁky na pravé strané
svislé linie byly povaZovany za polsi'tivm' ve vztahu k édendvirové
transdukei, nebot v tét oblasti nebyly prakticky zadné Buhky ani v
piipadé neovlivihovanych bunék (horrﬁ poliéko), ‘ani v pfipadé bunék
ovlivnénych pouze AlIPcS,, a svétlem (spodni policko). V'kaédém z
poli¢ek na Obr."2A je uvedeno. odhsne ovlivnéni bunék. Obr: 2B ukazuje
uginnost transdukce jako funkei svetelne davky u bunék WiDr. Na obr.
2B je procento bunék, positivnich vzhledem k B- galaktOSIdaze
definovano tak, jak je popsano u‘obr'AZA prazdné &tvereCky = S-, Ad+;
plné trojuhelniéky = S+, Ad-; plna kole¢ka = S+, Ad+; a hodnocena byla
také primérna intenzita fluorescence (prazdna koleCka = S+ Ad+).
Svislé Usedky predstavuji standardni ,chytgu‘ praméru (SEM)2 az 5

raznych pokusu.

0



Obr. 3 znazorhuje transdukci  bunék WiDr,'  zvy$enou

prostfednictvim PCl pfi rdznych ’dévkéch viru. Bunky byly infikovany
AdHCMV-lacZ pr“'i‘ rizné MOl a byly podrobeny fotochemlckemu
ovlivnéni, jak je uvedeno na 6brazku. Obr. 3A znazornuje pramérnou
fluorescenci celkové bunééné populace. Ovlivnéni bylo nasledovné:
prazdné sloupce = pouze AIPcS,,; Uhlopfi¢né Srafované sldupce = MOl
1; §edé sloupce = MOI 5; vodorovné &rafované sloupce = MOl 20; pIné
sloupce = MOI 50. Usecky udavajici chybu jsou SEM ze tii pokusl. Obr.
3B znazornuje nasobnost zvyseni aktivity B-galaktosidazy u celkove
bun&&né populace. Pouzité symbply jéou»stejné jéko u Obr. 3A. Usecky

udavajici chybu jsou SEM ze tfi nebo &ty pokusd.

Obr. 4 znazorhuje Udinek . fotochemického ovlivnéni na

adenovirovou transdukci bunék THX (bunécna linie lidského melanomu).

Obr. 5 znazorfuje ucinek fotdphemického ovlivné'm; na expresi
B-galaktosidazy v bufkach THX; infikovanych.. prostfednictvim
- AdHCMV-lacZ. Pfi strategii "osvit pFedem" byly bur“\ky' predem ovlivnéne
AI'F’CSZa inkubovany po dalsi 4 hodiny v medlu bez prltomnostl AIPc:SZEI
poté vystaveny svétiu na dobu 3 minut. Po ozafeni byly bunky béhem 30
minut pfi 37 °C mflkovany AdHCMV lacZ (pfi MOl 1). Nasledné byly
pfidany 2 ml média a bunky byly dva dny inkubovany pred analyzovamm
exprese f3- -galaktosidazy. Pfi strategii "osvit nasledn&" byly bunky
pfedem ovlivnéné AIPcS,, mkubov_any po dal$i 3 hodiny v médiu bez
pfitomnosti AIPcS,, a b_éhem 30 m'inut'byly, infikovény AdHCMV-lac.-
Nasledné byly pfidany 2 ml média a bunky byly inkubovany dalsich 30
minut a nasledné ozéFoVény po dobu 3 minut. O dva dny pozdéji byla

analyzovéana exprese B-galaktosidazy.

Obr. 6 znazornuje zvySeni produkce B-galaktosidazy v dusledku

pomoci PCl zprostiedkované transdukce: adenovirem, kédujn’lcim



B-galaktosidazu, p'f'i rostoucich dobach ozareni. Ovlivnéni (+, - oznacuje

"s" nebo "bez") a svételné davky (délky ozareni) jsou uvedeny v obrazku.
Adv = adenovirus AdHCMV-LacZ; S = fotosenzitizer AIPcS,,.

Obr. 7 znazoriuje Uginek PCI na transdukci bunék WiDr pfi rizné
nasobnosti infekce. Prazdné &tverecky = bez ozareni; piné &tverecky =

80 sekund ozéareni.

Obr. 8 znazoriuje Uéinek PCI na adenovirovou transdukci bunék
A549. Ovlivnéni (+, - oznaéuje "s" nebo "bez") a svételné davky (v
minutach) pro rdzné vzorky jsou uye.d_ené,v obréazku. Adv = adenovirus
AdHCMV-LacZ; S = fotosenzitizer A’IPCS'ZaJ | ‘

Obr. 9 znazornuje Géinek PCl na transdukci bunéényéh linii Hela

a Fmexlll. Prazdné sloupce = bez ozéafeni; pIné sloupce = 90 sekund

ozafeni.

Obr. 10 znazorhuje udinek PCl na t.r'an‘s__dukci' -buné.k WiDr
adenovirem, spojenym s po!y—L-Iysinovym' nosi¢em. Adv = adenovirus
AdHCMV-LacZ; PLL = pol_y-L-lysin;_f 5,P‘LL/Ad'= komp’le>j<, prameérné
obsahujici 5 PLL molekul na virovou &astici. Prazdné kole¢ka = Ad, MOl -
5. plné G&tvereCky = 5 PLL/A_d; p'lnéi kolecka . 500 PLL/Ad; prazdné
gtverecky = 250 PLL/AD; plné trojuhelnicky = 50 PLL/AD. ‘

Obr. 11 znazoriuje ucinek PCl na adenovirovod‘ transdukci
bunééné linie lidskych koznich fibroblastt za pouZiti poly-L-lysinu jako
virového nosic¢e pfi riznych qobéch ozafeni. Prazdné &tveredky = MOI 5
nekomplexovany adenovirus AdHCMV-LacZ. PIné ¢&tverecky % MOI
5/PLL: AdHCMV-LacZ komblexovany 250 molekulami PLL na virovou

éastici.



Obr. 12 znazornuje ucinek PCI na adenowrovou transdukcn za

 pouziti kationtového dendrimeru SuperFect® jako wroveho nosice

pfirlznych koncentracich. Prazdné sloupce = bez ozareni; plne sloupce

" = 90 sekund ozareni.

i
Obr. 13 znazorfiuje udinek rdznych &asovych uspofadani ozareni
a podani adenoviru. Casové body na levé strané osy Y pvfedistavuji virus
pfidavany pred ozafenim, ¢asové body na pravé strane osy Y
predstavuji virus pfidéva}ny\ po ozarem Plne ctverecky - 1 mlnutove

ozéafeni; prazdné &tverecky - bez ozéfeni. _. {

Obr. 14 znazorfiuje zvydenhi genového Iédebného Gginku

radenovirového vektoru, kédujidiho thymidinkinazu viru Herbes "simplex

prostiednictvim PCI, pfi ruznych dobach ozafeni. Usmrc:em1 bunék. bylo\v
provedeno ganciclovirem po genové transdukcu adenowrovym vektorem
kodujicim HSV-tk, pficemz tato transdukce byla mdukovana pomOC| PC,.

Al = AIPcS,.: AdV-TK = adenovirus, kOdUJICI HSV-tk; . GCV —1ganC|cIOV|r

Za'

 plné kosoctverecky = pouze Al prazdne ctverecky = Alf + AdV-TK;

prazdné trojuhelni¢ky = Al + GCV pri davce 10 pug/ml (A), 2‘% png/ml (B)
nebo 100 png/ml (C); plné &tverecky = Al + AdV-TK + GCV pl’l davce 10

ug/ml (A), 25 ug/ml (B) nebo 100 ug/ml (C) ) ‘ '

P¥iklady provedeni vynalezu

1
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_Pl“‘_iklad.,1' |

V podateénich pokusech byly ||dske bunky adenokarcmomu WiDr
ovlivnény fotosenzitizerem AIPcS,,. (hlinity ftalocyanin se dvéma
sulfonatovymi skupinami nwa*pvfilehlyc‘h kruzich), mf:kovany adenovirem
AdHCMV-LacZ, obsahujicim reporf'érOVy~ gen - B-galaktosidazy a

podrobeny ozarem tak, Jak Je popsano v protokolu pokusu Bunky bny -

i
.
i
|
!
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barveny vzhledem k aktivité Bgalakt03|dazy a m:kroskopu bylo
prokazano, ze podstatny podil svétilem ovlivnénych bunek exprlmoval
transgen (Obr 1D), zatimco mezi neozafenymi, adenovirem mﬂkovanyml
burikami bylo nalezeno pouze nékolik positivnich bunék (obr 1B). Z&dné
positivni (kladne reagujici) bunky nebyly nalezeny v neovhvnovanych
vzorcich (Obr. 1A) nebo ve vzorcich, ovlivnénych pouze AlPcS,, a

svétlem, ne vsak adenovirem (Obr. 1C). Pozorované svetlemimdukovane
zvydeni exprese B-galaktdsidézy tedy pochazelo od ?adenovirem
dodaného transgenu a ne od endogenniho, “vnitfniho  genu

B-galaktosidazy.

Pf‘ikléd 2

Pro kvantitativni analyzu byla pouzita pratokova cytometrie za
pouziti di-B-D-g}alaktosidu fluoresceinu, ktery cini buhky‘_ exprimujici
B-galaktosidazu fluorescentnimi. Jak je zFe}jmé‘ z Obr. 2A, fotochemickeé
ovlivnéni podstatné zvysuje B-galai&tosi’dézovou aktivitu . adenovirem
infikovanych bunék HCT 116. Procentni mnoZstvi bunek positivnich vGéi
B-galaktosidaze se tedy zvys$ilo z 6,3+0,1 % (smérodatna od?’ch‘ylka, n=3)
u normalné infikovanych bunék (Ad+, S-, 0 minut osvitu) ha 88+17 %
(n=3) u bunék, které byly po‘drobe'n.y optimalnimu oinvném’“ (Ad+, S+, 8

{

minut osvitu). , ?

Podobné vzrostla u vzork( primérna  intenzita fluorescence z

52411 % (n=3) na 632+163 % (n=3) pomérnych fluorescenénich jednotek

(RFU, relative fluorescence units). Fotochemické ovlivnéni rovnéz sliabé
zvy$uje pramérnou fluorescenci neinfikovanych bunék (Obr. 2A, horni a
dolni &tverecek) ze 6 na 12 RFU. Ovéem vzhledem K velmi nizkym
urovnim fluorescence u posut_lvmch bunék (0,4 % u vzorku Ad-, S+, 8
minut osvitu) to nevyvolavé obtize v interpretaci vysledku . u virem

1

infikovanych bunék. o |
|
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U buné&k WiDr karcinomu tlustého stieva byla‘pozerovéi‘na dokonce

jesté siln&j$i na svétle zavislé zvySeni genove transdukce (Obr 2B). Pri

srovnanl ozarenych, virem infikovanych .bunék a neozarenych bunek
bylo zji§téno maximalné 22- nasobne zvyseni procentmho mnozstw
bunék positivnich vzhledem k B-galaktosidaze a 44—nasvobne zvyseni
primérné intenzity fluorescence. Samotné fotochemické o_injVnéni (Obr.
2B, Ad-, S+, plné trojuhelni¢ky) procentni mnozstvi positivjm’ch bunék
vyznamné nezménilo, stejné jako samotné ozareni (Obr. 2B, Ad+, S-,

prazdné &tverecky).
Vysledky prutokové cytometrie byly potvrzeny za pouziti sady pro
stanoveni chemiluminiscentniho B-Gal reportérového gehu (Roche,

katalogové &islo 1 758 241) v extraktech z bunék WiDr, ktere prokézalo

30-nasobné zvyseni B-galakt05|dazove aktivity v, dasledku
fotochemického ovlivnéni (neni zobrazeno). !

Piiklad 3

Autofi vyna!ezu dale studovali Uéinek davky viru na fotochemlcky :

zvysenou ucmnost transdukce. Z Obr. 3 Je zrejmé, ze fotochemlcke

ovlivnéni zvysilo transdukci v- pfipadé vsech testovanychldavek viru.
Uginek véak byl zietelngjsi pfi niz$ich'davkach viru (MOlI't a §), u nichz
byl pozorovan 15-nasobny az | 35-nasobny nér&st3 primérné
fluorescence, zatimco pfi MO! 20 a,50 byI pozorovan 10 nasobny a
5-nasobny narast (Obr. 3B). Rovnéz je zfejmé (Obr 3A), ze prumerna
ﬂuorescence ziskana pfi optlmalm svételné davce (7 mmut osvitu) pfi -
MOl 5 pfedstavuje pfiblizné dvojnasobnou uroven, pozorovanou bez

svételného ovlivnéni u MOl 50. Podobne je uroven dosazena se

'svetelnym ovlivnénim pii MOI 1 prlbllzne stejna jako pro MOI 20 bez

svételného ovlivnéni. F’r| optlmalmm fotochemickém ovlivnéni je tedy k




dosazeni stejné hladiny genove transdukce ve srovnani shnf:kaCI bez

fotochemického ovllvnenl dostacujlu 20- nasobne nizsi davka viru.

Procentni mnozstvi bunék positivvnich vzhledem k B-galaktosidaze,
ziskané v tomto pokusu pfi MOl 50, bylo 90+3 % (n=3)'ve srovnani s
13+4 % (n=3) pro neozafené bufky. Spolu s vysledky, ziskanymi u

|

bunék HCT 116, které byly uvedeny vy$e, to prokazuje, ze za pouziti

adenovirové PCI mGze dojit k transdukci celé buné&éné populace
Protokoly pokusu - ' :

Bunky a adenovirus

i
|

Bunky HCT 116 a WlDr lidského karcinomu tlusteho stfeva byly
Z|skany z americké sbirky kultur (American Type Culture Collection,
ATCC . CCL-247 a CCL- 218). Bunky byly - pestovany v kultivadnim.
med|u RPMI 1640, doplnéném 10% fetainim telecim sérem, pemcmnem v
koncentraci 100 U/ml, streptomycmem v koncentraci 100 U/ml a 2
mmol.I"" glutaminem (vSechny reagencie Gibco-BRL, Pagsley, Velka
Britanie) pfi 37 °C a v atmosféfe 5% CO,. 1
|

' 1

Rekomblnantm adenovirus. AdHCMV iacZ kOdUJICI ‘gen E. coli.
lacZ, tizeny promotorem lidského cytomegalowru byl ziskan homologm»
rekombmam za pouziti systemu pJM17 v 293 bunkach (Addlson se
spoluautory, J. Gen. Virol. 78, 1653-1661, 1997). Rekomblnantm vektory |
byly plakové Giétény, péstovany do vysokého titru v 293 burikach a
gistény rozvrstvenim prostfednibtvn’m ésCl (Hitt se spoluautory, Metheds
Mol. Genet. 7, 13-30, “1995). Roztok viru b'yl nafedén v PBS (fosfatem
pufrovaném fysiologickém foztoku), ebsahujicim 0,68 mmpl.l'1 CaCl, a
0,5 mmol.I"" MgCl, na MOI, pouzitou v'"ruznych.pokusech.,

|
}
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Fotochemické ovlivnéni

50 000 bunék na jamku bylo zaoCkovano na $estijamkové desticky

(Costar) a inkubovano pres noc pfi 37 °C. Pridan byl 1. ml média,

obsahujiciho 20 mg/ml AIF’c:Sz,a1 (Phorphyrin Products, Logan, ] UT), buriky
byly inkubovany 18 hodm pr| 37 °C, promyty tromasobne médiem a
inkubovany dalsi 3 hodlny pii 37 °C. Médium pak bylo odstraneno a.
pfidano bylo 200 ul AdHCMV-lacZ. Po 30 minutach mkubace pfi 37 °C “
byly pfidany 2 ml média a bunky byly inkubovany 30 mmut pred
vystavenim cervenému svétlu (Phillips TL 20 W/Q9, fxltrovanemu pies
filtr Cinemoid 35, 0 svetelne mtenZIte dopadajlm na bunky |13 5 W/m?).
Pred analyzou Bgalakt05|dazove akt|v1ty byly bunky. mkubovany dva'

1
dny pfi 37 °C. : o ‘\
|

X-gal barveni bunék -

Pro X-gal (5-brom-4-chlor-3- 'ihldoIyI-B-D-galaktopyranosidové)

" barveni bylo medlum odstranéno, prldan byl 1 ml flxacmho roztoku.

(0,05% glutaraldehyd v PBS) a bunky byly mkubovany 15 minut pfi
teploté mistnosti. Fixacni roztok byl odstranen a bunky byly!tromasobne
promyty PBS pfi teploté mistnosti (prvm a treti promytl bylo provadéno
rychle, druhé promyti trvalo 10 minut). Pfidén byl 1 ml roztoku X-gal (5
mmol.I"" K,Fe(CN),, 5 mmol.I:" K,FE(CN),, 1 mmol.I” MgCI 1 mg/ml
X-gal) a bunky byly inkubovany 4 hodiny- az pfes noc pr| 37 °C a .
sledovany mikroskopicky (pfi- 100- nasobném zvetsem)\ za pouziti
rhikroskopu Axiovert S100 (Zeiss) s kamerou MC100 Spot (Z}elss)

i
|
|

Analyza pratokovou cytometrii .
Bunky byly trypsmlzovany, odstredeny, resuspendovany v 25 mi
média a inkubovany 5 minut ‘pfi 37 °C. Ptidano bylo 25 ml.

!
|
|
|
\
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di-B-D-galaktopyranosidu fluoresceinu (Molecular probes, Ejugen’e, OR)

a bunky byly inkubovany 1 minutu pfi 37 °C pfed naﬁedénirrj\ pifidavkem
450 ml ledové chladného rustového média. Vzorky byly uchovavany v

ledu po-—vdébu 30 az 60 minut a zfiltrovény pres nylonovy filtwr o velikosti

”OtVOf'LBl’ 50 mm. Poté byly bunky analyzovany za pouziti prutokoveho

cytometru FACS-Calibur (Becton D|ck|nson). Pro kazdy vzorek bylo
shromazdéno 10 000 vysledkl. Flouresceinova fluoresicence byla
mé&fena pfes 510-530 nm filtr po excitaci argonovym Iaserém (15 mW,
488 nm). Mrtvé bunky byly od jednotlivych Zivych bunék odlideny na
zaklade pristupnosti (gating) Celniho rozptylu vugéi boénir;nu rozptylu.
Hodnoty byly analyzovany za pouziti programu CELLQuest Software

(Becton Dickinson). 1
. !‘

D
Priklad 4 | 1

~

L’Jé‘i_nek PCIl na adenovirovou transdukci bunék THX
Material

Di-B-D-galaktOpyrandsid f|uoresceinu (FDG) byl zisk;én od firmy
Molecular Probes (F1179). Zasobni roztok o koncentraci 2Q mmol.I"" byl
pfipraven rozpusténim prasku ve smési 1:1 DMSO/ethanolj. Smés byla
postupné pridavéna do patfiéného objemu ledove stupiané vody K

i

vytvoreni roztoku voda/DMSO'/ethanol v pomérech 8:1:1. i

Rekombinantni virus AdCA17IaCZ byl vytvoren a propagovan v
lidské buné&né linii 293, tj. bunééné linii Ad E1 transformovanych
embryonalnich  ledvinnych  bunék, uchovéavanych v % 'm|n|malmm
esencialnim médiu MEM F-11, dopinénéem 10% fetalnim te{lecim sérem,

penicilinem v koncentraci 100 U/ml (Gibco-BRL), streptomycinem v



)
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koncentraci 0,1 mg/ml (Gibco-BRL) a 2'4m.mol.l'1 glutaminem
(Gibco-BRL). |

Vytvoreni (konstr»ukcev) rekbmbinentniho viru
Rekombinantni adenovirus AdHCMV-lacZ, ‘kédujiCi beh E. coli
lacZ, tizeny promotorem lidského cytomegaloviru, byl ziskéﬁ homologni
rekombinaci za pouZiti systému pIM17 v 293 bufikach (Addison se
spoluautory, J. Gen Virol. 78, 1653 1661 1997) Rekombmalntm vektory
bny plakové cistény, pestovany do vysokeho titru v 293 bunkach .a
gistény rozvrstvenim prostredmctwm CsC| (Hitt se spoluautc ry, Methods ' |

Mol. Genet. 7, 15-30, 1995).

Senzitizace bunék

Bufiky THX (4 x 10° bunék) byly zaogkovany na misky o praméru 6

cm a ponechéany rist pfes noc. Pfi pfiblizné 60% konfluenci |(soubézném

rdstu) bylo rdstové médium nahrazeno 2 ml r&stovfeho média,

~ doplnéného AIPcS,, v koncentraci 20 pg/ml a misky byly umlsteny na 16

az 18 hodin zpatky do mkubatoru - Médium obsahuuc:l 1senz|ttzacn|

ginidlo pak bylo odsato a bunky bny inkubovany alespon‘ 4 hodiny v

I
bé&zném rustovém meédiu pied ovhvnemm svetlem a lnflkacn vnrem

Infikace bunék

|
!
|
|
|

K uvolnéni bunék ze tfi misek'bylé pouzita éousta\)a ﬂrypsin—ED’TA
a prumérny pocet bunek v mlskach byl vypocitan za pouzm Burcherovy
komlrky. Nafedéni adenoviru bylo pfipraveno v PBS s iCaCl, (0,68
mmol.I") a MgCl, (0,5 mmol.I'") podle poétu bunék, ktere mély byt
infikovany. Bunky byly obvykle infikovany pfi MO (mulhphcnty of

infection, nasobnosti infekce) 1 a 10. Stanovem B- qalaktosudazx



e
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Buriky byly uvolnény pasobenim try'psAinu‘/EDTA a resu,

spendovany

|

v5ml ristového média. Po odstfedéni (5 minut,‘ 1000 o’téc';elf za minutu)

‘bylo médium odsato, bunécny pelet‘byl byl Yresuspendovén' v 50 pl

|

" rUstového média a zkumavky byly na 5 minut umlsteny do vodni 14zné o

teplote 37 °C.

Nésledné bylo do zkumavek pfidano 50 ul 2 mmol.I"

roztoku FDG,

pfedem zahfatého na teplotu 37 °C a zkumavky byly vraceny na 1

minutu do vodni l4zné. Nakonec bylo pfidano 900 ul rustoveho média a

zkumavky byly inkubovany 30 az 60 minut v ledu pred analyzou vzorku

pritokovou cytometrif, jak bylo popsano vyse.

Buriky THX byly ovlivnény AlPcS,, (oznacovan na Obr!

a adenovirem (oznacovén na Obr. 4 j_a’ko "virus") a na 3 az 4
- vystaveny svétlu tak, jak bylo popsano v odstavci Materia
Aktivita B-galaktosidazy (B—gél) byla méfena pritokovou

Celkova aktivita p-gal byla kvantifikovana sloucenim (integ

4 jako PS)
minuty byly
| a metody.
cytometrii.

raci) bunék,

‘které jsou vzhledem k- B-gal positivni a jejich B»-}galaktosi‘dézové aktivity.

Jak pocet bunék, které jsou vzhledem k B-gal positivni, tak‘

“p-galaktosidazova aktivita byly Ginkem PCI zvyseny .
Vysledky ukazuji, ze k minimalni infikaci bunék THX

ginidlem, a ze fotochem|cke ovhvnem tj. pfidavek

i pramérna

dochazi- pfi.

inkubaci bunék se samotnym virem nebo s virem a s fotosenzitizujicim

svétla. Kk

fOtOSGnZItIZUJiCImu cxmdlu vyznamne ZeS||Uje transdukci bunek (jak je

prokédzano zvysenim B- galaktOSIdazove aktivity).

Priklad 5 |

Fotochemicka stimulace adenovirem zprostredkovane

genové transdukce | . v ’ !

L
|
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pritokovou cytometrii (viz.nize). | N

Buhky'THX byly v mnozstvi 5 x 10* na jamku zaotkovany na

|

}destlcky o 6 jamkach. Dalsi den byl prldan AchS2a (20 ug/?ql) a bunky

byly 18 hodin inkubovany pfi 37 °C. Veskere postupy po piidani AIPcS,,
!

byly provadény pfi utlumeném svétle. Pn strategii "osvnt predem" byly

bufky promyty k odstranéni AIPcS,, a inkubovany v médiu bez obsahu

"AIPcS,, po dobu 4 hodin. Poté byly bufiky po dobu 3 minut vystaveny

svétlu a nasledné Dbyly ointh\/ény adenovirovym| -vektorem

AdHCMV-lacZ (oznaéovany‘m také v Prikladu 4 jako AdCA1V7lacZ) pri

nasobnosti infekce (MOIl) 1 po dobu 30 minut. Tento vektor obsahuje

reportérovy gen PB-galaktosidazy, jehoZz expresi Ize analyzovat,,"

U strategie "osvit nasledné" .byly bunky ovlivnéne AlPcS,, a
promyté nejprve ovliviiovany adenovirem ve stéjné koncejntraci a po
stejnou dobu, jak bylo" posano vyS§e, nésledné'vbyly prc‘)myty a po
pridavku Cerstvého kultivagniho "fr'nédia byly vystavelany 'svétlu.'
Neozafované burfky byly ovlivhovén.)'/‘ stejnym sz.s_ober'n, s vyjimkou

ozafeni.

Ovliviiované buriky byly jednou promyty kultivaénim médiem a po
piidavku cerstvého média byly inkubovany pfi 37 °C az do dalsi anal)’Izy:

Exprese PB-galaktosidazy byla anélyz'ovéna\ pr&tokovou‘ cytometrii dva

" dny po vystaveni svétlu. Podrobné postupy pro konstrukci viru (ktery je

. . . \
oznadovan jako AdHCMV-lacZ, nebo. jako AdCA17lacZz), pro ovlivnéni

bunék, ozafeni a analyzu ex_prese;,Bv-gallaktosidézy jsou ‘popsény Vv
Prikladu 4. o T’
|

Vysledky (Obr. 5) ukazuji, ze fotochemicke ovlivn‘énf vyuzivajici

postup "osvit predem" (znazornene sloupci na pravé strane Obr. 5),
zvy$uje procento bunek exprlmu|C|ch Bgalakt03|dazu prlbl!zne

Sestinasobné; 0d 2,5 % do 15 % za téchto pokusnych podm’nek. Rovnéz




je ziejmé, ze Uginek postupu "osvit predem" byl téméf shodny s Gcinkem,
.ziskanému za pouziti postupu "osvit nasledn"" (viz sloupce na leve
strané Obr. 5).

Priklad 6
-Zvy$eni produkce p-galaktosidazy v dusledku
PCI - zprostfedkované transdukce adeno'vvirem,

koédujicim pB-galaktosidazu

Bunky byly péstovany, inkubovany s AlPcS,,, infikovany virem

AdHCMV-LacZ a ozéfeny tak, jak je popséano v "Protdkolecr pokUsCJ", Voo

}Prlkladu 3. Ke zméreni produkce Bgalakt031dazoveho pr] oteinu byla
pou2|ta sada pro stanoveni ohemllumlmscentmho B-Gal reporteroveho

genu (Roche, katalogove Cislo 1 758 241) podle udaju \‘/yrobce Ve

|

stru¢nosti, buriky byly tromasobne promyty predem vychlazenym PBS a

|

do kazdé jamky byl pfidan 1 ml reakéniho cinidla pro lyzi bunék. Po 30

|

minutach inkubace pfi teploté mistnosti byl bunéény extrakt preveden do

J

zkumavky typu eppendorf, odstiedovan 2 mmuty pri maxmalm rychlosti

a 50 pl bunééného extraktu, tedy supernatantu pylo pr‘evedeno do

|

jamky mlkrotltracm desticky. Prudano bylo 100 ul substratoveho

reakéniho &inidla, mikrotitracni destucka byla prlkryta folii a‘ inkubovana
|

15 minut-az 1 hodinu pfi teplote m|stnost| za mnrneho koleb?m destiCky.
Po inkubaci byla mikrotitraéni desticka umlstena do Juminometru

(Victor2 Wallac 1420 Multilabel Counter) a automatlcky 'byllo injikovano

50 ul pocatecniho roztoku Po 1 prodleve sekundy byla v § sekundach -
mtegrovana zaclenéna produkce svetla Mnozstvi B- galaktosndazy bylo

vypocteno ze standardni krlvky, z|skane ze vzorkd, obsahujlcmh znama

mnozsthgalaktos;dazy S : ‘

Vysledky




proteinu, které mlze byt ziskano nasledné po pomoci PCI

“ztlumeném svétle bylo médium odstranéno a nahraze
obsahujicim TPPS,, 1 Bunky. (chr
svétlem) byly inkubovany 18 hodin pfi 37 °C. Poté byly
3 hodiny. Méd

v koncentraci ug?ml.

promyty mediem a inkubovéany dalsi
Sestijamkovych desticek odstraneno do kazdé jamky bylo pr
roztoku adenoviru AdHCMV-lacZ a bunky. byly 30 minut ink

37 °C (chranéné pred svétlem). Roztok viru byl pak odstra

r

adenovirové transdukci bunék lidského kércinomu tlustého st

Z Obr. 6 je tedy patrné, Ze u transdukovanych bunék |z

piiblizng 25-nasobné zvyseni produkce (tvorby) B-galaktc

Obrazek 6 znézorﬁuje_zvyéeni produkce PB-galaktosidéazového

indukované
reva WiDr.

e pozorovat
rsidazového
da udajam,
a Priklady 2

f

sobnosti

P

no médiem

minem.

proteinu po maximaini svételné davce, coz dobfe odpov
ziskanym analyzou pomoci pratokové cytometrie (vi'z, tieb
a3). S
Priklad 7
Uc&inek PCI na transdukci bunék WiDr pii rizné na
infekce '
Bunky byly kultivovany v médiu RPMI, dopinéném 10 % fetalnim
- telecim sérem, penicilinem/streptomycinem a L-gluta

anéné pred
trojndsobné
um bylo z
fidano 200 pl

<ubovany pri

nén a bunky

byly jednou promyty médiem. Nasledné byly pridany 2 mi-m

edia a bunky

byly 30 minut inkubovany pfi 37 °C (chranéné pfed svetlem) Nékteré z

bunék byly na 90 sekund vystaveny modrému svétiu o svetelne intenzité

dopadajici na bufky 11 mW/cm?,

Buniky byly, stale Chranene pred

svétlem, inkubovany dva dny a nasiedné byly prutokovqu cytometrii

analyzovany vzhledem k B-galaktosidazové aktivité, jak je popséno v

"Protokolech pokusd" v Pfikladu 3.
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Prikladu 3.

Vysledky

L Obr.7 ukazuje, Zetza pouziti PCI je mozné dosahnout 100 %

transdukovanych bunék i téch prlpadech kdy to za pouziti bézné

. mflkace za pouziti zvladnutelnych davek virG neni mozné.| Obr.7 tedy

ukazuje ze za pouzm bunek WiDr a davky viru 100 MO je po PCI

" dosazeno 100% transdukce, zatimco pfi bézné mfekm je dosazeno mene

nes 30% transdukce. Podobné pii MOl 50 bylo po PCl dosaZeno vice -
nez 90% transdukce, zatimco bez PCl:mlze byt ziskdna mensi nez 20%
transdukce. | : ' ; ‘

Prikiad 8

Uc&inek PCI na transdukci bunék A549 adenovirem

Bunky A549 byly kultivovany v med|u RPMI, Idoplnéném 10 %

fetalnim telecim sérem, pemC|llnem/streptomycmem a L-glutaminem. Pfi
ztlumeném svétle bylo meédium odk_st.raneno a nahraze‘no médiem
obsahujicim AIPCSZ; v koncentraci 20 ug/ml. Bunky (chrlénéné pied
svétlem)' byly inkubovany 18 hodin pii 37 °C. Poté byly trojnasobné

promyty médiem a lnkubovany dalsi 3 hodlny Meédium bylo lodstranéno,

do kazdé jamky bylo ptidano 200 ul roztoku adenoviru AdHCMV-lacZ
(poskytujiciho. MO1 5) a bunky byly - 30 mlnut mkubovan¢ pfi 37 °C
(chréanéné pred svétlem). Roztok viru byl pak odstranen a ‘ bunky byly
jednou promyty meédiem. Nasledné byly pfidany 2 ml meédia Ja bufiky byly4
30 minut inkubovany pfi 37 °C (chrénéneé pféé svétlem). Nek{ teré z bunék
byly vystaveny cervenému ~svétlu, jak je popsano Vv ‘Protokolech
pokusd". Bunky byly, stale chréanéné pred svetlem, mkubovany dva dny a
nasliedné byly pratokovou cytometrii analyzovany vzhledem k

: 1
B-galaktosidézove ak_f@ivité, jak je popsano v “Protokolech pokusu_" v
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Vysledky

Obr. 8 ukazuje, Zze PCl muZe podstatné zvySovat

adenovirem

zprostiedkovanou-transdukci genu u bunék A549 lidské plicni rakoviny.

Ve srovnani s "normaini infekci" (A+,.S- vzorek s 0 minutami
PCl za pouziti 6 minut. ozafeni zvyS$ila pocet transdukova

pfiblizné jedenactkrat, pfiblizné ze 3 % na 33 % positivnich b

osvitu) tedy
nych bunék

unék.

Priklad 9

 Uginek PCI na transdukci buné&énych linii HeLa a Fmexlll

Bunky Hela byly ziskany z Americké sbirky kultur a bunky Fmexll

lidskeho melanomu byly ustanoveny v Norské radiové

nemocnici

(Norwegian Radium Hospital). Bunky byly péstovany, inkubovany s

fotosenzitizerem TPPS,, (1ug/ml), infikovany adenovirem A

(MOl 5), ozéfeny a analyzovény tak, jak bylo popséno v Pfik

Vysledky

Obr. 9 ukazuje, ze PCI z’vyéujevtransdukci také u‘bunéényc'h linii

HelLa a Fmexlii.

Prikiad 10

JHCMV-lacZ
ladu 7. ‘

Uéinek PCI na transdukci adenovirem, pfipojenym na

poly-L-lysinovy nosic

Bufky WiDr byly péstovany a inkubovany s foto

senzitizerem

TPPS,, (1ng/ml) tak, jak bylo popsano v Pfikladu 7. Poly-L-lysin (PLL,

mol. hmotnost 20 700) byl ziskérj od firmy Sigma. Koncentr

ace virovych




®

~ Mitteredera a spoluautord (J. Virol. 11, 7498-7509, 1996).

gastic ve virovém pripravku byla uréena méfenim absorbance A podle

Vytvofeny byly nasledujici komplexy adenovirus/PLL:
5PLL/Ad: 5 molekul PLL na virovou &astici. |
500PLL/Ad: 500 molekul PLL na vir‘ovou.ééstici.
250PLL/Ad: 250 molekul PLL na virovou &astici.
50PLL/Ad: 50 molekul PLL na virovou Castici.

Nafedény PLL byl pfidan k nafedénym virovym &asticim. Vzorky . |
byly opatrné promichany pfevracenim zkumavky nebo jemnym nabranim

do pipetovaci $pi¢ky a poté inkubovény 30 minut pfi teploté mistnosti.

Médium bylo z $estijamkovych :desticek odstranéno |a do kazdé
jamky bylo pfidano 200 ul roztoku adenoviru nebo roztoku PLL/Ad pri
MOI 5. Bunky pak byly 30 minut inkubovany pri 37 °C (chrénéné pred
svétlem). Na desti¢ky neinfikované adenovirem bylo pfidano pouze 200.

ul PBS. Nasledné bylo 200 pl roztoku odstranéno a bunky| byly jednou

~ promyty médiem. Po pfidani 2 ml média byly buriky 30 minut inkubovany -

. pfi 37 °C (chrénéne pfe'd svetlem), nadez byly ‘vystaveny modrému

“svétlu tak, jak je popséano v Prikladu 7 Poté byly bunky, stale chranéné

pred svetlem, inkubovany dva dny a naslednd byly prutokovou cytometru

|

analyzovany vzhledem K B-galaktosidazové aktivite, jak. je popsano Vv

"Protokolech pokus(" v PFikladu 3.

Vysledky

Obr. 10 ukazuje, ze PCI funguje rovnéz v tom pfipadé, kdy byl
adenovirus pfipojen na poly-L-lysinovy nosi¢ (PLL). Jak je z Obr. 10
ziejmé, infekce bez PCI (tj. pfi 0 minutach svéteiné dé\iky) poskytla

velmi nizkou transdukci (< 5 %) jak s PLL jako nosi¢em, tak i bez ného.




Je také zfejmé, ze ozafeni bunék indukuje na davce sve"ztla zavislé

zvy$eni transdukce jak s PLL jako nosiéem, tak i bez ného, vyvolané

|

udinkem PCIl. Zatimco nejvy$éi udinnost transdukce ziskana bez PLL
(préazdna kolecka na Obr. 10) byla 37 %, v kombinaci PCI -:1:1 PLL (plna

kole¢ka) mGze byt dosazeno 87 % positivnich bunék, coz pFedstav'uje

vice ne: 20-nasobné zvy$eni procentniho mnozstvi .transldukovanych

" buné&k ve srovnani s vysledkem dosazenym za stejnych podminek bez

pfitomnosti PC! a 100-nasobné zvy$eni ve srovnani s normalni infekci (0

minut osvitu bez PLL).

PCl| mtze tedy podstatné zvys$it ucinnost transdukce adenovirem
povledenym PLL a za pouZiti této kombinace lze doséhnout mnohem’
vy8si uginnosti transdukce nez pfi pouziti kombinace PCl a

nepovleéného adenoviru.
Pfiklad 11
U&inek PCl na transdukci adenovirem u buné&&né linie
lidskych koznich fibroblasti za pouziti poly-L-lysinu jako

nosice viru

Bunky HF-16 lidskych koZnich fibroblastll byly péstovany a

ovliviiovany fotosenzitizérem TPPS,, tak, jak je popsano- v| Prikladu 7.

Komplex PLL a viru (250 molekul PLL na 1 virovou castici) b‘yl pripraven

tak, jak je popsano v Pfikladu 10 a buniky byly infikovany pfi MOI 5,

ozareny a analyzovany tak, je popséno v Pfikladu 10.

Vysledky

Obr. 11 znazoriuje ucinek pouziti PCI v kombinaci s l‘DLL nosiéem

na transdukci bunécné linie lidskych koznich fibroblastu (HF-16). Bunky

fibroblastd jsou znamé svou velkou odolnosti  vi&i transdukci




)

§

adenovirem a jak je zfejmé z Obr. 11, "normalni" transdu_kc‘e" (prazdné
Gtveredky, O osvit, bez PLL) téchto bunék je velmi nizkd a

|

prostfednictvim PCI je zvySena pouze o maly stupefi. Pokud se jako

|

nosi¢ pouzije PLL, aginnost transdukce bez svételného ovlivnéni se
zvysi jen slabé, ale je zfejmé, ze PCl v takovém _.pfipadé‘f transdukci
zvy$uje podstatné, se svetlem 'indukovanym zvy$enim ze 7,5 % na 44,5
% transdukovanych bunék, pozorovanych za optickych| podminek.
Kombinace pouéiti' nosice s technikou PCI tedy mulze| poskytnout

Jéinnou transdukci bunék, které jsou vigi ni jinak velice odoiné.
Priklad 12

U&inek PCI na transdukci adenovirem za pouZziti

polykationtového dendrimeru SuperFect® jako nosice viru

Buiky WiDr byly péstovany a inkubovany s fotosenzitizerem
TPPS,, (1 pg/ml) tak, jak bylo popsano v Pfikladu 7. SuperFect® byl
ziskan od firmy QIAGEN (3 mg/ml). Pouzitym adenovirem *byl
AdHCMV-lacZ. ’

Komplexy adenovirus/SuperFect® o riznych koncentracich

uperFect® k

|

roztoku adenoviru a byly inkubovany 30 minut pfi teploté mistnosti.

SuperFect@ byly pfipraveny pfidanim rGznych mnozstvi S

Médium bylo z $estijamkovych desticek odstranéno a|pfidano bylo
200 pl komplexu adenovirus/SuperFect® o davce adenoviru s MOI 5.
Bunky byly. inkubovany 30 minut pfi 37 °C, pficemz byly crri'rénény pred
svétlem. Pak bylo 200 p roztoku odebrano a bufiky byly jednou promyty
médiem. Poté byly pfidany 2 ml média a buhky‘byly inkubovany 30 minut

pti 37 °C, pricemz byly chranény pfed svétlem. Nésledné byly vystaveny

modrému svétiu, jak je popsano v Piikladu 7. Bunky byly, st‘éle chranéné




- "Protokolech pokusu".

pFed svétlem, inkubovany dva dny a nasledné byly prutokovou cytometrii

analyzovany vzhledem k B-galaktosidazové aktivité, jak je| popsano v

Vysledky

V Piikladu 12 autofi vynalezu prokazali, ze PCl je uéinna také s
jinymi virovymi nosi¢i nez s PLL. Jak je tedy znazornéno na Obr. 12,

pokud je jako nosic pouii{ dendrimerni polykationt SuperFect®, PCI

mlze podstané zvysit adenovirem zprostfedkovanou transdukci genu,

pficemz nosi¢ se pouziva v koncentracich nizsich nez 50 pg/ml. Za

pouziti SuperFect® byla PCl 'schopna maximalné  pfiblizné

-50-n&sobného zvyseni. procentniho mnozstvi transdukovanych bunék

vzhledem k hodnoté ziskané s "normaini” infekci (t]. bez SuperFect® a

‘bez PCI), zatimco PCl bez SuperFect® poskytla 12-ndsobné maximalni

zvyéeni a samotny SuperFect® 10—nés_obné zvy$eni.
Priklad 13 . -

Rozdilna ¢asova uspofadani pro ozafeni a podani adenoviru

Bunky HCT 116 byly péstovany a ovlivnény fotosenzitizerem

TPPS,, tak, jak bylo popsano v Prikladu 7. Tyto bunky byly 30 minut
infikovany adenovirem AdHCMV-lacZ (MOI 5) v riznych Easovych
okamzicich pred ozafenim, nebo po ném (které se vzdy provadélo 4
hodiny po odstranéni fotosenzitizeru.. Bufiky byly, stale chranéné pred
svétlem, inkubovany dva dny a nasledné byly pri‘lutokovou chtometrii»
analyzovany vzhledem k B-ga‘laktosida’zbvé aktivité,‘ jak'je popsano Vv

"Protokolech pokus&".'_ '

Vysledky
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Obr. 13 znazornuje ucinek nadasovani svételného ovlivnéni, které
se vztahuje k dodani viru, na Géinek PCl pfi |adenovirem

zprostfedkované genové transdukci. Z Obr. 13 je zfejmé; ze ozafeni pfi

~ PCI je uginné po dlouhy casovy interval jak pfi podéni viru pred

~osvitem (ozafenim), tak i pfi podani viru po osvitu (ozafeni). Existuje

zde tedy Casové okno v trvani alespon 17 hodin (od podéni viru 4 hodiny

pfed ozéafenim do podani viru .13 "hodin po ozafeni), kdy mulze byt
podan virus a muz e byt provedeno ozarem a v nédmz bude stale

uchovan kladny ucmek PCI| na transdukci. Tato skuteénost je velmi

'dule2|ta 2 Klinického hlediska, nebot to klinickému lékari poskthJe.

v&t§i pruznost pri p|anovam léCby ,a pfi koordmacn s dalsi 1écébou,
kterou - muze pacient podstupovat, "5jako_ napfiklad s chirurgickymi

zakroky.
Priklad 14
Zvyseni l6¢ebného geno_vého;ﬂéinku adenovirového

vektoru, kédujiciho thymidiﬁki-nézu viru Herpes simplex,

prostiednictvim PCI

Bunky adenokarcmomu HCTHV116 byly infikova’n‘y' vektorem
adenovirové genové lé¢by, kédujicim gen HSV-tk (tJ AdV-TK) a byly'
podrobeny ovlivnéni prostredmctvnm PCI. Podminky infikace byly
uvedeny v "Protokolech pokusu" (MOL 5). 2 dny po infikaci byly pfidany
rizné koncentrace gancicloviru (GCV) a bunky byly pfed anylyzou

bunecneho preziti metodou MTT mkubovany daléi 3 dny. Tato metoda je
(MTT) na

‘D

zalozena na redukci vodou rozpustne tetrazollove -sole
purpurovy, nerozpustny formazanovy produkt mitochondrialnimi
dehydrogenazami, které jsou pfitomhé v Zivych, metab_olic,ky aktivnich

bunkach.




K bufikam se pfida 1 ml média s obsahem 0,25 nug -MTT a
nasleduje inkubace (5% CO, obj./obj., 37 °C) po dobu 4 hodin. Vysledné

formazanové krystaly jsou rozpustény ph’davkem 200 pl isopropanolu

|

(Sigma. MO, USA) na jamku. Roztok se pfevede do mil‘«otitraénich
desticek o 96 jamkach, které jsou odecitany na odecitaci mikrodesti¢ek .
Multiskan EX (Labsystems, Finsko) s filtrem pro prichozi plés o vinové

délce 570 nm.
Vysledky

Jak je zfejmé z Obr. 14, na osvitu zavislé zvyseni toxického udinku

GCV mdze byt pozorovéano pro tii rizné davky GCV u bunék, které byly

kontaktovany s fotosenzitizerem AIPS,,, s AdV-TK a s GCV. Oproti tomu

7adny takovy Udinek nebyl pozorovan u kontrolnich bunék, které byly

|

ovlivnény pouze fotosenzitizerem, u bunék ovlivnénych fotosenzitizerem

|

a GCV, nebo bunék ovlivnénych fotosenzitizerem a AdV-TK, ne vsak

|

GCV. To prokazuje, ze ke svétlem (osvitem) indukovanému zvyseni

‘usmrceni bunék, zprostfedkovanému GCV, dochazi n zakladé

|

zvy$eného dodani tymidinkinazového genu, indukovaného ovlivnénim

|

PCI, které vyvolava zvy$enou aktivaci GCV. Kombinace gen

|

HSV-tk/GCVse &iroce pouziva v klinickych postupech genové |éCby
rakoviny a proto tento priklad ukazuje, ze PCl lze pouiit‘ ke zvySeni
zadoucich, bufiky usmrcujicich uéinkd_genu, pouzitého v glenové. 168bé ‘
rakoviny. Proto tento piiklad také ukazuje, ze Géinek PCI, zvySujici
dodani genu, neni omezen na reportérové geny, ale ze h‘o lze vyuzit
také pro geny které kéduji proteiny, schopné poskytovat v |rakovinnych

bufikach 1écebny ucinek.

Zastupuje:

'''''''
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- koduje enzym aktivujici pomocné :Iééivo, proteinovy tox

A

PATENTOVE NAROKY

'1_;; Zplsob zavedeni molekuly do bunky, »v‘y‘z:}n ac

pfipojena k virovému nosici a zminéna burika se ozafi svetl

délce, Gginné pro aktivaci fotosenzitizujiciho ginidla.

ujici se

|

ti'm ze zahrnuje kroky, pfi nichz se zminéna bufika uvede do styku s

|

“fotosenzitizujicim ¢&inidlem, zminén&a bunka se uvede do styku i s

molekulou jez ma byt zavedena, tedy s pfenasenou ‘molekulou, jeZ je

em o vinoveé

2. ZplUsob zavedeni molekuly -_do.bur')ky podle naroku 1, vy -

znadujici se tim, Zejako zminéna builka se pouzije savei

burika.

3. Zpusob zavedeni molekuly tdo buriky podle naro
vyznagdu jici se tim, ze jako zminénd prenasend
pouzije molekula nukleove kyseliny, hzahrr'\ujici gen v piné
cyklicka deoxyribonukleova kyselina & jina deoxyribonﬁklec
ktera koduje stejnou ob|ast," nebo fpn:kéni fragment tako

kysenny.

ku 1 nebo 2,
molekula se
délce nebo

va kyselina,

vé nukleové:

4. Zpusob zavedeni molekuly. do bufiky podle naroku 3, Vy-

znacujici se tim, Zezminéna molekula nukle

indukujici protein, imunitni stimuladni faktor, tumorove

ové kyseHny
n, apoptézu

specificky

protein, imunitni inhibitor/inhibitor zanétu, inhibitor angiogenese, protein

ktery indukuje tvorbu ceév, protein iniciujici sréazeni,

protilatku nebo rekombinantni imunotoxin.

ntracelularni

5. Zpusob zavedeni molékuly do buﬁkytpodle naroku 1 nebo 2,

vyznadujici se t i m, Ze jako zminéna prenasena

molekula se

pouzije molekula nukleové kyse_lidhy,v kédujici negatiyni  molekulu
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~narokt 1 a2z 7, vyznadcujici se tim, Ze jako zm
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ribonukleové kyseliny, ribozym, aptamer, oligonukleotid nebo triplex

vytvarejici oligonukleotid.

6. Zplsob zavedeni molekuly do bunky podle kteréhokoliv z

naroki 3 az 5 vyznadujici se tim, Zze molekula zminéné

nukleové kyseliny méa délku 20 az 10 000 bazi.

7. Zpusob zavedeni molekuly do bunky podle kteréhokoliv z

narokG 1 az6,vyznadujici se tim, Ze jako pfenase

se pouziva polynukleotid, ktery se vlozi do virového

obsahujiciho z viru ziskané prvky, nezbytné pro umoznéni toho,

konstrukt zabalil dovniti virového nosice.

na molekula
konstruktu,

aby se

8. ZpUsob zavedeni molekuly do bunky podle kteréhokoliv z

nosi¢ se pouzije adenovirus, adeno-asociovany virus,
lentivirus, virus Herpes, bakteriofag, virus chripky, virus: S

nestovic nebo: Baculovirus.

nény virovy
_retrovirus,

endai, virus

9. Zpasob zavedeni molekuly do bunky podle nar
znadujici se tim,zejako zminény virovy nosi¢ se pouZzije
adenovir.

10. ZplUsob zavedeni molekuly do burky podle kteréhokoliv z

narok 1 a2 9, vyznadujici se tim,

fotosenzitizujici ¢&inidlo se soustfeduje do intracelularnich oddild,

zejména do endosomu nebp lysosomu.

ze zminéné

11. Zpasob zavedeni molekuly do bunky. podle kteréhokoliv z

narokt 1 az 10, vyznadcujici se tim, ze fotosenzitizujici

ginidlo je oddélené od virového nosice a zminéné fotosenzitizujici

oku8, vy-

“gha
#F ¥
=Y



narokd 1 az 14, vyznadéujici se tim,

~narokl 1 az 16, vyznacdujici se tim, zezminény

ginidlo .a virovy nosi¢ se do styku se zminénou buf

nasledné,

12. ZpUsob zavedeni molekuly do bufky podle kt

narokG 1 az 11, vyznacujici

kou uvedou

eréhokoliv z

se tim, ze fotosenzitizujici

|

&inidlo se zvoli ze skupiny, sestévaji_cn’ 2z disulfonatu tetrafenylporfinu

TPPS,,, disulfonovaného hlinitého ftalocyaninu AIPcS,,

amfifilnich fotosenzitizerd.

13. ZpUsob zavedeni molekuly do buhk‘y podle kt
naroki 1 az 11, vyznadcujici se tim,

fotosenzitizujici Cinidla se pouzivaji sloudeniny, . kterymi

5-aminolevulinovd nebo estery Kkyseliny

farmaceuticky pfijatelné sole takovych sloucenin.
14. ZpUsob zavedeni molek'uliyv do bunky podle kt
narokti 1 a2 13, vyznadéujici se tim, Zze zminény

se uvede do styku se zminénou bunkou na 15 minut az 6 hoc

15. Zpusob zavedeni mCIeku]y do bunky podie kt

a dalSich

eréhokoliv z

|

ze jako zminéna

|

jsou kyselina - -

|

5-aminolevulinové  ¢i

eréhokoliv z
virovy nosic

1in.

e(éhokoliv z .

ze zminéné

fotosenzitizujici &inidlo se uvede do styku se’zminénou bufikou na 4 az

24 hodin pfed ozafenim.

16. ZpUsob zavedeni molekuly do bunky podle kt

eréhokaliv z’

narokd 1 az 15 vyznadcujici se tim, ze krok ozareni se

provadi 1 az 10 minut.

17.

se pfida pred ozéfenim nebo po ném.

Zptsob zavedeni molekuly do bufiky podle kteréhokoliv z -

virovy nosic




18. Zp(’J‘sob zavedeni molekuly do bunky podle kteréhokoliv z

‘narokd 1 az 17, vyznadujici se tim, Ze jedna latka nebo obé

latky, sestévajici z fotosenzitizacniho dinidla a virového | nosice, se

" pfipoji na jednu nebo vice z nosiéovych molekul, zacilujicich molekul

“nebo vektorl, nebo se spoji ¢&i konjuguji s jedndu nebo vice z

nosi¢ovych molekul, zacilujicich molekul nebo vektord.

19. ZpUsob zavedeni molekuly do buriky podle naroku 18, vy -
znadujici se tim, Ze zminény virovy nosic se pfipoji na

nosi¢ovou molekulu, nebo se s ni spoji ¢i konjuguje.

20. ZpUsob zavedeni molekuly do buiky podle naroku 18 nebo19,
vyznadujici se tim, ze zminéna nosi¢ova molekula zahrnuje

polykationt, nebo kationtovy lipid.

21, Zpusob zavedem’v molekuly -do buﬁky;podlé naroku 20, vy -
znadujici se tim, ze jaKo zminény- polykationt se pduiijé

poly-L-lysin, poly-D-lysin ne_bo ka(tiontlo'vy dendrimer SuperFect®.

22. Zpusob zavedeni mo!ekulydo bufky podle naroku 20, vy -

" znadujici se tim, ze jakozminény kationtovy lipid se pouzije

1,2—bis(oIeoyloxy)-3-(trimethylamin'o)pr,loparj. -

23. Zpusob zavedeni molekuly do bufiky podie naroku 19 nebo 20,
vyznadujici se tim, se jako zminénéa nosi¢ova molekula se
pouzije liposom nebo konstrukt na bazi lipidu, s vyhodou obsahujici

alespon jeden kationtovy lipid.

24. Zpusob zavedeni molekLIJIyi do bunky podle kteréhokoliv z
narokG 1 az 23, vyznadujici se tim, ze alespon 50 %
zminénych bunék, do nichz se uvedena molekula zavadi, neni

usmrceno.
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- 25, Zplsob Zavedeni molekuly do buriky podlé kte
narokti 1 az 24, vyznadcujici se tim, ze zminén

provadi na bufkach za podminek.in vitro nebo in vivo.

- 26. Zpusob |é¢by nebo prevence choroby“, por'uchyjneb

-éhokoliv z

y zplUsob se

o infekce u

vyznadcujici se tim, ze se

pacienta genovou |écCbou,
pfenasena molekula zavede do jedné nebo do vice bunék in vitro, in vivo

nebo ex vivo zpUsobem definovanym ve kteremkoliv z narokt /1 az25av

piipadé potieby se uvedené bufiky podaji zminénému pacientovi.

27. ZpUsob podle naroku 26, vyznadujici se tim, ze

zminéné genové [é¢by se doséhne. cilenym usmrcenim | zacilenych

~
-

sbunék, cilenou inhibici genové exprese, zmnoZzujici |&ébou, nebo

opravou mutace, a to zavedenim genu nebo jeho ¢asti se| schopnosti
exprese funkc':nihobr,oduktu k vyrovnani deficitu u pacienta.
se-

28. Zpisob podle naroku 26 Aebo 27, vyznaéujici

ou rakovina, -

ce; lupénka,

sluneéni keratéza, poranéni, zlomenina, bradavice i vrozen

't i m , ze zminénou chorobou, poruchou- nebo infekei js

revmatoidni érthritida,, atherosklﬁeréza‘; virové a jiné infek
& geneticka

porucha.

29. ZpUsob podle kteréhokoliv z ndrokd 26 az 28, vyzna-

gujici se tim,ze sein vivopodava 10° az 10° virovych ¢&astic.

Sujici se

|

t i m, ze zminénd molekula byla do. této bunky zavedena zplUsobem

30. Bunka obsahujici pfena$enou molekulu, vy zn.a

podle kteréhokoliv z narokd 1 az 25. -

v

31. Farmaceuticky pros'tf'edek,' Y y'z nadujici se tim,ze

zahrnuje prenasenou molekulu, spojenou s virovym |nosi¢em a




fvotosenzitizuji'cim ginidlem, nebo bu’,hku,"jak byla definovan

30,

32. Prostredek podle néaroku 31 pro pouziti k 1éEbé.
33. Prostiedek podle naroku 32 pro pouziti ke geno'vé I
34. Pouziti pifendsené molekuly spojené s virovym

fotosenzitizujicim C|n|dlem podle definice ve kterémkoliv z 7

25 nebo bunky podle naroku 30 pro vyrobu lecwa pro pouz

[éébé.

Zastupuje:

a v naroku

écbe.

nosicem a
varokd 1 az

ti v genove
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