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Keinotekoisgiin biologisiin vdlineisiin kapseloitujen solu-

jen kasvun siditely

Keksinndén kentta

Tama keksintd koskee menetelmid ja koostumuksia
keinotekoiseen bioclogiseen valineeseen kapseloitujen solu-
jen kasvun séatelemiseksi.

Keksinndén tausta

Keinotekoiset biologiset valineet, "BAO:t" (bio-
artificial organ), ovat valineitd, jotka sisidltivat elavia
soluja ja jotka on suunniteltu tarvittavan metabolisen
toiminnon antamiseen isénnalle.

BAO:ihin kapseloidut solut vievat is&ntaan vyhden
tai useamman bioclogisesti aktiivisen molekyylin, joita
voidaan kayttda monien kliinisten tilojen, puutosten ja
sairaustilojen ehkdisemiseen tai hoitoon.

Esimerkiksi insuliinia erittavid soluja sisdltavia
BAO:ita voidaan kayttdad diabeteksen hoitoon. Muita sai-
rauksia, kuten hypoparatyroidismia ja anemiaa, voidaan
vastaavasti hoitaa kayttamalla soluja, jotka erittévat
paratyroidihormonia ja vastaavasti erytropoietiinia.

Keinotekoisia biologisia valineitd voidaan kayttaa
mydés viemadn kohteeseen biologisesti aktiivisia molekyyle-
j& hermojen rappeutumistilojen, kuten Huntingtonin taudin,
Parkinsonin taudin, Alzheimerin taudin ja AIDSiin liitty-
van dementian, hoitamiseksi tai ehkdisemiseksi. Liséksi
myds lymfokiineja ja sytokiinej& voidaan viedd kohteeseen
BAO:illa isannan immuunijadrjestelmdn moduloimiseksi. Mui-
hin biologisesti aktiivisiin molekyyleihin, joita voidaan
viedd kohteeseen keinotekoisilla biologisilla vAlineilla,
kuuluvat katekoliamiinit, endorfiinit, enkefaliinit ja
muut opioidiset tai ei-opioidiset peptidit, jotka ovat
kayttdkelpoisia kivun hoidossa. Myds entsyymipuutostiloja
voidaan hoitaa kayttamdlla BAO:ita. Biologisesti aktiivi-

nen molekyyli voi vaihtoehtoisesti poistaa tai eliminoida
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haitallisia molekyyleja isannasta. BAO voi esimerkiksi si-
sdltda soluja, jotka tuottavat biologisesti aktiivista mo-
lekyylia, jota voidaan kayttdd kolesterolin "puhdistami-
seen" isannasta.

Tunnetaan erilaisia "makrokapseli-BAO:ita". Katso
esimerkiksi Aebischer, US-patenttijulkaisu 5 158 881;
Dionne et al., WO 92/03 327; Mandel et al., WO 91/00 119
ja Aebischer, WO 92/00 128. BAO:ihin kuuluu myds verisuon-
ten ulkopuolisia diffuusiokammioita, suonensisaisid dif-
fuusiokammioita, suonensisdisid ultrasuodatuskammioita ja
mikrokapseleita. Katso esimerkiksi Lim et al., Science 210
(1980) 908 - 910; Sun, A. M., Methods in Enzymology 137
(1988) 575 - 579; Dunleavy et al., WO 93/03 901 ja Chick
et al., US-patenttijulkaisu 5 002 661.

Koska BAO:hon kapseloidut solut tarjoavat kayttddn
tarvittavan metabolisen toiminnon, on toivottavaa, etta
ndmd solut tuottavat optimaalisesti biologisesti aktiivis-
ta molekyylia, joka toteuttaa kyseisen toiminnon. Erilais-
tuneet, jakautumattomat solut saattavat tyypillisesti olla
edullisempia kuin jakautuvat solut BAO:issa kaytettaviksi,
koska ne mahdollistavat halutun biologisesti aktiivisen
molekyylin optimaalisen tuotannon. Monet erilaistuneet,
jakautumattomat solut tuottavat esimerkiksi haluttua tera-
peuttista proteiinia suuremman maaran kuin jakautuvat so-
lut, koska erilaistumisspesifisten geenien ilmentymisen ja
solujen jakautumisen ajatellaan olevan antagonistisia pro-
sesseja. Katso Wollheim, "Establishment and Culture of
Insulin Secreting f Cell Lines, Methods in Enzymology 192
(1990) 223 - 235. Solujen replikaatiokapasiteetti pienenee
solujen erilaistuessa. Monissa tapauksissa proliferaatio
ja erilaistuminen ovat toisensa poissulkevia. Katso Gonos,
Oncogenes in Cellular Immortalisation and Differentiation,
Anticancer Research 13 (1993) 1117.

Erilaistuneen kudoksen kayttd on edullista, koska

erilaistuneen kudoksen ominaisuudet in vivo ovat useimmi-
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ten madranneet BAO:hon sisallytettavaksi toivotun kudoksen
toiminnalliset ominaisuudet. Erilaistuneiden, jakautumat-
tomien solujen kaytdn yhtend toisena etuna on, ettd solu-
jen lukumdara BAO:ssa pysyy suhteellisen vakiona. T&ama
puoclestaan johtaa paremmin ennustettavissa oleviin tulok-
siin ja stabiiliin annosteluun vastaanottajassa. Lisaksi
erilaistuneet solut soveltuvat paremmin kaytettaviksi
BAO:issa, jotka sulkevat sisaansad useampia kuin yhden bio-
logisesti aktiivisia molekyyleja erittavan solutyypin. Jos
kaytetaadn jakautuvia soluja mainitunlaisissa BAO:issa,
erilaiset solutyypit saattavat kasvaa eri nopeudella, mika
johtaa yhden solutyypin ylikasvuun. Kayttamalla erilaistu-
neita, jakautumattomia soluja voidaan helpommin saadella
kahden tai useamman synergistisen solutyypin suhteellisia
osuuksia.

Vaikka erilaistuneiden solujen kayttd on monissa
tapauksissa edullista, nisdkkaista& suoraan eristettyjen
erilaistuneiden solujen kayttddn on liittynyt erilaisia
ongelmia.

Eristetty kudos on ensinndkin potentiaalisesti kon-
taminoitunutta, mika& saattaa wvaatia, ettid kustakin eldi-
mestd otetulle kudokselle tehddan kallis ja aikaavieva
testaus sen varmistamiseksi, ettd se on patogeenitonta.

Kudos voi toisekseen vaurioitua eristamisen aikana
siitd syystad, ettd eristysprosessissa kaytetaan mekaanisia
tai entsymaattisia eristysmenettelyjd. Mekaaniset kasitte-
lyt eivat aina ole helppoja standardoida, mik& johtaa
vaihteluun eristysten valilla.

Kolmanneksi eristyksen aikan saattaa esiintya iske-
miaa, mikd aiheuttaa kudoksen vaurioitumista.

Neljanneksi saattaa olla vaikea saavuttaa toistet-
tavissa olevia saantojen kudoksen Jluovuttajien valisten
vaihteluiden wvuoksi. Esimerkiksi lahde-eldimen ik&, suku-

puocli, terveydentila ja hormonaalinen tila voivat vaikut-
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taa kiinnostuksen kohteena olevan kudoksen saantoon ja
laatuun.

Viidenneksi lahdekudosta ei joskus ole tarpeeksi
tayttamdédn suunnitelman mukainen tarve kyseisen BAO:n koh-
dalla. N&ain tapahtuu esimerkiksi lahdekudoksen tullessa
pienikokoisesta elimestd tai tarvittaessa suuria mdaria
kudosta. Jos eristetyn kudoksen ladhde on ihminen, luovut-
tajakudoksesta on usein vakava pula.

Kuudenneksi joissakin tapauksissa on toivottavaa
muuntaa geneettisesti BAO:ssa kaytettavia soluja. Jakautu-
matonta kudosta on tdhadn asti ollut vaikea muuntaa geneet-
tisesti in vitro, ja muunnettujen sclujen saannot ja omi-
naisuudet saattavat olla epdvarmoja. Niinpd edelld mainit-
tujen ongelmien vuoksi ja erilaistuneiden, jakautumattmien
solujen kaytdn ollessa samalla toivottavaa, on olemassa
tarve menetelmdlle erilaisten, jakautumattomien solujen
tuottamiseksi ja yllapitamiseksi kapseloitaviksi BAO:ihin.

Naiden ongelmien vuoksi on suosittu jakautuvien
solujen ja solulinjojen kayttda BAO:issa tarvittavan bio-
logisen toiminnon aikaansaamiseksi. Jakautuvien solujen
kaytdn yhtend tarkeé&nd etuna on, ettd mainitunlaisia solu-
ja voidaan kasvattaa suuriin lukumddriin in vitro, tutkita
patogeenien suhteen ja tallettaa. Tama mahdollistaa lahes
rajoittamattoman kudosldhteen alemmin tuotantokustannuk-
sin. Valikointiohjemia, kuten solujen lajittelua tai kloo-
nausta, voidaan soveltaa solupankkiin ominaisuuksiltaan
parannettujen alapopulaatioiden kehittamiseksi. Lisaksi
jakautuvat solut ja solulinjat soveltuvat paremmin geneet-
tiseen muokkaukseen kuin erilaistuneet, jakautumattomat
solut. Kyky tuoda soluihin heterologista yhdistelmd&-DNA:ta
amtaa monia uusia mahdollisuuksia muuttaa BAO:hon kapse-
loitavien solujen toimintaa tai fenotyyppia. Tamad puoles-
taan monipuolistaa BAO:iden terapeuttisia kayttdtarkoituk-

sia.
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Kuten on kéasitelty supra, jatkuvasti jakautuvien
solujen BAO:hon kapseloinnin haittapuoliin kuuluu kuiten-
kin valineessa olevien solujen lukumddran heikko saitely,
joka voi johtaa halutun biologisesti aktiivisen molekyylin
tuotannon heikompaan ennustettavuuteen.

Vaikka useimmiten voi olla toivottavaa rajoittaa
solujen kasvua tai minimoida se BAO:ssa, voi joissakin
tapauksissa, esimerkiksi istutettaessa BAO "vihamieliseen"
ymparistddn, olla toivottavaa antaa solujen lisaanty& hi-
taasti solulukuméarien yllépitémiseksi BAO:ssa.

On olemassa yksi toinen ongelma, joka liittyy ylei-
sesti ottaen solujen kapselointiin. Erilaisilla solutyy-
peilld on sellaisia solujen tarttumisominaisuuksia, ettd
soluilla on taipumus tarttua toisiinsa ja muodostaa tii-
viitd agglomeraatteja tai aggregaatteja, erityisesti ellei
saatavissa ole sopivaa substraattia soluille. Mainitunlai-
siin soluryppdisiin voi kehittyad keskelld olevia nekroot-
tisia alueita siitd syystd, ettd ravinteiden ja hapen on
suhteellisen vaikea pdasta ytimessa oleviin soluihin tai
ytimeen keradntyy toksisia tuotteita. Nekroottinen kudos
voi myds vapauttaa ylimdarin solun proteiineja, jotka tar-
peettomasti tuovat isantadn runsaasti ksenoproteiineja tai
muita tekijditd, jotka ovat haitallisia elaville soluille,
esimerkiksi tekijditd, jotka herdttavat makrofagi- tai
muun immuunivasteen. Tamd ongelma voi pahentua, kun solut
kapseloidaan BAO:hon, joka on varustettu puolildpdisevilla
kalvovaipalla kalvon poikki tapahtuvaa diffuusiota koske-
vien rajoitusten vuoksi. BAO:ssa on usein kaytettdvissa
vahemmdn happea ja is&nndstd tulevia ravintoaineita. Li-
saksi BAO:hon voi kerédédntya jatetuotteita.

Naistd tiiviistd solumassoista voi muodostua hi-
taasti tiiviita solukasvustopesakkeita tai niitd voi muo-
dostua nopeasti juuri dispergoituneiden solujen liittyesséa
uudelleen toisiinsa tai kudosvalitteisesti solupintojen

adheesioproteiinien wvaikutuksesta. Solut tai kudokset,
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joilla on suuri metabolinen aktiivisuus, voivat olla eri-
tyisen herkki& hapen tai ravintoaineiden puutteen vaiku-
tuksille ja kuolla pian jouduttuaan suuren soluryppiin
keskelle. Monet endokriinikudokset, jotka ovat normaalisti
tiheiden hiussuonipatjojen yllapitamia, kayttlytyvat tilla
tavalla; Langerhansin saarekkeet nayttdvat olevan erityi-
sen herkki& kapseloituina.

On olemassa tarve saada aikaan menetelmd ja koostu-
mus kapseloitujen solujen kasvun sdatelemiseksi, joissa
yvhdistyvat sekd lisdantyvien soluen ettad erilaistuneiden,
jakautumattomien solujen erilaiset edut. Tamd keksintd
tarjoaa kayttddn menetelmia ja koostumuksia, joiden yhtey-
dessd soluja voidaan lisadtd ja levitt&a rajattomasti in
vitro ja sé&ddelld proliferaation ja erilaistumisen valistéa
tasapainoa solujen ollessa BAO:n sisaan kapseloituina,
niin ettd valine toimii toivotulla tavalla. Tama keksintd
mahdollistaa siten BAO:ssa olevien solujen lukumadran sai-
telyn, ja sen avulla voidaan siten saada aikaan kapselin
tuotantotason parannettu sddtely. Tama keksintd tarjocaa
kayttoddn myds menetelmia solujen kasvun kontrolloimiseksi
sddtelemalld solun sijaintia BAO:ssa ja vahentdad siten
epatoivottavien nekroottisten soluytimien muodostumista
BAO:ssa. Solujen lukumddran ja sijainnin saately BAO:ssa
tarjoaa myds sen edun, ettd helpotetaan BAO-kalvon ja mui-
den valineparametrien optimointia kulloisenkin kapseloidun
solutyypin kohdalla. Tama johtuu siita, ettd valineen tar-
vittavat tunnusmerkilliset ominaisuudet on helpompi maa-
rittaa BAO:ssa olevan kiintedn solupopulaation kuin jakau-
tuvan solupopulaation ollessa kyseessd. Lisdksi voidaan
saavuttaa biologisesti aktiivisten molekyylien pitkaaikai-
nen luovutus.

Yhteenveto keksinndsta

Tamd keksintd vastaa edelld esitettyihin ongelmiin
tarjoamalla kayttddn menetelmid ja koostumuksia solujen

jakautuman (ts. BAO:ssa olevien solujen lukumddran tail
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sijainnin tai molempien) sdatelemiseksi niiden ollessa
BAO:hon kapseloituina. Taman keksinndén mukaisiin menetel-
miin ja koostumuksiin kuuluu (1) menetelmi& ja koostumuk-
sia BAO:hon kapseloitavien solujen muuntamiseksi ja (2)
menetelmia ja koostumuksia BAO:n sis&lla olevien kasvupin-
tojen muuntamiseksi.

Menetelmiin ja koostumuksiin solujen kasittelemi-
seksi kuuluu solujen geneettinen muuttaminen geenill4,
joka koodittaa solujen proliferaatioon tai erilaistumeen
vaikuttavaa tuotetta. Kasittely voi kdsittad sellaisen
kemiallisen yhdisteen ja kasvutekijan aikaansaannin, joka
inhiboi proliferaatiota tai indusoi erilaistumisen. Kasit-
tely voi vaihtoehtoisesti kasittda proliferaatiota stimu-
loivan tai erilaistumista inhiboivan kemiallisen yhdisteen
tail kasvutekijan poistamisen kasvualustasta. Késittely voi
tapahtua ennen kapselointia BAO:hon tai sen jalkeen, edul-
lisesti ennen kapselointia. Solujen proliferaatiota wvoi-
daan lisaksi s&adelld sateilytyksella.

Menetelmiin ja koostumuksiin kasvupinnan muuntami-
seksi kuuluu vahintdan yhden BAO:n sisallad olevan kasvu-
pinnan pé&allystaminen yhdelld tai useammalla solun ulko-
puolisella matriksimolekyylilld ("ECM", extracellular
matrix molecule). ECM:id voidaan sijoittaa padllysteeksi
suoraan ontelopinnalle tai mille tahansa BAO:n sisalla
olevalle alustalle tai mikrohelmikantajille ("mikrokanta-
jille"). Soluja tai mikrokantajia, joille on giirrostettu
soluja, voidaan lisdksi suspensoida matriksimateriaaliin,
joka inhiboi fysikaalisesti solujen proliferaatiota. Mat-
riksimateriaalista voidaan 1lisdksi valmistaa kemiallinen
tai peptidijohdannainen.

BAO:n kasvupintaa voidaan lisdksi muuntaa kemialli-
sella kasittelylld, niin ettd inhiboidaan solujen kiinnit-
tymistad tai edistetdadn solujen kiinnittymistd& BAO:n onte-
lopintaan. Kasvupintaa voidaan lisdksi muuntaa lis&amalla

inertti "telinerakenne" ennen solujen pakkaamista. Teline-
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rakenne estad fysikaalisesti solujen kasvamista ulospain
ja tarjoaa lisdkohtia solujen kiinnittymiselle. On ymmar-
rettava, etteivat erilaiset menetelmat ja koostumukset
solujen muuntamiseksi Jja kasvupinnan muuntamiseksi ole
toisiaan poissulkevia ja ettd niita voidaan kayttad yhdis-
telmana.

Piirustusten lyhyt kuvaus

Kuvio 1 esittdd sellaisen konstruktion plasmidi-
karttaa, joka sisaltaa 2,3 ke:n (kiloemdksen) fragmentin
hiiren Mxl-promoottorista fuusioituna varhaiseen SV40-alu-
eeseen, jotka seuraa BamHI-Xbal-fragmentti hiiren beeta-
globiinigeenin transloitumattomalta 3'-alueelta.

Kuvio 2 NGF:n erittymista [ng/(m1-24 h)] 4, 11 ja
25 wvuorokauden kuluttua BHK-soluista, jotka on kapseloitu
derivatisoimattomiin vertailukalvoihin ("0 %" selitykses-
s&) tai kalvoihin, jotka on derivatisoitu kayttamalla 1 %
tai 5 % PEO-PDMS:3a ("1 %" ja vastaavasti "5 %" selityk-
sessd) . Solut kapseloitiin ilman matriksia ("no mat" seli-

™ matriksia ("vit" seli-

tyksessd) tai kayttamalla Vitrogen
tyksessd) tai agaroosimatriksia ("agse" selityksessa).

Kuvio 3 esgittidad NGF:n vapautumista BHK-soluista,
joita kasvatetaan CultiSphersTM-helmillé agaroosimatriksin
poissa ollessa (selitys: n-mat-008, 0709-n-m) tai agaroo-
simatriksin l&asnda ollessa (selitys: agaro-008, agaro-
0709) .

Kuvio 4 esittda katekoliamiinien vapautumista
PC1l2A-soluista 1, 14 ja 28 vuorokauden kuluttua kapseloin-
nista BAO:ihin, Jjoissa on inertti PHEMA-telinerakenne.
Kuva A esittdd katekoliamiinien perusvapautumista; kuva B
K*:1la heritettyd katekoliamiinien vapautumista. Selityk-
sessd olevat lyhenteet L-dopa, NEPI, epi, DOPAC, DA ja HVA
edustavat L-dopaa, norepinefriinia, epinefriinia, dopakia,
dopamiinia ja vastaavasti homovanilliinihappoa.

Kuvio 5 esittadaa katekoliamiinien vapautumista

PCl2A-soluista 1, 14 ja 28 vuorokauden kuluttua kapseloin-
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nista BAO:ihin, joissa on inertti PHEMA/MMA-telinerakenne.
Kuva A esittédd katekoliamiinien perusvapautumista; kuva B
K*:1la heritettyi katekoliamiinien vapautumista. Selityk-
sessd olevat lyhenteet L-dopa, NEPI, epi, DOPAC, DA ja HVA

edustavat L-dopaa, norepinefriinid, epinefriinia, dopakia,

dopamiinia ja vastaavasti homovanilliinihappoa.

Kuvio 6 esittdd L-dopan vapautumista SV40/DR4-NGF-
soluista, joita kasvatetaan CultiSphers™-helmilld algi-
naattimatriksin lasnd ollessa (selitys: CS/AL) tai agaroo-
simatriksin l&snd ollessa (selitys: CS/AG), 2, 20, 40 ja
80 wvuorokauden kuluttua kapseloinnista BAO:ihin.

Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Maaritelmat

Tassa kaytettynad "keinotekoinen biologinen valine"
eli "BAO" (biocartificial organ) on valine, joka voi olla
suunniteltu istutettavaksi isantaan tai tehty toimivaksi
kehon ulkopuolella ja voidaan kiinnittad joko pysyvasti
tai poistettavissa olevalla tavalla isantaan. BAO sisaltaa
sisaltiddi soluja tai elaviad kudoksia, jotka tuottavat bio-
logisesti aktiivista molekyylia, jolla on terapeuttinen
vaikutus isant&an. BAO:n tulisi vastaanottajaan isutettuna
olla biologisesti yhteensopiva. Niinpa BAO ei saisi ai-
heuttaa isdnnissa haitallista vastetta, joka riittaa teke-
maadn sen toimimattomaksi tai terapeuttisesti kayttodkelvot-
tomaksi. Tallaista toimimattomuutta voi esiintyd esimer-
kiksi sellaisen fibroottisen rakenteen muodostuessa kapse-
lin ymparille, joka rajoittaa ravintoaineiden diffuusiota
kapselissa oleviin soluihin. Vahingollisiin ilmidéihin voi
kuulua myds kapselin hylkiminen tai toksisten tai pyrogee-
nisten vyhdisteiden (esimerkiksi synteettisen polymeerin
sivutuotteiden) vapautuminen BAO:sta ympardivaan isantaku-
dokseen.

Kapseloituja soluja sisaltavista BAO:ista voidaan
konstruoida sellaisia, ettd niilld on immuunieristysomi-

naisuuksia, jotka estavat isé&nnan immuunijarjestelmén ele-
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10

menttejd padsemastd valineeseen ja suojaavat siten keino-
tekoisessa biologisessa valineessa olevia soluja vahingol-
liselta immuunituholta. BAO:n suurentaa hoidossa kaytto-
kelpoisten solutyyppien valikoimaa. Istutetuissa BAO:issa
vadlineet, jotka voivat olla tai olla olematta immuunieris-
taviad, sisdltdvat tavallisesti valittua tuotetta tuottavat
solut tai kudoksen puolilapaisevan fysikaalisen sulun si-
salla, joka mahdollistaa ravintoaineiden, jatemateriaalien
ja erittyneiden tuotteiden diffuusion ympardivaan isanta-
kudokseen ja pidattédd sisalladadn olevat solut, mutta mini-
moi immunologiseen hylkimiseen liittyvien solu- ja mole-
kyyliefektorien haittavaikutukset. Immuunieristysominai-
suudet eivat ehkd kaikissa tapauksissa ole kuitenkaan
valttamattdmia (esimerkiksi solujen ollessa autologisia
tai syngeneeisid isannalle).

"Biologisesti aktiivinen molekyyli" on molekyyli,
joka (a) wvoi toimia solussa, jossa se valmistetaan, (b)
ilmenty& solun pinnalla ja vaikuttaa solun vuorovaikutuk-
seen muiden solujen tai biologisesti aktiivisten molekyy-
lien kanssa (esimerkiksi neurotransmitterireseptori tai
soluadheesiomolekyyli) tai (c) vapautua tai erittya solus-
ta, Jjossa se valmistetaan, ja toteuttaa vaikutuksensa
isdnnassa olevalla erillisellad kohdesolulla tai kohdemole-
kyylilla (esimerkiksi neurotransmitteri, hormoni, kasvute-
kij& tai sytokiini).

Tassa kaytettynd, ellei toisin maaritelld, termi
"solut" tarkoittaa missd tahansa muodossa olevia soluja,
mukaan luettuina kudokseen pidatettyneet solut, soluryp-
paat ja yksittdin eristetyt solut, mainittuihin kuitenkaan
rajoittumatta. Taman keksinndn yhteydessa kaytettavat so-
lut tuottavat vahintaan yhtd biologisesti aktiivista mole-
kyylia.

BAO:n sisalla wvallitsevan solujakautuman saately
tarkoittaa solujen lukumddran saatelya BAO:ssa, solujen

tilallisen sijainnin saatelya BAO:ssa tai molempia.
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Tamén keksinndn yhteydessd voidaan kayttdad laajaa
valikoimaa soluja. Niihin kuuluu hyvin tunnettuja, ylei-
sestl saatavissa olevia immortalisoituja solulinjoja sa-
moin kuin jakautuvia primaarisoluviljelmid. Esimerkkeji
tédman keksinnén toteuttamiseen soveltuvista, vyleisesti
saatavissa olevista solulinjoista kuuluvat L-6-solut,
MDCK-solut, LLC-PK-solut, R-CH3-solut, C2-sclut, BHK-solut
(by hamster kidney), kiinanhamsterin munasarjasolut (CHO-
solut), hiiren fibroblastit (L-M), NIH Swiss -hiiren al-
kiosolut (NIH/3T3), vihermarakattisolulinjat (mukaan luet-
tuina COS-a, COS-1, COS-6, COS-7, BSC-1, BSC-40, BMT-10 ja
Vero), rotan lis&munuaisen kromaffiinikasvainsolut (PC12),
rotan gliakasvainsolut (C6), RAJI-solut (ihmisen lymfoo-
ma), MOPC-31C-hiiren plasmasytoomasolut, MNSD-solut, MNSH-
solut, ripTag-transgeenisestd hiirestad perdisin olevat
solut, SCT-1-solut, fR-TC-solut, Hep-G2-solut, AT-T20-so-
lut, beeta-solulinjat, kuten NIT-solut tai RIN-solut,
Ntera-2-solut [Pleasure et al., Journ. Neuroscience 12
(1992) 1802 - 1815] ja ihmisen astrosyyttisolulinjat, ku-
ten U-373 ja U-937.

Primaarisoluihin, joita voidaan kayttaa, kuuluvat
bFGF:44&n reagoivat kanta- tai emohermosolut, jotka ovat
perdaisin nisdkkaiden keskushermostosta [Richards et al.,
PNAS 89 (1992) 8591 - 8595; Ray et al., PNAS 90 /1993)
3602 ~ 3606], primaariset fibroblastit, Schwann-solut (WO
92/03536), astrosyytit, oligodendrosyytit ja niiden esias-
teet, myoblastit ja lisd&munuaisen kromaffiinisolut. Yksi
mainitunlainen myoblastisolulinja on C,C;,-solulinja.

Solut voidaan valita myds sen mukaan, mita menetel-
maa kasvun sdatamiseksi ja erilaistumisen aikaansaamisek-
si on maard kayttaa. Kantasoluja voidaan esimerkiksi kayt-
tad helposti sellaisten menetelmien yhteydessa, joissa
erilaistuminen indusoidaan kemiallisella aineella. Kanta-
solut ovat yleisesti ottaen erilaistumattomia soluja, jot-

ka in vivo ovat normaalisti lepotilassa mutta proliferaa-
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tiokykyisid ja kykenevia tuottamaan 1lisdd kantasoluja,
joilla on kyky tuottaa suuri maara emosoluja, jotka puo-
lestaan voivat tuottaan erilaistuneita tai erilaistumisky-
kyisid tytarsoluja. Kantasolut edustavat ryhmaa soluja,
joita voidaan helposti lisata viljelmassa ja joiden jalke-
laiset voidaan saattaa erilaistumaan lopullisesti antamal-
la jotakin méarattya kasvutekijadd. Katso Weiss et al.,
PCT/CA 92/00 283.

Myoblastit ovat yksi solutyyppi, joka voidaan kap-
seloida tamén keksinndén mukaiseen BAO:hon. Myoblastit ovat
esiastelihassoluja, Jjotka ovat ovat alunperin syntyneet
mesodermin kantasolupopulaatioista. Saatavana on joukko
myoblastisolulinjoja, joille voi tapahtua erilaistuminen
viljelmdssa, esimerkiksi L-6- ja R-CH3-solut. Primaarisia
myoblasteja voidaan helposti eristaad autopsia- tai biop-
siakudoksesta ja ne ovat puhdistettavissa ja lisattavissa.
Myoblastit proliferoituvat ja fuusioituvat yhteen, niin
ettd muodostuu erilaistuneita, monitumaisia "myoputkia'.
Myoputket eivat endd jakaudu, mutta jatkavat lihasproteii-
nien tuotantoa. Proliferoituvia myoblasteja voidaan hel-
posti ké&sitelld geneettisesti tuottamaan terapeuttisia
molekyylej&. Tunnetaan menetelmia yhden tai useamman gee-
nin viemiseksi myoblasteihin haluttujen bioclogisesti ak-
tiivisten molekyylien tuottamiseksi. Myoblasteilla on kyky
liikkua, fuusioitua ennalta olemassa oleviin kuituihin ja
toimia niihin tuotujen yhden tai useamman geenin kantaji-
na. Katso Verma et al., WO 94/01129; Blau et al., TIG 9
(1993) 269 - 274; WO 93/03768 ja WO 90/15863. Kasitellyt
solut voidaan kapseloida ja niiden voidaan antaa erilais-
tua BAO:ssa tail voidaan kapseloida itse erilaistuneet so-
lut.

Solujen valinta riippuu myds aiotusta kaytdsta.
BAO:n sis&lla olevat solut voidaan valita neurotransmitte-
rin erityksen perusteella. Mainitunlaisiin neutrotransmit-

tereihin kuuluvat dopamiini, gamma-aminovoihappo (GABA),
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serotoniini, asetyylikoliini, noradrenaliini, epinefriini,
glutamiinihappo ja muut peptidineurotransmitterit. Voidaan
kayttaa myds soluja, jotka syntetisoivat ja eritt&vat neu-
rotransmitterien aktiivisia agonisteja, analogeja, johdan-
naisia tai fragmentteja, mukaan luettuina esimerkiksi so-
lut, jotka erittavat bromokriptiinid, yhtd dopamiiniago-
nistia, ja solut, jotka erittavat L-dopaa, yhta& dopamiinin
esiastetta.

. Solut voidaan valita sen perusteella, ettd ne erit-
tavat hormoneja, sytokiinejéa, kasvutekijdita, ravitsemus-
tekijditd, angiogeneesitekijditd, vasta-aineita, veren
hyytymistekijoita, lymfokiineja, entsyymeja ja muita tera-
peuttisia aineita tai niiden agonisteja, esiasteita, ak-
tiivisia analogeja tai aktiivisia fragmentteja. Niihin
kuuluvat enkefaliinit, katekoliamiinit, endorfiinit, dy-
norfiini, insuliini, tekij& VIII, erytropoietiini, subs-
tanssi P, hermokasvutekijd (NGF), gliasolulinjaperainen
neurotrofinen tekijd& (GDNF), verihiutaleperadinen kasvute-
kijad (PDGF), epidermaalinen kasvutekija (EGF), aivoperai-
nen neurotrofinen tekija (BDNF), neurotrofiini-3 (NT-3),
neurotrofiini-4/5, GDF/LIF, bFGF, aFGF, joukko muita fib-
roblastikasvutekijditd, siliaarinen neurotrofinen tekijé
(CDNF) ja interleukiinit.

Edella esitetyn perusteella tulisi ymmartaa, etta
tamadn keksinndén mukaisissa menetelmissa kayttdkelpoisiin
soluihin kuuluu transformoimattomia soluja, jotka eritta-
vat yhtd tai useampaa haluttua bioclogisesti aktiivista
molekyylia, tai soluja, jotka voidaan transformoida teke-
maan niin.

Lukuisia biologisesti aktiivisia molekyylej& koo-
dittavat geenit on kloonattuja ja niiden nukleotidisek-
venssit julkaistu. Monia naistd geeneista on saatavana
yvleisesti tallennuslaitoksista, kuten American Type
Culture Collectionista (ATCC), tai erilaisista kaupalli-
sista lahteistd. Taman keksinndn yhteydessa kayttdkelpoi-



10

15

20

25

30

14

sia biologisesti aktiivisia molekyylej& koodittavia gee-
neja voidaan saada aikaan kayttamdlla tavanomaisia yhdis-
telma-DNA-menetelmia, kuten PCR-monistusta ja genomi- ja
cDNA-kirjastojen seulomista mistd tahansa julkaistuista
sekvensseistd johdetuilla oligonukleotidikoettimilla. Mitd
tahansa tunnettua geenia, joka koodittaa bioclogisesti ak-
tiivisia molekyyleja, voidaan kayttda tamdn keksinndén mu-
kaisissa menetelmissa. Katso esimerkiksi US-patenttijul-
kaisu 5 049 493; Gage et al., US-patenttijulkaisu
5 082 670 ja US-patenttijulkaisu 5 167 762.

Kiinnostuksen kohteena oleva geeni (esimerkiksi so-
pivaa biologisesti aktiivista molekyylid koodittava geeni)
voidaan insertoida sopivan ilmentymisvektorin kloonauskoh-
taan kayttamalld tavanomaisia menetelmid. Namd& menetelmit
ovat ammattimiesten hyvin tuntemia.

Kiinnostuksen kohteena olevan geenin sisdltamdé
ilmentymisvektoria voidaan sitten kayttadd sen solulinjan
transfektointiin, jota on maara kayttda taman keksinndn
mukaisissa menetelmiss&. Voidaan kayttda tavanomaisia
transfektointimenetelmid, kuten kalsiumfosfaattikerasaos-
tusta, DEAE-dekstraanitransfektiota, lipidivalitteisia
menetelmia tai elektroporaatiota.

Tassa tarjotaan kayttddn menetelmia Jakautuvien
solujen kasvun sdatelemiseksi, joiden avulla voidaan saa-
delld proliferaation ja erilaistumisen valistd tasapainoa,
niin etta saadaan aikaan BAO:hon kapseloitujen erilaistu-
neiden, jakautumattomien solujen varasto. Kayttddn tarjo-
taan myds menetelmiad seka jakautuvien ettd jakautumatto-
mien solujen kasvun sdatelemiseksi, joiden avulla sdadel-
14an solujen jakautumista ja lukumaaraa BAO:ssa, mika joh-
taa nekroottisten soluytimien vahentyneeseen muodostumi-

seen ja vahentyneeseen solujatteeseen.
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Proliferaation ja erilaistumisen geenitekninen sda-
tely

Tassad tarjotaan kayttddn menetelmid ja koostumuksia
solujen kasvun saatelemiseksi muuttamalla geneettisesti
soluja geenilléa, joka koodittaa solujen proliferaatioon
tai erilaistumiseen vaikuttavaa tuotetta.

Taman keksinndén yhden puolen mukaisesti kaytetaan
immortalisoituja solulinjoja kasvun saitelyn saavuttami-
seksi BAO:ssa. Primaarisolut transformoidaan geenilla,
joka koodittaa proliferaatiota edistavaa tuotetta. Proli-
feraatiota edistava geeni kytketdan toiminnallisesti saa-
deltavissa olevaan promoottoriin. Menetelmia, joita kuvaa-
vat Land et al. [Nature 304 (1983) 596 - 602] tai Cepko
[Neuron 1 (1988) 345 - 353] immortalisoitujen solujen
tuottamisen suhteen, voidaan rutiininomaisesti muuntaa
siten, ettd tuloksena on ehdollisesti immortalisoituja
soluja.

Taman menetelmdn mukaisesti solujen proliferaatiota
(ts. mitoosia) voidaan inhiboida tai se voidaan pysayttaa
proliferaationedistysgeenin, kuten onkogeenin (esimerkiksi
c-myc, v-mos, v-Ha-ras, SV40 T-antigeeni, adenovirusperai-
nen E1-A), vahennetyn ilmentymisen kautta. Onkogeenin va-
hentynyt ilmentyminen saavutetaan onkogeenin ilmentymisté
ohjaavan promoottorin "saatamiselld alasp&in", repressiol-
la tai inaktivoinnilla, kun BAO istutetaan in vivo isan-
taadn. Saadettavissa olevan promoottorin "saadtaminen ylds-
pain", aktivointi tai derepressio in vitro johtaa prolife-
raatiota edistavan geenin ilmentymiseen ja mahdollistaa
siten proliferaation in vitro. Sopivia promoottoreja ovat
sellaiset, joita voidaan saataa alaspain in vivo, mukaan
luettuina esimerkiksi glykokortikoideihin reagoivat pro-
moottorit, kuten PNMT [Hammang et al., Neuroprotocols 3
(1993) 176 - 183] ja interferoniin ("IFN") reagoivat pro-
moottorit, kuten Mxl [Hug et al., Mol. Cell. Biol. 8
(1988) 3065 - 3079; Arnheiter et al., Cell 52 (1990) 51 -



10

15

20

25

30

35

16

61], retrovirusten pitkdn terminaalisen toistojakson pro-
moottorit, tetrasykliiniin reagoivat promoottorit, esimer-
kiksi lac-promoottori ja insuliiniin reagoivat promootto-
rit. Katso myds McDonnel et al., WO 93/23431. Ymmirretté-
neen, ettd promoottorin valinta riippuu aiotusta istutus-
kohdasta. Niinpa esimerkiksi glukokortikoideihin tai
IFN:iin reagoivat promoottorit ovat kadyttdkelpoisia tehta-
essd istutus aivoihin tamdn keksinndédn mukaisesti, silléa
glukokortikoidi- ja/tai IFN-pitoisuudet ovat hyvin pieniéa
aivoissa. Siten naiden promoottorien ei odotettaisi ohjaa-
van onkogeenin merkittavaad ilmentymistéd, kun BAO on istu-
tettu aivoihin.

Yhdessa suoritusmuodossa muodostetaan ehdollisesti
immortalisoituja soluja kytkemalld toiminnallisesti onko-
geeni sdadeltdvissd olevaan promoottoriin. Promoottori
aktivoituu tai sddtyy yldspain sitoutumisproteiinin lasna
ollessa. Sitoutumisproteiinin tuotantoa voidaan saadella
kytkemdalld sitoutumisproteiinia koodittava geeni toimin-
nallisesti tetrasykliiniin reagoiVaan promoottoriin.

Yhden suoritusmuodon ajatuksena on esimerkiksi
transformoitu solu, joka sis&ltdd konstitutiivisen pro-
moottorin, joka ohjaa tet-repressorin ilmentymista. Solu
sisaltdd lisdksi heterologisen geenin kytkettynad toimin-
nallisesti CMV-IE-promoottoriin. Jos CMV-IE-promoottorin
vieressa on tet-operaattorisekvensseja, voidaan tastd pro-
moottorista késin tapahtuva ilmentyminen pysayttda tetre-
pressorilla. Kun tet on lasna, transkriptio tapahtuu, kos-
ka tet sitoutuu tet-repressoriin ja antaa muille trans-
kriptiotekijdille mahdollisuuden sitoutua CMV-IE-promoot-
toriin. Taman suoritusmuodon mukaisesti onkogeeni ilmentyy
ainoastaan tetrasykliinin lasnd ollessa. Niinpa solut voi-
daan saattaa proliferoitumaan in vitro tetrasykliinin las-
na ollessa.

Muutamia paiva ennen istutusta tetrasykliini voi-

daan poistaa siirtogeenin ilmentymisen vahentamiseksi ja
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siten wvastaavasti solujen proliferaation vahentamiseksi
tai pysayttadmiseksi BAO:ssa.

Yhdessd erityissuoritusmuodossa, jossa kaytetaan
ehdollisesti immortalisoituja soluja, kasvun sadately saa-
vutetaan kayttamalld Mxl-promoottoria. Mxl-geeni koodittaa
proteiinia, joka antaa resistenssin influenssa A ja B -vi-
ruksille. Mxl-geeni on promoottorinsa tiukasti saatelema.
Geeni ei ilmenny interferonin ("IFN") poissa ollessa ja on
indusoitavissa IFNo:n ja IFNf:n lasnd ollessa. Arnheiter
et al., Cell 52 (1990) 51 - 61, ovat kuvanneet Mxl-siirto-
geenisen hiiren aikaansaantia, jolla esiintyi interfero-
nilla indusoitavissa olevaa siirtogeenin ilmentymistd muu-
tamissa kudoksissa. SV40:n suuri T-antigeeni pystyy trans-
formoimaan ja immortalisoimaan soluja, jotka ovat peraisin
joukosta kudoksia.

Yhdess& suoritusmuodossa voidaan fuusioida hiiren
Mx1l-promoottori SV40:n varhaisen alueen kanssa ja kayttaa
t4td kimeeristd geenia siirtogeenisen hiiren aikaansaan-
tiin. Mxl-promoottorielementtien tarjoama tiukka saately
antaa mahdollisuuden s&&delld onkogeenin ilmentymista ku-
doksissa tai siirtogeenisistad eldimista valmistetuissa
soluviljelmissd ja muodostaa siten ehdollisesti immortali-
soituja solulinjoja.

T&41l4a tavalla tuotettuja solulinjoja voidaan IFNa:n
tai IFNf:n lasnd ollessa lisatd aritmeettisesti samoin
kuin useimpia muita solulinjoja. Solujen jakautuminen voi-
daan pysayttdd poistamalla IFNo tai IFNf joko ennen kapse-
lointia tai sen jalkeen. Yhdessd edullisessa suoritusmuo-
dossa voidaan valmistaa kantahermosoluja (neurospheres)
siirtogeenisistd hiiristd, jotka sisaltdvat Mx1-SV40-T-
antigeenikonstruktion, ka&yttdmdlld Weissin menetelmad
(PCT/CA 92/00283). Siten saatu ehdollisesti immortalisoitu
kantahermosolulinja voidaan sitten kapseloida ja istuttaa

in vivo isa&ntéaan.



10

15

20

25

30

35

18

Tatd ehdollisesti immortalisoitua kantahermosolu-
linjaa voidaan haluttaessa lisdksi muuntaa tavanomaisin
menetelmin edelleen geneettisesti vapauttamaan mitd tahan-
sa joukosta kasvutekijditd tai neurotransmitterimolekyyle-
j&. Muutkin IFN:iin reagoivat promoottorit saattavat olla
kayttdkelpoisia tasséd suoritusmuodossa. Naihin promootto-
reihin kuuluvat metallitioneiini, H—ZKP, H—2Dd, H-2Ld, HLA-
A3, HLA-DRwa, HLA-ryhmdn I geeni, 202, 56K, 6-16, IP-10,
ISG1l5, ISG54 ja 2',5'-oligo(A)-syntetaasi. Katso Hug et
al., Mol. Cell. Biol. 8 (1988) 3065 - 3079.

Tamd suoritusmuoto soveltuu erityisesti soluille,
jotka on maadra kapseloida BAO:ihin istutettaviksi aivoi-
hin. Aivoverenkierrossa olevat IFNa- ja IFNB3-pitoisuudet
ovat riittavan alhaisia, jotta MXl-promoottorin ohjaama
transkriptiocaktiivisuus on riittamatdédn Jjohtamaan solujen
proliferaatioon. Lahtdkohtana olevissa siirtogeenisissa
eldimissd T-antigeenin ilmentyminen oli indusocitavissa
muutamissa kudoksissa, mutta tamdn onkogeenin luonnollista
ilmentymista havaittiin vain kateenkorvassa. Onkogeenin
ilmentyminen kateenkorvassa on kuitenkin suhteellisen
yleinen ilmid siirtogeenisissé elaimissa, joissa ilmentyy
varhainen SV40-alue. Niinpa solut voidaan onkogeenin mer-
kittavan ilmentymisen poissa ollessa pitad l&hes lepoti-
lassa in vivo.

Yhdessa toisessa suoritusmuodossa hyddynnetddn sité
havaintoa, etta perinteisessd retrovirusinfektointimene-
telmadssa solujen késittelemiseksi geeniteknisesti in vivo
-kayttda varten kaytetddn retroviruspromoottoreja, esimer-
kiksi pitké&n terminaalisen toistojakson ("LTR", long
terminal repeat) promoottoria. Katso esimerkiksi Gage et
al., US-patenttijulkaisu 5 082 670. Naiden promoottorien
ohjaamien geenien ilmentyminen on tyypillisesti heikennet-
tya in vivo. Ajatellaan, ettd téman heikentymisen valitta-
jind ovat verenkierrossa olevat sytokiinit. Tassa keksin-

néssa hyddynnetdan ta&ta normaalisti vahingollista retrovi-
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rusgeenien sidatymistad alasp&in solujen proliferaation py-
sayttamiseksi tai vahentamiseksi, kun solut kapseloidaan
BAO:hon ja istutetaan in vivo. Tassa tapauksessa immorta-
lisoivan geenin (onkogeenin) ohjaus tapahtuu LTR:std kéa-
sin. Tam& geeni "immortalisoi" solut, kun niitd yllapide-
tdan ja lisatdan in vitro. Istutuksen jalkeen, sytokiinien
lédsnd ollessa, "immortalisoivan" onkogeenin toiminta heik-
kenee, proliferaatio vdhenee tai pysahtyy, ja solut voivat
menna lepotilaan valineessa.

Taman suoritusmuodon mukaisesti voidaan ehdollises-
ti immortalisoituja soluja tuottaa retrovirusinfektoinnil-
la tai DNA-transfektiolla kayttémé&llad cDNA:ta, joka sisal-
taa onkogeenin (esimerkiksi c-myc, v-mos, v-Ha-ras, SV40:n
T-antigeeni, adenovirusperainen E1-A) kytkettynd toimin-
nallisesti retroviruspromoottoriin, esimerkiksi LTR-pro-
moottoriin. Parhaina pidamme Moloney-hiirileukemiaviruksen
(MLV) , Rous-sarkoomaviruksen (RSV) ja hiiren rintasydpévi-
ruksen (MMTIV) promoottorisekvensseja.

Onkogeeni ilmentyy normaalisti ndissa transformoi-
duissa soluissa in vitro. Menestyksellisesti transformoi-
tuja soluja kasvatetaan viljelmdssa kayttamallad vakiintu-
neita viljelymenetelmid. LTR-siirtogeenin ilmentymista
voidaan sitmuloida lisdamé&lla deksametasonia tai epider-
maalista kasvutekijda transformoitujen solujen viljelyyn
tarvittavan ajan lyhentamiseksi. Saattamalla solut alt-
tiiksi sytokiineille, esimerkiksi gamma-interferonilla
(IFN- ), TINF-a:lle ja transformoivalle kasvutekij&-f:lle
(TGF3) , edullisesti muutamia pdivid ennen kapselointia ja
istutusta, voidaan mitoosia va&hentdd estdmialld LTR:n oh-
jaamaa siirtogeenin ilmentymistd. Katso Schinstine ja
Gage, Molecular and Cellular Approeaches to the Treatment
of Neurological Disease, toim. S. G. Waxman 1993, s. 71;
Selinger et al., J. Immunol. 141 (1988) 2138 - 2144;
Selinger et al., J. Virology 61 (1987) 2567 - 2572;
Selinger et al., J. Virology 62 (1988) 619 - 621.
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Mikd tahansa sopiva solu voidaan immortalisoida

- ehdollisesti edelld kuvatuin menetelmin. Ammattimies pys-

tyy maarittéamdan jonkin madaratyn solutyypin soveltuvuuden
ehdolliseen immortalisointiin alalla hyvin tunnetuin tut-
kimusmenetelmin, mukaan luettuina tassa esitettavat mene-
telmat.

Tassa tarjotaan kayttddn menetelmid immortalisoitu-
jen solulinjojen tai muiden jatkuvasti proliferoituvien
solujen kasvun saatelemiseksi transformoimalla namad solut
sisdltamdan kasvainsuppressorigeeneja, esimerkiksi p53-
geenin tai RB-geenin, niin ettd proliferaatio pysahtyy tai
vahenee. Kasvainsuppressorigeenien eli antionkogeenien
otaksutaan olevan kasvua rajoittavia geeneja. Katso esi-
merkiksi Weinberg, Neuron 11 (1993) 191 - 196. Esimerkiksi
villid tyyppid oleva P53-aktivoitu fragmentti 1 (WAF1l) voi
hillita kasvainsolujen kasvua viljelmédssa. Teoriana on,
ettd pS53-proteiinin indusoimat geenit saattavat valittaa
sen biologisen tehtévan kasvainsuppressorina. Katso El-
Deiry et al., Cell 75 (1993) 817 - 825. WAFl-geenia kutsu-
taan myds CIPl-geeniksi. Muihin PS3-valitteisiin kaswvua
vahentdviin geeneihin kuuluvat GADD45 ja GADD153 (eli
CHOP) . Katso Ron, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994)
1985 - 1986. Tassd yhteydessa voidaan kayttad edelld kasi-
teltyjad tavanomaisia menetelmia solujen transformoimiseksi
heterologisella DNA:1lla.

Yhden suoritusmuodon mukaisesti immortalisoituja
soluja tai jatkuvasti proliferoituvia soluja transformoi-
daan kasvansuppressorigeenilla, joka on toiminnallisesti
kytketty sdadeltavissi olevaan promoottoriin. Sopivan saa-
deltavissad tai indusoitavissa olevan promoottorin kayttd
mahdollistaa siirtogeenin ilmentymisen saatamisen alaspain
tai "kytkemisen pois p&alta", kun transformoituja soluja
viljelldadn in vitro, ja siten solujen lisaamisen. Kapse-
loinnin ja istutuksen jalkeen promoottori "indusoidaan"

tai sitéd sdadetdédn yldspdin, ja tapahtuu kasvainsuppresso-
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rigeenin ilmentyminen, mikd& johtaa solujen proliferaation
vahentymiseen tai pysahtymiseen.

Tyrosiinihydroksylaasi- ja erytropoietiinipromoot-
torit saattavat olla kayttdkelpoisia keksinndén taman puo-
len yhteydessa. Nama promoottorit "saatyvat alaspain" tyy-
pillisesti runsashappisissa olosuhteissa, kuten olosuh-
teissa, joita esiintyy in vitro, mutta "sdatyvat yldspain™
vahadhappisissa olosuhteissa, kuten olosuhteissa, joihin
solut joutuvat BAO:hon kapseloinnin ja isantaan istuttami-
sen jalkeen.

Lisdksi voidaan kayttda sopivia kytkettyjad tai de-
repressiokykyisid promoottorijarjestelmid proliferaatio-
suppressorigeenin toivotun saatelyn aikaansaamiseksi. Yh-
dessd sopivassa jarjestelmdssd kaytetddn esimerkiksi AP1-
promoottoria ja lac-operaattori-PGKl-promoottorijarjestel-
maa, jota kuvaavat Hannan et al. [Gene 130 (1993) 233 -
239] . APl-promoottori kytketddn toiminnallisesti lac-rep-
ressorigeeniin. lacO (lac-operaattori) ja 3-fosfoglyse-
raattikinaasi (PGKl) -promoottori kytketddn toiminnalli-
sesti proliferaatiosuppressorigeeniin. Eksogeenisen forbo-
liesterin lisd&&minen in vitro indusoi APl-promoottorin,
mikd johtaa lac-repressoriproteiinien ilmentymiseen. Rep-
ressoriproteiinin lésna ollessa lacO-PGKl-promoottorikon-
struktio repressoituu eikd proliferaatiosuppressorigeenin
ilmentymistd tapahdu. Forboliesterin poissa ollessa in
vivo repressoriproteiinia ei ilmenny, lacO-PGKl-promootto-
ri derepressoituu ja proliferaatiosuppressorigeeni ilmen-
tvy.

Yhden menetelmdn mukaisesti transformoidaan sopiva
solu erilaistumisen indusoivaa tuotetta koodittavalla gee-
nilla. Tamd erilaistumisen indusoiva geeni kytketddn toi-
minnallisesti saadeltavissad olevaan promoottoriin. Taman
menetelman mukaisesti erilaistumisen indusoiva geeni il-
mentyisi kapseloinnin ja elavaan isantdan istuttamisen

jadlkeen. Ilmentyminen voidaan pysdyttda tai inhiboida kui-
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tenkin in vitro sdddeltavissa olevan promoottorin asianmu-
kaisella saatamiselld alaspdin, repressiolla tai inakti-
voinnilla ja mahdollistaa siten halutun solun tai solulin-
jan lisdaminen in vitro. Tata menetelmdd voidaan kayttaa
jakautuvien solujen tai immortalisocitujen primaarisolujen
vhteydessa. HMG-geeni (high wmobility group chromosomal
protein 14 -geeni) on yksi esimerkki solujen erilaistumi-
sen saatelyyn osallistuvista geeneista. Mita tahansa sopi-
vaa promoottoria, joka sdatyy yldéspdin in vivo mutta on
"kytkettavissad pois paalta" tai saadettavissa alaspain in
vitro, voidaan kayttda tassd suoritusmuodossa, kuten on
kadsitelty edella proliferaationpysaytysgeenien kaytdn yh-
teydessa. Lisaksi voidaan kayttdd mita tahana sopivaa de-
repressiokykyistd promoottorijarjestelmaa, kuten on kasi-
telty supra, kasvainsuppressorigeenin ilmentymisen saate-
lyyn.

Yhdessa toisessa menetelmassa kasvun sdatelemiseksi
kaytetdadn antisense-RNA:ta tai -DNA:ta tai niiden johdan-
naisia. Antisense-RNA tal -DNA on yksisdikeinen nukleiini-
happo, joka on komplementaarinen geenin koodittavalle sai-
keelle tai kyseisen geenin transkriptiossa syntyneelle
"koodittavalle" mRNA:1lle. Jos solussa on lasn&d antisense-
RNA:ta samanaikaisesti mRNA:n kanssa, antisense-RNA hybri-
disoituu mRNA:han, jolloin muodostuu kaksoissaie, jota
ribosomit eivat pysty lukemaan proteiinin valmistamiseksi.
Antisense-RNA:ta voidaan viedd soluhin joko mikroinjekti-
olla tai lisaamalld suuri mdara kasvualustaa. Taman kek-
sinndén mukainen edullinen menetelm& on kohdesolujen
transfektointi eukaryoottisilla ilmentymisvektoreilla.
Katso Neckers et al., Antisense Technology: Biological
Utility And Practical Considerations, Am. J. Physiol. 265
(Lung Cell. Mol. Physiol. 9) (1993) L1 - L2.

Taman suoritusmuodon mukaisesti antisense-geeni,
joka koodittaa joko proliferaation indusoivaa geenia tai

kasvainsuppressorigeenid vastaavaa antisense-RNA:ta, voi-
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daan toiminnallisesti kytked& indusoitavissa olevaan pro-
moottoriin. Kun promoottori indusoidaan, syntyy antisense-
RNA:ta. Jos transformoidut solut sisdltavat proliferaation
indusoivan geenin, antisense-RNA:n tulisi tuotanto t&man
suoritusmuodon mukaisesti pysaytetyksi tai saadetyksi
alaspain in vitro, jolloin solujen lisdantyminen mahdol-
listuu, ja sdadetyksi yléspdin in vivo, jolloin saavute-
taan proliferaation pysdhtyminen tai heikkeneminen.

Vaihtoehtoisesti, jos transformoidut solut sisaltéa-
vat kasvainsuppressorigeenin, antisense-RNA:n tuotanto
tulisi saadetyksi yléspain in vitro ja alaspain in vivo,
niin ettd saavutetaan toivottu kasvun saately.

Antisense-tekniikkaa voitaisiin lisdksi kayttéaa
minkd tahansa antisense-geenin konstruoimiseksi geenille,
joka koodittaa proliferaatiolle tai erilaistumiselle valt-
tamatdntd tuotetta. Antisense-geenin ilmentymisen sopiva
indusointi antaisi ammattimiehelle mahdollisuuden saavut-
taa tadman keksinndn mukaisten kapseloitujen solujen toi-
vottu kasvun sdately.

On edullista kayttdad sadadeltavissa olevaa promcot-
tori-geenikonstruktiota, jota voidaan manipuloida in vivo
siind tapauksessa, ettd kay valttamattdmadksi tai toivotta-
vakgi indusoida solujen lisdproliferaatio in vivo. Esimer-
kiksi Mx1/Sv40-konstruktiossa, jota on kasitelty edelld,
voidaan lisatd IFN:a paikallisesti tai systeemisesti onko-
geenin ilmentymisen indusoimiseksi. Solujen jakautumisen
lisdantyminen in vivo BAO:ssa voi olla toivottavaa solujen
lukumdaran lisdamiseksi, niin etta korvataan BAO:ssa kuol-
leita soluja tai saavutetaan halutun biologisesti aktiivi-
sen molekyylin suurempi tuotanto BAO:ssa.

Kasvun ja erilaistumisen s&ately kayttdmalli kemi-
allisia yhdisteita

Noudatettaessa yhtd toista tamén keksinndén mukaista
menetelmdd soluille voidaan tehdd kasittely, joka inhiboi

proliferaatiota tai indusoi erilaistumisen. Joissakin me-
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netelmissd tamd kasittely kéasittdad kemiallisen yhdisteen
tai kasvutekijan kaytdén. Joissakin muissa menetelmisséa
kédsittely kasittda kemiallisen yhdisteen tai kasvutekijéan
poistamisen kasvualustasta. Kasittely voi tapahtua ennen
BAO:hon kapselointia tai sen Jjalkeen, edullisesti ennen
kapselointia.

Kaytettava proteiini tai kemiallinen yhdiste riip-
puu solutyypista ja toivotusta vaikutuksesta. Ammattimies
pystyisi tutkimaan jonkin maardtyn solutyypin reagoivuuden
valittuun yhdisteeseen tai proteiiniin kayttamé&lla rutii-
nimenetelmia.

Yhdessa menetelmassad solujakautumaa sdadellaén ka-
sittelylld, joka kasittad proliferaation indusoivan kemi-
allisen yhdisteen tai kasvutekijan poistamisen solun kas-
vualustasta. Yhdessad suoritusmuodossa voidaan kayttaa kas-
vutekijditd, kuten epidermaalista kasvutekijaa ("EGF"),
transformoivaa kasvutekijdd o ("TGF-«"), amfireguliinia
tai mit& tahansa muuta sopivaa ainetta kanta- tai emosolu-
jen proliferaation indusointiin, mukaan luettuina alkion
sympateettisista ganglioista ja immortalisoiduista emoso-
luista, edullisesti kantahermosoluista (Weiss, PCT/CA
92/00 283), peraisin olevat solut. Tam& mahdollistaa esi-
astehermosoluvaraston vyllapitdmisen Jja lisdamisen 1in
vitro. Ollessaan kapseloituina naiden proliferaation indu-
soivien kasvutekijdiden poissa ollessa esiastehermosolut
lakkaavat jakautumasta ja erilaistuvat.

Esiastehermosolut voidaan 1lisaksi indusoida eri-
laistumaan kasittelemdllad esimerkiksi forboliesterilla tai
kasvattamalla kiinte&dlld substraatilla, mukaan luettuina
ionisesti varautuneet pinnat, kuten poly-L-lysiini ja po-
ly-L-ornitiini yms. Erilaistuminen voidaan indusoida myds
kasittelemdlld FGF-ryhman jollakin j&senelld yhdistettyna
vidhint4an vhteen tekij&an, joka kuuluu joko siliaaristen
neurotrofisten tekijdiden (CNTF) tai hermokasvutekijdiden

(NGF) ryhm&an, kuten kuvaavat Ip et al. (WO 94/03199).
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Yhdessa toisessa suoritusmuodossa voidaan kayttaa
stroomassa syntyvaa monilinjakasvutekijaa, josta kaytetaan
myds nimityksia "syottdsolukasvutekija", "kantasolukasvu-
tekija", "c-kit-ligandi" tai "Steel-tekija", hematopoieet-
tisten kantasolujen proliferaation indusointiin. Jakautu-
vien solujen varaston yllapitémiseksi in vitro hematopoi-
eettisia soluja viljellddn syéttdsolukasvutekijdn 1lasna
ollessa. Proliferaation pysayttamiseksi tai védhentamiseksi
sydttdsolukasvutekija poistetaan kasvualustasta. Tama voi-
daan tehda ennen kapselointia tai sen jalkeen, edullisesti
ennen kapselointia.

Esimerkkeihin muista monilinjakasvutekijdista, jot-
ka edistavat proliferaatiota, kuuluvat interleukiini-3 ja
granulosyytti-makrofagipesdkkeita stimuloiva tekija. Syot-
td&solukasvutekija voi vaikuttaa solujen kasvuun myds yh-
dessd muiden monilinjakasvutekijéiden tai linjaspesifisten
kasvutekijdiden, esimerkiksi erytropoietiinin, kanssa.
Sydttdsolukasvutekijan ajatellaan toimivan synergistisesti
esimerkiksi IL-3:n kanssa voimakkaasti rikastuneiden hii-
ren hematopoieettisten kantasolujen proliferaation ja eri-
laistumisen indusoinnissa. Katso Galli et al., The Biology
of Stem Cell Factor, a New Hematopoietic Growth Factor
Involved in Stem Cell Regulation, Int. J. Clin. Lab. Res.
23 (1993) 70 - 77.

Yhdessd toisessa taman keksinndén mukaisessa mene-
telméssad voidaan saavuttaa solujakautuman sddtely BAO:ssa
kayttamadlla kemiallista yhdistettad tai kasvutekijaa, joka
inhiboi solujen proliferaatiota tai indusoi erilaistumi-
sen. Mitd tahansa sopivaa proliferaatiota inhiboivaa tai
erilaistumisen indusoivaa yhdistettd voidaan k&yttaa taman
menetelman mukaisesti.

Ymm&rrettldneen, ettd erilaiset solutyypit voivat
reagoida eri tavalla erilaisiin kemiallisiin yhdisteisiin.
Ammattimies pystyy rutiininomaisesti tutkimaan jonkin maa-

ratyn yhdisteen, niin ett& saadaan maddritetyksi sen vaiku-
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tusteho Jjonkin maaratyn solutyypin proliferaatioon tai
erilaistumiseen.

Yhdessa suoritusmuodossa voidaan kaytt&4 sytokiine-
ja, esimerkiksi transformoiva kasvutekija R1 (TGFR1l) mu-
kaan luettuna, solujen proliferaation pysaytti&miseen tai
inhibointiin tai solujen erilaistumisen indusointiin. Esi-
merkiksi BHK-solujen alentunut proliferaatio ja tehostunut
erilaistuminen voidaan saavuttaa saattamalla solut TGFR1:n
ja askorbaatin vaikutuksen alaisiksi. TGFR1:4 voidaan vas-
taavasti kayttda fibroblastisolujen erilaistumisen indu-
sointiin ja myds keratinosyyttien ja endoteelisolujen kas-
vun inhiboijana. Katso Phillips et al., Ascorbic Acid and
Transforming Growth Factor-f1 Increase Collagen Biosynt-
hesis via Different Mechanisms: Coordinate Regulation of
Proal(I) and Proal(III) Collagens, Archives of Biochemis-
try and Biophysics 295 (1992) 397 - 403.

Yhdessd toisessa suoritusmuodossa voidaan kayttaa
TGF31:4, serotoniinia tai FGF:44 neuroendokriinisolujen
kasvun saatelyyn. Neuroendokriinisolujen kasvua voivat
saadella niiden omat tuotteet autokriinisesti. TGFR1 on
autokriininen kasvua inhiboiva tekij& ihmisen haimakarsi-
noidisolujen (BON) ollessa kyseessa, kun taas FGF ja sero-
tiniini ovat autokriinisid kasvua stimuloivia tekijoita.
TGFf31l:n BON-solujen kasvia inhiboiva vaikutus voidaan ku-
mota 1is&amdlla& serotoniinia. Katso Townsend Jr. et al.,
Studies of Growth Regulation in a Neuroendocrine Cell
Line, Acta Oncologica 32 (1993) 125 - 130.

Erilaisia muitakin kemikaaleja voidaan ka&yttaa ta-
man keksinnén mukaisissa menetelmissa solujen proliferaa-
tion pysayttamiseen tai inhibointiin tai erilaistumisen
indusointiin. Na&ihin kemikaaleihin kuuluvat mitomysiini C,
5-bromideoksiuridiini (NrdU), prostaglandiini E; (PGE,),
dibutyryyli-caAMP, 1-f3-D-arabinofuranosyylisytosiini (Ara-
C), nikotiiniamidi ja hepariini. Mitomysiini voi olla eri-

tyisen sopiva kapseloitujen RHC-solulinjojen proliferaa-
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tion saatelyyn. Katso esimerkiksi Radvanyi et al., Mol.
Cell. Biol. 13 (1993) 4223 - 4227.

Joskus voidaan kayttdi kemikaaliyhdistelm3a. Ihmi-
sen neuroblastoomasolut IMR-32 voidaan indusoida erilais-
tumaan iIin vitro kasittelemdlld wmitomysiini C:11a jJja
BrdU:1la tai PGE;:1la ja dinbutyryyli-cAMP:114 (dbcAMP) .
Katso Gash et al., Amitotic Neuroblastoma Cells Used for
Neural Implants in Monkeys, Science 233 (1986) 1420 -
1422. Ihmisen alkion rabdomyocsarkoomasolulinjan sarjaesgi-
kasittely Ara-C:114 johtaa merkittavaan kasvun inhibitioon
in vitro, tumorigeenisyyden menetykseen in vivo ja eri-
laistuneempaan fenotyyppiin jopa yhdisteen poiston jal-
keen. Katso Crouch et al., Ara-C Treatment Leads to
Differentiation and Reverses the Transformed Phenotype in
a Human Rhabdomyosarcoma Cell Line, Experimental Cell
Research 204 (1993) 210 - 216. Nikotiiniamidin (NIC) aja-
tellaan indusoivan ihmisen sikidén haiman saarekesolujen
erilaistumisen ja kypsymisen. Katso Otonkoski et al., Ni-
cotinamide Is a Potent Inducer of Endokrine Differentia-
tion in Cultured Human Fetal Pancreatic Cells, J. Clin.
Invest. 92 (1993) 1459 - 1466.

On myds raportoitu, ettd dbcAMP:n lisaddminen vai-
kuttaa kehittyvien kudosten erilaistumiseen. Ajatellaan
esimerkiksi, ettd dbcAMP moduloi astrosyyttien esiasteiden
erilaistumista, indusoi neuriittien muodostumisen PC12-
soluissa ja stimuloi Schwann-solujen proliferaatiota. Kat-
so Baron-Van Evercooren et al., Schwann Cell Differentia-
tion in vitro: Extracellular Matrix Deposition and Inter-
action, Dev. Neurosci. 8 (1986) 182 - 196. Schwann-solujen
erilaistuminen voidaan vastaavasti indusoida saattamalla
ne askorbaatin vaikutuksen alaisiksi (ibid.).

Lisé&ksi voidaan kayttad sialoglykopeptidia ("SGP")
solujen proliferaation inhibointiin tail pysayttémiseen.
Esimerkiksi naudan intakteista aivokuorisoluista eristetty

18 kDa:n solupintasialoglykopeptidi pysaytti eksponentiaa-
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lisesti kasvavien Swiss 2T3 -solujen proliferaation. Katso
esimerkiksi Toole-Simms et al., Jour. Cell. Physiol. 147
(1991) 292 - 297; Fattaey et al., Exp. Cell. Res. 194
(1991) 62 - 68. Lukuisten transformoitujen ja transformoi-
mattomien solutyyppien on osoitettu oleva herkkid joille-
kin SGP:ille. N&ihin soluihin kuuluu monista erilaisista
selkarankaisiin ja selkdrangattomiin kuuluvista lajeista
peraisin olevia epiteelimdisia ja fibroblastisoluja. Katso
esimerkiksi Fattaey et al., Jour. Cell. Physiol. 139
(1989) 269 - 274, joka mainitaan tassa viitteena.

Ymmarrettaneen, ettd joillakin edelléd mainituista
kasittelyistd saattaa olla vain tilapainen vaikutus proli-
feraatioon ja erilaistumiseen. Mainitunlaisissa tapauksis-
sa saattaa olla toivottavaa saada aikaan jatkuvasti tay-
dennettava yhdisteen tai kasvutekijan sydttd kapseloituun
soluun tamén ollessa osutettuna isantdan in vivo.

Tamad voidaan toteuttaa k&yttamadlla biologisesti ku-
luvasta polymeeristd valmistettua kasvutekij&- tai yhdis-
teldhdetta, joka on muu kuin solu, kapseloimalla mukaan
kavutekijan tai yhdisteen soluldhde tai milld tahansa
muulla sopivalla keinolla. Katso esimerkiksi US-patentti-
julkaisut 5 106 627 ja 5 156 844.

Kasvun sadtely sateilytyksella

Solujen proliferaatiota voidaan saadellad myds saat-
tamalla solut alttiiksi sopivalle sateilyannokselle, esi-
merkiksi réntgensateille, ultravioletti (UV) -sateilylle
yms. Kun soluja sateilytetdan, niin eteneminen solusyklin
lapi saattaa pysdhtyd. Kriittinen annosteho tai minimian-
nosteho voidaan maaritté&d wvalitulle solutyypille kaytta-
mallad alalla tunnettuja menetelmid. Katso esimerkiksi
Stanley dja Lee, Radiat. Res. 133 (1993) 163 - 169:
Mitchell et al., Radiat. Res. 79 (1979) 537 - 551. Esimer-
kiksi ihmisen normaaleissa epidermaalisissa keratinosyy-
teissd, joita sateilytettiin kayttaémalld 5 ja 10 mJ/ cm?

ulravioletti B (UVB) -sateilyd, tapahtui.merkittava (jopa
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78 %) proliferaation vdheneminen 3 - 5 vuorokauden kulut-
tua sateilytyksesta. Katso Prystowsky et al., J. Invest,
Dermatol. 101 (1993) 54 - 58. Yi et al. [Radiation Re-
search 133 (1993) 163 - 169] tarjoavat kayttddn menetelmin
pienimmén annostuksen laskemiseksi, joka tarvitaan solujen
proliferaation pysayttamiseksi rdéntgensateilylla.

Kasvun ja erilaistumisen saidtely kayttamialla solun
ulkopuolisia matriksimolekyyleja

Tassd tarjotaan kayttddn menetelmia BAO:ssa vallit-
sevan solujakautuman saatelemiseksi muuntamalla kasvupin-
taa kasvua saatelevalla solun ulkopuolisella matriksilla
("ECM") (tai sen komponenteilla) joko yksindadn tai yhdis-
tettynd kasvua sdatelevadn fysikaaliseen matriksiin tai
muihin kasvua saateleviin aineisiin.

Elavissad kudoksissa ECM muodostuu erilaisista pro-
teiineista ja polysakkarideista, joita solut erittavat ja
joista muodostuu verkosto niita erittaneiden solujen 1la-
heisyyteen. ECM-molekyyleihin kuuluu glykosaminoglykaaneja
ja proteoglykaaneja, kuten kondroitiinisulfaatti, fibro-
nektiini, hepariinisulfaatti, hylauroni, dermataanisul-
faatti, keratiinisulfaatti, laminiini, kollageeni, hepa-
raanisulfaattiproteoglykaani (HSPG) ja elastiini. Erityi-
sesti kollageeni on in vivo yksi ECM:n padkomponenteista.
ECM-molekyylien tiedet&an aiheuttavan solujen proliferaa-
tion vadhenemistad ja solujen erilaistumisen lisdantymista.
Lisdksi solun ulkopuolinen ECM voi tamén keksinndén mukai-
sissa menetelmissa kaytettynd vaikuttaa BAO:hon kapseloi-
tujen solujen tilalliseen sijaintiin.

ECM voidaan saada aikaan viljelemalla soluja, joi-
den tiedetdadn tuottavan ECM:a&a, Schwann-solut voidaan in-
dusoida syntetisoimaan ECM:44, kun ne kéasitelldan askor-
baatilla ja cAMP:1la. Namad ECM-komponentit muistuttavat
Schwann-solujen proliferaatiota tukevan peruskalvon esias-
temuotoa. Lisdksi luonnossa tuotettu endoteelisoluperainen
ECM ja Engelbreth Holm-Swarm -kasvainsoluista (RHS) perdi-
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sin oleva rekonstituoitu peruskalvogeeli tukevat erilais-
ten epiteeli- ja endoteelisolujen kasvua ja erilaistumis-
ta. Katso Baron-Van Evercooren et al., Schwann Cell
Differentiation in vitro: Extracellular Matrix Deposition
and Interaction, Dev. Neurosci. 8 (1986) 182 - 196.
Yhdessé& suoritusmuodossa kasvun saately saavutetaan
paallystamalld BAO:ssa oleva kasvupinta ECM:114 (tai sen
kasvua s&atelevilla komponenteilla). Pidédmme edullisimpana
ECM:4a tuottavien solujen siirrostamista BAO:ssa olevalle
kasvupinnalle ja solujen viljelemistd yhtendiseksi kasvus-
toksi. Solut ké&sitelldadn sitten detergentilld ja NH4OH:lla.

Tuloksena olevaa BAO:ta, jonka kasvupinta on paallystetty
solun ulkopuolisella ECM:11&, kaytetddn sitten haluttua
bioclogisesti aktiivista molekyylid tuottavien solujen kap-
selointiin.

Yhdessa toisessa suoritusmuodossa ECM valmistetaan
suunnilleen samalla tavalla in vitro, kylmakuivataan,
fragmentoidaan ja sekoitetaan solujen kanssa suspensioksi.
Solut ja ECM-fragmentit pakataan sitten yhdessd& BAO:hon.

Joidenkin ECM-molekyylien lasnad ollessa kasvate-
tuissa soluissa esiintyy vahemman proliferaatiota ja enem-
man erilaistumista kuin tavanomaisena vksisolukerrosvil-
jelman kasvatetuissa soluissa. Esimerkiksi lis&munuaiskuo-
risoluissa, joiden tiedet&dn syntetisoivan tiettyja stero-
idihormoneja, kuten aldosteronia, tapahtuu vahemm&n pro-
liferaatiota, kun niitd kasvatetaan in vitro kollageeni-
geelin lasnd ollessa. Katso Fujiyama et al., Influence of
Extracellular Matrix in the Proliferation and Differentia-
tion of Adrenocortical Cells in Culture, Path. Res. Pract.
189 (1993) 12051 - 14.

Myds Schwann-solujen proliferaatio voi vahentya ja
erilaistuminen lisdantyad kollageenin lasnd ollessa kasva-
tettuina.

Endokriinisolujen tiedet&&n myds erilaistuvan in

vitro, kun niitd kasvatetaan pinnoilla, jotka on paallys-
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tetty tyypin IV kollageenin ja HSPG:n yhdistelmilld. Tyy-
pin IV kollageeni on valttamatdén solujen adheesiolle ja
HSPG indusoi erilaistumisen. Katso de Bruine et al.,
Extracellular Matrix Components Induce Endocrine Differen-
tiation In Vitro in NCI-H716 Cells, American Journal of
Pathology 142 (1993) 773 - 782.

Erilaisia kasvutekijditd tai kemiallisia yhdistei-
td, mukaan luettuina tassa kasitellyt, voidaan lisatd ECM-
komponentteihin solujen kasvun ja erilaistumisen s&atele-
miseksi edelleen. Kasvutekijditd voidaan annostella solui-
hin in vitro ennen istutusta tai soluihin in vivo tai kum-
mallakin tavalla. Katso esimerkiksi US-patenttijulkaisut
5 156 844 ja 5 106 627, jotka koskevat menetelmid kasvute-
kijdéiden luovuttamiseksi kayttamadlld mukaan kapseloitua
kasvutekijaléahdettd, joka on joko solu tai muu kuin solu.
Lisdksi ECM-molekyyleista voidaan tunnetuin menetelmin
valmistaa johdannaisia kayttamdllé& kasvua saatelevia pep-
tideja.

Esimerkiksi transformoiva kasvutekija-faa, joka
itsessdan moduloi solujen kasvua ja sitoutuu reversiibe-
listi tiettyihin ECM-molekyyleihin (esimerkiksi dekorii-
niin), voidaan lis&ta ECM:44n ECM-molekyylien kasvua inhi-
boivien vaikutusten tehostamiseksi.

Samoin myds hepariinin on osoitettu estavan seka
transformoimattomien solujen ettad transformoitujen solu-
linjojen kasvua. Katso Matuoka et al., Cell Structure and
Function 9 (1984) 357.

Perusfinroblastikasvutekijan (bFGF) on myds rapor-
toitu edistavan indokriinisolujen erilaistumista lisattyna
vhdessd ECM-komponenttien kanssa, Katso Brine et al.,
Extracellular Matrix Components Induce Endocrine Differen-
tiation In Vitro in NCI.H716 Cells, American Journal of
Pathology 142 (1993) 773 - 782.

Kasvutekij®illd voi olla erilaisia vaikutuksia so-

luihin, kun ne yhdistet&&n erilaisiin ECM-komponentteihin.
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Esimerkiksi fibroblastikasvutekijan (FGF) on osoitettu
olevan tehokas erilaistumistekijd ja heikko mitogeeni la-
miniinilla kasvatettujen kromaffiinisolujen suhteen. Kun
FGF:44 lisataan kollageenilla kasvatettuihin kromafiiniso-
luihin, FGF on kuitenkin heikko erilaistumistekija ja vah-
va mitogeeni. Tam& kayttaytyminen on osoitettu myds sykli-
sen AMP-analogin, syklisen 8-(4-kloorifenyylitio)-AMP:n,
suhteen. Katso Chu et al., Neuroscience 95 (1994) 43 - 54.

Taulukko 1 on osittainen luettelo ECM-molekyyleis-
t4, kasvutekijdistd ja kemiallisista yhdisteistad, joiden
tiedetddn vaikuttavan proliferaatioon ja erilaistumiseen

maaratyissa solutyypeissa.
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Taulukko 1

33

Proliferaatioon tai erilaistumiseen vaikuttavat ECM-mole-

kyylit, kasvutekijat ja kemialliset yhdisteet

Solutyyppi

Schwann

PC12

Fibrolastit

Myoblastit

Kantahermo-
solut

Ihmisen alkion
rabdomyosarkoo-
masolulinja
Ihmisen sikién
haiman saareke-
solut
Astroblastit
Swiss 3T3

Lisdmunuaisen
kuorikerrossolut

Endokriini-
solut

Kromaffiini-
solut

Hematopoieetti-
set kantasolut

BHK

Erilaistumisen indusocija/
kasvun inhiboija

askorbaatti; kollageeni
(Vitrogen™ ") ; Cultisphers/
agaroosi

NGF; dbcAMP; SGP

TGF-81; Cultisphers/agaroosi;
askorbaatti; SGP

kollageeni; askorbaatti
laminiini; Peptite 2000;
Cultisphers/Peptite 2000;
forboliesteri; hepariini;
FGF ja (CNTF tai NGF)
Ara-C
nikotiiniamidi (NIC)

dbcAMP

SGP

kollageeni

tyypin IV kollageeni + HSPG;
bFGF + ECM-komponentit

FGF + laminiini; syklinen

8- (4-kloorifenyylitio)AMP +
laminiini

TGF-1 + askorbaatti; ElS5-rotan
aivo-selkaydinkalvosolujen ECM

Proliferaation
edistaja

TGF-$3: dbcAMP

VitrogenTM

EGF; DbFGF; TGF-«;
amfireguliini

FGF + kollageeni;
syklinen 8- (4-kloo-
rifenyylitio)AMP +
kollageeni

sydttdsolukasvu-
tekija
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Keratinosyytit TGFR-1
Endoteelisolut TGF3-1

Neuroendokriini- TGFR-1 TGFR-1 + askorbaat-

solut [ihmisen ti; serotoniini; FGF
haiman karanoidi-

solut (BON)]

Ihmisen neuro- mitomysiini C + BrdU; PGE; +
blastoomasolu- dbcAMP; SGP
linja IMR-32

SCT-1 kollageeni; askorbaatti

BAO:n sisdlla oleviin kasvupintoihin kuuluvat BAO:n
ontelopinnat ja lisdksi muut kasvupinnat, kuten sisalla
oleva tuki, joka voidaan kapseloida BAO:hon.

Mikrokantajat voivat tarjota pinnan solujen kasvul-
le. Mikrokantajien kidyttd voi antaa mahdollisuuden kapse-
loida ja jakaa tasaisesti BAO:n sisaan suuremman maaran
soluja, erityisesti sellaisten solujen ollessa kyseessa,
joista tulee kasvukontakti-inhiboituja. Kaupallisesti on
saatavissa muutamia mikrokantajatyyppeja, mukaan luettuina
Cytodex-dekstraanimikrokantajat (Sigma, St. Louis, MO),
makrohuokoisetgelatiinimikrokantajatCultiSpherTM(HyClone
Labs, Logan, UT) ja lasiset mikrokantajat. Naitd mikrokan-
tajia kdytetdan usein ankkuroitumisalustasta riippuvaisten
solujen viljelyyn. Solulinjoihin, joiden on osoitettu kas-
vavan makrohuokoisilla gelatiinimikrokantajilla, kuuluvat
OBHK, BHK-21, L-929, CHO-K1, rCHO, MDCK, V79, F9, Hela ja
MDBK. Mikrokantajia voidaan valmistaa myds muista ECM-mo-
lekyyleistd [kuten kollageenilla padllystetyt mikrokanta-
jat FACT™ (Solo Hill Labs, Ann Arbor, MI)] tai solun ulko-
puolisesta ECM:std tai paédllyst&d niilléd, suurin piirtein
edelld kuvatulla tavalla.

Yhdessd edullisessa suoritusmuodossa soluja, jotka
tuottavat toivottuja biologisesti aktiivisia molekyyleja,
voidaan siirrostaa ECM:114 pa&llystetyille mikrokantaja-

pinnoille ja viljelld mikrokantajilla in vitro ennen kap-
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selointia ja istuttamista. Cherksey (WO 93/14 790) viittaa
solujen viljelyyn lasi- tai muovimikrohelmilld ja mikro-
helmien istuttamiseen sitten vastaanottajan aivoihin.

Yhdessa toisessa keksinndén mukaisessa suoritusmuo-
dossa mikrokantajille siirrostetut solut voidaan suspen-
soida sopivan kasvua inhiboivan matriksin l&sn& ollessa ja
kapseloida sitten BAO:hon. Mainitunlainen matriksimateri-
aali (esimerkiksi agaroosi tai agar fibroblastien ollessa
kyseessa; kollageeni lisdmunuaiskuorisolujen ollessa ky-
seessa) estaa fysikaalisesti solujen jatkokasvun. Maini-
tunlaisia hydrogeelimatrikseja kuvaa esimerkiksi Dionne
julkaisussa WO 92/19195, joka mainitaan tass& viitteeni.

Taman keksinnén yhden toisen puolen mukaisesti aga-
roosia voidaan kayttdd myds ECM:n korvaajana tekemadlla
derivatisointi peptidisekvensseilld, niin ett& vaikutetaan
solujen kiinnittymiseen matriksiin. Agaroosihydrogeeleja
voidaan derivatisoida esimerkiksi laminiinin tai fibronek-
tiinin peptidisekvensseilla.

Tassd menetelmdssa solut suspensoidaan kolmiulot-
teisiin matrikseihin, jotka koostuvat agaroosista, jocka on
derivatisoitu peptidisekvenssilla, joka tunnistaa solujen
adheesioon osallistuvan solupintareseptorin. Muutamien
peptidisekvenssien on osoitettu (kaksiulotteisesti) edis-
tavan solujen adheesiota. Katso esimerkiksi Pierschbacher
et al., Science 309 (1984) 30 - 33; Graf et al., Bio-
chemistry 26 (1987) 6896 - 6900; Smallheiser et al., Dev.
Brain Res. 12 (1984) 136 - 140; Jucker et al., J. Neuro-
sci. Res. 28 (1991) 507 - 517. Tamén keksinndén mukaiset
derivatisoidut agaroosimatriksit antavat mahdollisuuden
tuoda tarjolle solujen adheesion kannalta sopivat molekyy-
lin osat kolmiulotteisesti. Agaroosipitoisuus on edulli-
sesti korkeintaan 1,25 % (m/V), edullisimmin noin 1,0 %.
Pidédmme parhaina RGD-pitoisia sekvensseja (ts. ArgGlyAsp;
SEQ ID NO:2:n AA,-AA,), YIGSR-pitoisia sekvensseja (TyrIle-
GlySerArg; SEQ ID NO:1:n AAS—AAS), IKVAV-pitoisia sekvens-
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seja (IleLysValAlaval; SEQ ID NO:3:n AA,,-AA,.) yms. Deri-
vatisointi voidaan saada aikaan kayttama&lla bifunktionaa-
lista kytkentdaineita, kuten 1, 1l-karbonyylidi-imidatsolia,
tai milla tahansa muulla sopivalla menetelmalla.

Yhtend erityisend etuna agaroosin kaytdstd ECM-kom-
ponenttien sijasta on, ettd luonnossa esiintyvat ECM-kom-
ponentit voivat hajota entsymaattisesti ajan mittaan in
vivo, kun taas agaroosi ei hajoa yhta helposti. Agaroosin
kdyttd on edullista myds siitd syystd, ettd sen on maari-
telty tuote toisin kuin sellaiset materiaalit kuin Matri-
gelR, joka on johdettu kasvainsolulinjasta ja on siksi maa-
rittelemdtdn seos. Tarkemmin esitettynd on osoitettu, etta
MatrigelR sis&ltdad DbFGF:44, monien solutyyppien suhteen
voimakasta mitogeenia. Agaroosi on polysakkarideista koos-
tuva kirkas, lamp&reversiibeli hydrogeeli. Solujen kasvu
fysikaalisen rajoittamisen lisdksi saattaa itse agaroosi
inhiboida proliferaatiota ja indusoida erilaistumisen.
Katso esimerkiksi Aulthouse, Expression of the Human
Chondrocyte Phenotype In Vitro, In Vitro Cellular & Deve-
lopmental Biology 25 (1989) 659 - 668.

Agaroosia voidaan muuntaa kemiallisesti johdannai-
silla, esimerkiksi PEO-PDMS:11&, solujen kasvun inhiboimi-
seksi tehokkaammin, edullisesti ilman soluihin kohdistuvia
toksisia wvaikutuksia.

Ymmarrettaneen, ettd erilaisilla solutyypeillé
saattaa olla erilainen reagoivuus johonkin maarattyyn ECM-
molekyyliin tai jostakin madrastystd lahteestd saatavaan
solun ulkopuoliseen ECM:4&n. Katso esimerkiksi End ja
Engel, Mutidomain Proteins Of The Extracellular Matrix And
Cellular Growth teoksessa Receptors For Extracellular Mat-
rix, toim. McDonald ja Mecham, Academic Press, New York
1991, s. 79 - 129, joka mainitaan téssa viitteend. Ammat-
timies pystyy helposti m&arittamaan solutyypin reagoivuu-

den ECM-molekyyliin tai jostakin maardtysta lahteesd pe-
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raisin olevaan solun ulkopuoliseen ECM:4an, jotta saa mia-
ritetyksi taman tehokkuuden solujakautuman sditelysséi.

Kasvun sdately muuntamalla BAO:ssa olevaa kasvupin-
taa

Tassd tarjotaan kayttddn menetelmid solujen kasvun
saatelemiseksi BAO:ssa muuntamalla kemiallisesti kasvupin-
toja, niin etta sdadelladn solujen lukumdarédad ja sijaintia
BAO:ssa. Keinotekoisen biologisen valineen sisalla olevia
kasvupintoja voidaan muuntaa siten, ettd saddellaan solu-
jen kiinittymista kasvupintaan. BAO:n sisalla oleva kasvu-
pinta voi olla BAO:n ontelopinta tai BAO:n sis&an sijoi-
tettu kalvo, mikrokantaja tai sisdtuki. Mikrokantaja- ja
sisdatukisuoritusmuotojen ollessa kyseessd soluja voidaan
viljelld ndilléd rakenteilla in vitro ja kapseloida ne sit-
ten BAO:hon istutusta wvarten.

BAO-kalvoa voidaan muuntaa joukolla erilaisia tun-
nettuja menetelmid, mukaan luettuna kemiallinen muuntami-
nen karboksyylihapporyhmien, amiiniryhmien, hydroksyyli-
ryhmien tai muiden reaktiivisten funktionaalisten ryhmien
tuottamiseksi, tai sita voidaan muuntaa absorption kautta.
Naita reaktiivisia funktionaalisia ryhmia, joita muuten ei
ole lasna polymeerin rungolla, voidaan sitten kayttaa jat-
koderivatisointikohtina. |

Yhdessd suoritusmuodossa muunnetaan BAO:n ontelo-
pintaa, niin ett&d edistetd&n solujen kiinnittymistad sii-
hen. Solujen kontrolloitu kiinnittyminen ontelopintaan
saattaa olla hyddyllistd solujen hengissdpitamisen edista-
misen kannalta. Kiinnittamalla solut ensisijaisesti kal-
voon voidaan saavuttaa solujen yhtenainen jakautuminen
kapselin sisdlle pienemmalla maaralla soluja, kuin kayte-
tddn immobilisointimenetelmissa, joissa hyddynnetaan hyd-
rogeelisuspensiota. Pienemmadn solumdaran kayttd johtaa
solujatteen pienempdan maaradan. Toinen etu on ravintoai-
neiden tehostettu diffuusio soluihin, koska solut ovat 1la-

heisessa kosketuksessa kalvon kanssa. Jos kaytet&an kalvon
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muuntamista ilman kapselin sisdlla olevaa matriksimateri-
aalia, valtetdan myds komplikaatiot, joita liittyy kulje-
tukseen geelin l&4pi ja proteiinien tai solutuotteiden ad-
sorboitumiseen matriksimateriaaliin. Solujen kiinnittymis-
ta voidaan edistad kasittelemalld BAO:n ontelopinta poly-
d-lysiinilla, jonka moolimassa vaihtelee. Poly-d-lysiini
voidaan adsorboida BAO:n ontelopinnalle liucksesta, joka
on puskuroitu pH-arvoon 11. Pidamme parhaana poly-d-lysii-
nia, jonka moolimassa on noin 67 000 g/mol.

Liséksi peptidijohdannaiset, esimerkiksi RGD-pitoi-
set sekvenssit (ArgGlyAsp; SEQ ID NO:2:n AAZ—AA4), YIGSR-
pitoiset sekvenssit (TyrIleGlySerArg; SEQ ID NO:1l:n AAg-
ARgy), mukaan luettuna CDPGYIGSR (CysAspProGlyTyrIleGlySer-
Arg; SEQ ID NO:1), samcin kuin IKVAV-pitoiset sekvenssit
(IleLysValAlaVal; SEQ ID NO:3:n AA,,-AA,;) [edullisesti
CysSerArgAlaARgLysGlnAlaAlaSerIlelysValAlaValSerAlaAspArg
(SEQ ID NO:3)], on havaittu erityisen kayttdkelpoisiksi
solujen kiinnittymisen edistémisessad. Esimerkiksi RGD
(ArgGlyAsp; SEQ ID NO:2:n AA,-AA,), yleisin naistad pepti-
deistd, voidaan kiinnittda kemiallisesti BAO:n kalvoon
kayttamalla tunnettuja menetelmia. Joitakin RGD:n
(ArgGlyAsp; SEQ ID NO:2:n AA,-AA,) sisaltavia molekyyleja
on saatavana kaupallisesti, esimerkiksi PepTite—ZOOOTM
(Telios) .

Yhdessd toisessa suoritusmuodossa BAO:n kalvoa voi-
daan muuntaa, jotta esitetdan solujen kiinnittyminen esi-
merkiksi PEO-PDMS:n tai poly-d-lysiinialginaatin adsorp-
tion kautta. Pidamme edullisimpana PEO-PDMS-muuntamista,
erityisesti kasvupinnan ollessa huokoinen. Tama johtuu
siita, ettd PEO-PDMS:11& om talpumus diffusoitua huokosten
ldpi Jja kulkiessaan huokosten 1lapi adsorboitua pintaan
kahden hydrofobisen elementin vadlisen sitoutumisen kautta.

Pienimoolimassainen (600 - 3000 g/mol) PEO-PDMS on erityi-
sesti edullinen.
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Tamd suoritusmuoto on erityisen kayttdkelpoinen,
kun soluja kasvatetaan mikrokantajilla ja ne kapseloidaan
BAO:hon. Talla tavalla voidaan saavuttaa yhtendinen jakau-
tuminen, kontrolloida solujen lukum&idridd ja rajoittaa so-
lujen adheesio mikrokantajaan.

Lisaksi solujen kiinnittymista edistavia ja inhi-
boivia yhdisteitd voidaan kayttaad yhdessa. Voidaan esimer-
kiksi ké&sitelld BAO:n ontelopinta solujen kiinnittymista
inhiboivilla yhdisteilld ja solujen kantajina olevat mik-
rohelmet tai soluja ympardiva matriksi (jos sita kayte-
tadan) solujen kiinnittymista edistavilla yhdisteilla.

Yhdessd toisessa suoritusmuodossa BAO:n sisdpuolta
voidaan muuttaa sijoittamalla inertti telinerakenne
BAO:hon ennen solujen pakkaamista. Tamd telinerakenne tar-
joaa rakenteen solujen kiinnittamiseksi ja jakamiseksi
vhtendisesti kapselin sis&&n. Inertin telinerakenteen val-
mistukseen kayttdkelpoisiin yhdisteisiin kuuluvat polyhyd-
roksietyylimetakrylaatti ("PHEMA") ja hydroksietyylimetak-
rylaatti-metyylimetakrylaattikopolymeeri ("PHEMA/MMA™") .
Telinerakenne voidaan 1lisdksi derivatisoida erilaisilla
kemikaaleilla tai proteiineilla, mukaan luettuina edella
kasitellyt, kasvun ja erilaistumisen saatelemiseksi edel-
leen. Taman menetelman mukaisesti sopivan telinerakennema-
teriaalin liuoksia saostetaan BAO:hon halutun telineraken-
teen aikaansaamiseksi.

Yhden toisen suoritusmuodon ajatuksena on solujen
viljely kappaleella, joka toimii sisatukena. Sisdtuki voi-
daan valmistaa mistd tahansa biologisesti olennaisen yh-
teensopivasta materiaalista, kuten titaanista tai sopivas-
ta polymeerista. Tuki voi olla kannattimen muodossa tai
suunniteltu toimimaan myds telinerakenteena tarjoamalla
suuren pinta-alan solukasvustolle. Yksi esimerkki maini-
tunlaisesta telinerakennemateriaalista on polyesterikuitu-
kangas (NWPF; non-woven polyester fabric) (Reemay, Tenne-

see). On olemassa lukuisia NWPF-tyyppeja, joiden kudos-
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tiukkuus ja paksuus vaihtelee. Mainitunlainen menetelm&
mahdollistaa BAO:ssa olevien solujen lukumddrén t&sm&lli-
sen saatelyn samoin kuin solujen/telinerakenteen kelpoi-
suuden toteamisen ennen sijoittamista BAO:hon. Lisadksi
mainitunlaisella materiaalilla (vAdlineen ulkopuolella)
kasvavien solujen erilaistuminen voitaisiin saattaa tapah-
tumaan ennen materiaalin sijoittamista valineeseen. Maini-
tunlaista telinerakennetta voitaisiin muuntaa esimerkiksi
soluadheesiopeptideillad solujen erilaistumisen indusoimi-
seksi. Tamd materiaali parantaa lisaksi BAO:n lujuutta.
Sisdtuen sisdltavien BAO:iden valmistusta kuvataan saman-
aikaisesti kasittelyn alaisena olevassa hakemuksessa sar-
janumero 08/105 728.

Taman keksinndn vhteydessa kayttdkelpoisissa
BAO:issa on tyypillisesti vahint&an vyksi puolilapaiseva
ulkopintakalvo eli vaippa, joka ympardi solut sisaltavaa
ydinta. T&mad vaippa mahdollistaa ravintoaineiden, biologi-
sesti aktiivisten molekyylien ja muiden valittujen tuot-
teiden diffuusion BAO:n lapi. BAO on biologisesti yvhteen-
sopiva ja edullisesti immuunieristava. Ydin sis&ltad eris-
tettyjd soluja joko nestemdiseen valiaineeseen suspensoi-
tuina tai immobilisoituina hydrogeelimatriksiin.

On ymmarrettava, etta edella esitetyt menetelmat ja
koostumukset BAO:ssa olevien solujen jakautumisen sdatele-
miseksi eivat ole toisiaan pois sulkevia. Voi olla toivot-
tavaa kayttdd muutamia menetelmid ja koostumuksia yhdis-
telménd kasvun toivotun sdatelyn saavuttamiseksi.

Vol esimerkiksi olla toivottaa tuottaa soluja, joi-
ta on muunnettu geneettisesti taman keksinndén mukaisilla
menetelmillda sisaltamdan kasvunsdatelygeeni, kasvattaa
mainittuja soluja ECM-mikrokantajilla ja kapseloida solu-
mikrokantajaryppdat BAO:hon, jossa on muunnettu yhtéd tai
useampaa kasvupintaa solujen jakautumisen sdatelemiseksi.

BAO:n kapselointikalvo voidaan valmistaa materiaa-

lista, joka on sama kuin ydinmateriaali, tai eri materiaa-
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lista. Kummassakin tapauksessa muodostetaan BAO:n ympardi-
va kalvoalue, joka on selektiivisesi lapaisevi ja biologi-
sesti yhteensopiva. Kalvosta voidaan haluttaessa tehda
myds immuunieristava.

BAO:n muodostamiseen kaytettavien materiaalien va-
linta mé&ardytyy monien tekijdiden mukaan, ja sitd kuvaa
vksityiskohtaiesti Dionne julkaisussa WO 92/19 195. Lyhy-
esti esitettyna kapselin vaipan valmistukseen voidaan
kayttaa erilaisia polymeereja ja polymeeriseoksia. BAO:n
ja siind olevat kasvupinnat muodostavat polymeerikalvot
voivat sisaltada polyakrylaatteja (akryylikopolymeerit mu-
kaan luettuina), polyvinylideeneja, polyvinyylikloridiko-
polymeereja, polyuretaaneja, polystyreeneja, polyamideja,
selluloosa-asetaatteja, selluoosanitraatteja, polysul-
foneja, polyfosfatseeneja, polyakryylinitriileja ja akryy-
linitriili-vinyylikloridikopolymeerejd samoin kuin mainit-
tujen johdannaisia, kopolymeereja ja seoksia.

BAO:ita voidaan muodostaa milld tahansa sopivalla
tunnetulla menetelmalla. Yhdessd mainitunlaisessa menetel-
massd tehddadn polymeerivaluliuoksen ja koagulointiaineen
monikomponenttisuulakepuristus, jossa voi olla mukana bio-
logisten kudosten fragmentteja, organelleja tai solujen
ja/tai muiden terapeuttisten aineiden suspensioita, kuten
kuvataan Dionnen julkaisussa WO 92/19 195 ja US-patentti-
julkaisuissa 5 158 881, 5 283 187 ja 5 284 761, jotka mai-
nitaan tassa viitteina.

Vaipassa voi olla yksi pintakalvo (tyypit 1 ja 2)
tai kaksi pintakalvoa (tyyppi 4). Yhdelld pintakalvolla
varustettu onttokuitu voidaan valmistaa jaahdyttamalla
nopeasti vain toinen polymeeriliuocksen pinnoista monikom-
ponenttiekstruusion yhteydessa. Kahdella pintakalvolla
varustettu onttokuitu voidaan valmistaa ja&ahdyttamalla
nopeasti polymeeriliucksen molemmat pinnat monikomponent-
tiekstruusion yhteydessa. Makrohuokosten prosentuaalinen

osuus ulkopinnasta on tyypin 1 onttokuiduissa tyypillises-
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ti suurempi kuin tyypin 4 onttokuiduissa. Tyypin 2 ontto-
kuidut ovat wvalialueella.

Lukuisat kapselin rakenteet, kuten sylinteriméiset,
kiekon muotoiset tai pallomaiset, ovat mahdollisia.

BAO:n vaipalla on huockoskoko, joka m&&r&a selektii-
visesti lapdisevadn kalvon nimellisen moolimassarajan

(nMWCO; nominal molecular weight cut off). nMWCO:a suurem-
pien molekyylien kulku kalvon poikki estyy fysikaalisesti.
Nimellinen moolimassaraja maaritelld&n 90-prosenttiseksi
estoksi konvektio-olosuhteissa. Tilanteissa, Jjoissa on
toivottavaa, ettd BAO on immuunieristdva, kalvon huokosko-
ko valitaan siten, ettd solujen tuottamat mdaratyt tekijat
paasevat diffusoitumaan ulos valineestd, mutta estetaan
isannan immuunivastetekijdéiden paasy BAO:hon. nMWCO on
tyypillisesti alueella 50 - 200 kD, edullisesti 90 -
150 kD. Sopivin kalvokoostumus minimoi myds reaktiivisuu-
den valitussa istutuskohdassa tunnetusti lasn&d olevien
isannadn immuuniefektorimolekyylien ja BAO:n ulkokalwvon
komponenttien valilla.

BAO:n ydin konstruoidaan siten, etta saadaan aikaan
sopiva paikallisymparistd siihen kulloinkin eristettéaville
soluille. Ydin voi kasittad riittavasti nestemdistd kasvu-
alustaa solukasvuston yllapitamiseksi. Nestemaiset ytimet
ovat erityisen sopivia transformoitujen solulinjojen, ku-
ten PCl2-solujen, yllapitémiseen. Ydin voi vaihtoehtoises-
ti kdsittdd geelimatriksia. Geelimatriksi voi koostua hyd-
rogeelista (alginaatti, VitrogenTM jne.) tai solun ulkopuo-
lisista matriksikomponenteista. Katso esimerkiksi Dionne,
WO 92/19 195.

Hydrogeeleja muodostavat koostumukset kuuluvat kol-
meen yleiseen ryhmdan. Ensimmaiselld ryhmalla on negatii-
vinen nettovaraus (esimerkiksi alginaatti). Toisella ryh-
malléd on positiivinen nettovaraus (esimerkiksi kollageeni
ja laminiini) . Esimerkkeihin kaupallisesti saatavissa ole-

vista solun ulkopuolisista matriksikomponenteista kuuluvat
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MatrigelTM ja VitrogelTM. Kolmannen ryhmdn nettovaraus on
neutraali (esimerkiksi voimakkaasti silloitettu polyetee-
nioksidi tai polyvinyylialkoholi).

Mita tahansa sopivaa menetelmda BAO:n sulkemiseksi
voidaan kayttdd, mukaan luettuina polymeeriliimojen kayttd
ja/tai puristaminen, solmiminen tai kuumasaumaus. N&ma
sulkemismenetelmat ovat alalla tunnettuja. Lis&dksi voidaan
kayttdd mydés mitd tahansa sopivaa "kuivaa" sulkemismene-
telmdd. Mainitunlaisissa menetelmiss& hankitaan olennais-
esti huokoseton valine, jonka lapi soluja sisiltavi liuos
sybtetdan. BAO suljetaan taytdén jalkeen. Mainitunlaista
menetelmad kuvataan kasittelyn alaisena samanaikaisesti
olevassa US-patenttihakemuksessa sarjanumero 08/082 407,
joka mainitaan té&ssa& viitteena.

On edullista kayttdd vyhtad tai useampaa in vitro
-maaritystd BAO:n toimivuuden toteamiseksi ennen istutta-
mista in vivo. Naihin tarkoituksiin voidaan k&yttd& alalla
hyvin tunnettuja mdarityksid tai diagnostisia testeja.
Katso esimerkiksi Methods In Enzymology, toim. Abelson,
Academic Press 1993. Voidaan kayttda esimerkiksi ELISA-
menetelmaa (enzyme-linked immunosorbent assay), kromato-
grafista tai entsymaattista mdaritystd tai erittyneelle
tuotteelle spesifistd biologista maaritysta. Istutteen
eritystoimintaa voidaan haluttaessa seurata ajan kuluessa
ottamalla vastaanottajasta sopivia naytteitd (esimerkiksi
seeruminaytteita) ja analysoimalla ne. Jos vastaanottaja
on kadellinen, voidaan kayttda mikrodialyysia.

BAO:iden lukumdaran ja koon tulisi olla riittavat
saamaan aikaan terapeuttinen vaikutus istutuksen jalkeen,
ja ne maddrad kulloisessakin sovelluksessa tarvittava bio-
logisen aktiivisuuden méara. Terapeuttisia aineita vapaut-
tavien eritté&vien solujen ollessa kyseessa kaytet&ddn alal-
la tunnettuja tavanomaisia annostusnakdkohtia ja -kritee-

reja maaritettlessd tarvittava erittavadn aineen maara.
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Huomioon otettavia tekijdéitd késitelldan Dionnen julkai-
sussa WO 92/19 195.

BAO:n istutus tehdd&n steriileissd olosuhteissa.
BAO istutetaan yleisesti ottaen sellaiseen kohtaan isan-
nassa, joka mahdollistaa erittyneen tuotteen tai toiminnon
asianmukaisen luovutuksen isantaan ja ravintoaineiden asi-
anmukaisen viennin kapseloituihin soluihin tai kapseloi-
tuun kudokseen seka myds paasyn kasiksi BAO:hon poistoa
ja/tai vaihtamista varten. Edullinen isantd on kadellinen,
edullisimmin ihminen.

Joukko erilaisia istutuskohtia on mahdollisia. Nai-
hin istutuskohtiin kuuluvat keskushermosto, aivot mukaan
luettuina, selkdydin ja silmdn kammiovesi ja lasiainen.
Edullisiin kohtiin aivoissa kuuluvat aivojuovio, aivokuo-
ri, n&kdkukkulan alaiset tumakkeet ja Meynertin tyvitumak-
keet. Muita edullisia kohtia ovat aivo-selkdydinneste,
edullisimmin lukinkalvon alainen tila ja sivukammiot. Kek-
sinndén ajatuksen mukaista on myds istuttaminen munuaiskal-
von alle ja vatsaontelonsisdisiin ja ihonalaisiin kohtiin
tai mihin tahansa muuhun terapeuttisesti suotuisaan koh-
taan.

Seuraavat esimerkit esitetdan keksinndn ymmértami-
sen helpottamiseksi. Nama& keksinndét esitetddn vain asian
valaisemiseksi eikd niitd pidéd ymmartad keksinndn suoja-
alaa millaadn tavoin rajoittaviksi.

Esimerkit

Esimerkki 1

Kasvun saately kayttamdlla Mxl-promoottoria

Hiiren Mx1l-promoottori fuusioitiin SV40:n varhaisen
alueen kanssa ja kaytettiin tatd kimeeristd geenia siirto-
geenisten hiirten aikaansaantiin. Koska Mxl-promoottori-
elementit indusoituvat IFNe:n tai IFNB:n l&sna ollessa,
voidaan onkogeenien ilmentymista saadella siirtogeenisista

eldimistd preparoiduissa kudoksissa tai soluviljelmissa.
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Niinpa voidaan synnyttdd ehdollisesti immortalisoituja
solulinjoja. ’ '

Siirtogeenisten hiirten tuottaminen

Kayttamamme Mxl-Tag-konstruktio koostui noin 2 ke:n
pituisesta alueesta Mxl-promoottoria (ts. Xbal-EcoRl-frag-
mentista) fuusioituna intaktin SV40:n varhaisen alueen
cDNA:han, joka koodittaa sekd suuria ettd pienid T-anti-
geeneja ja on fuusioitu hiiren beeta-globiinigeenin 3'-
paan transloitumattoman alueen ja poly-A-signaalin edelle
(BamH1-Xbal-fragmentti) . Beeta-globiinisekvenssit otettiin
mukaan silmukointikohtien aikaansaamiseksi cDNA:n ilmenty-
misen edistamiseksi siirtogeenisissa eldimissa. Kuvio 1
esittad Mx-l-konstruktion plasmidikarttaa.

Mx1-Tag-konstruktion sisdltavia siirtogeenisia hii-
rid tuotettiin tavanomaisella menetelmdlld, pronukleaari-
sella mikroinjektiolla hedelmditettyyn yksisoluiseen hii-
ren munasoluun [Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82 (1985) 4438 - 4442]. Kantaeldaimistd perdisin ole-
vien kudosten Southern blot -analyysi vahvisti, ettd geno-
miin oli integroitunut intakteja siirtogeenikopioita.

Naiden hiirten jalkeldiset vahvistettiin "DNA-posi-
tiivisiksi" kayttadmi&ll& PCR-monistettuja jaksoja, jotka
tunnistavat SV40:n varhaisen alueen sekvensseja.

Ehdollisesti immortalisoidut kantasolut

Poistettiin siirtogeenisten El5-hiirten ja DNA-ne-
gatiivisten saman pentueen jasenten alkioista aivojuovioi-
ta ja siirrostettiin ne (yksittdis)primaarisoluviljelmiksi
EGF-pitoiseen kantahermosolualustaan [100 ml:aa kohden:
50 ml DDH,0:a, 10 ml 10X DMEM/F12:a, 3,0 ml 30-prosenttista
glukoosiliuosta, 1,5 ml NaHCOj:a, 0,5 ml HEPES-puskuria
(1 mol/1l), 1,0 L-glutamiinia, 10 ml 10X hormoniseosta ja
25 ml DDH,0:a (suodattimen pesuun)]. Kantahermosolut prepa-
roitiin Weissin menetelm&llid [PCT CA92/00 283; Reynolds ja
Weiss, J. Neuroscience 12 (1992) 4565 - 4574]. Soluille

tehtiin uusintasiirrostus seitsemadsti kerran viikossa ja
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ne jaettiin sitten 2 ryhmdan: ulkopuolista interferonia
(IFN) sisaltdvaén ja sisdltamittdmidn ryhmidan. Solut lai-
tettiin T25-pulloihin siirrostustiheyden ollessa 500 000
solua/5 ml EGF-pitoiseen kantahermosolualustaan. Puoleen
soluista lisattiin 1 000 yksikk®&/ml IFN:a. Vertailukanta-
hermosoluille ei annettu IFN:a. Soluja inkuboitiin lampd-
tilassa 37 °C 5 % CO,:a sisdltavassa atmosfaddrissa ja teh-
tiin uusintasiirrostus viikottain.

30 uusintasiirrostuksen (23 IFN:n kera) jalkeen
solut sijoitettiin seerumipitoiseen alustaan (DMEM, 5 %
naudan sikidseerumia ja 1X L-glutamiinia), joka sisalsi
1 000 yksikkda IFN:a, kayttamdllad solutiheyttd 1,25 mil-
joonaa solua 15 ml:aa kohden. Tuoretta IFN:a lisattiin
joka toinen paiva.

Alusta poistettiin 7 paivan kuluttua, solut pestiin
Hanksin tsapainotetulla suolaliuoksella (HBSS; Hanks'
Balanced Salt Solution) ja pullolle tehtiin kevyt trypsii-
nikésittely. Solut suspensoitiin uudelleen 10 ml:aan see-
rumipitoista alustaa, sentrifugoitiin 2 min kierrostaa-
juudella 1 000 min~t ja imettiin alusta pois. Sitten solut
suspensoitiin uudelleen 2 ml:aan seerumipitoista alustaa
hiertden liekissad kasitellyllad pipetilla.

Noin 25 000 solua siirrostettiin polyornitiinilla
késitellyille peiteliuskoille DMEM-alustaan, joka sisalsi
5 % FBS:a (naudan sikidseerumia). Puolelle peiteliuskoista
lisattiin IFN:a (1 000 yksikk®&/ml) joka toinen paiva. So-
lut varjattiin Sv40:n T-antigeenin (Tag) ja hermotukiku-
doksen sdikeisen happaman proteiinin (GFAP), astrosyyteis-
sd spesifisesti ilmentyvan valivaihefilamenttiproteiinin,
suhteen erilaisin aikavdlein seuraavan ohjelman mukaises-
ti.

Peiteliuskat upotettiin 20 min:ksi huoneenlampdti-
lassa olevaan liuokseen, joka sisdlsi 4 % paraformaldehy-
did fosfaattipuskuroidussa fysiologisessa suolaliuoksessa

(PBS; 0,1 mol/l), ja niit& pestiin sitten kahdesti 5 min
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PBS:ssa. Solut tehtiin 1lapaiseviksi pitamallada niita
100-%:isessa EtOH:ssa 2 min ja niitd pestiin siten j&lleen
kahdesti 5 min PBS:gsa (0,1 mol/l). Solut suojattiin pité-
malla niitd vadhint&an 30 min huoneenldmpdtilassa liuokses-
sa, joka sisdlsi 5 % NGS:44 (normaalia vuohen seerumia)
PBS:ssd (0,1 mol/l). Primaariset vasta-aineet yhdistet-
tiin, laimennettiin pitamdlla 1-%:isessa NGS-liuoksessa 2
tuntia ja levitettiin huoneenlampédtilassa peiteliuskoille
seuraavasti: anti-Tag (hiiren monoklonaalinen vasta-aine)
laimennettiin suhteessa 1:10 ja anti-GFAP (kaniinin poly-
klonaalinen vasta-aine) laimennettiin suhteessa 1:500.
Primaariset vasta-aineet poistettiin ja peiteliuskoja pes-
tiin sitten kahdesti 5 min PBS:11a.

Sekundaariset vasta-aineet yhdistettiin, laimennet-
tiin 1-%:isella NGS-liuoksella ja levitettiin peitelius-
koille 30 min:n ajaksi huoneenladmpdtilassa pimeassa seu-
raavasti: GAM-FITC (1:128); GAR-Texas Red (laimennettiin
suhteessa 1:100). Sekundaariset wvasta-aineet poistettiin
ja peiteliuskoja pestiin sitten kahdesti 5 min PBS:1lla
pimedssa.

Peiteliuskat kiinnitettiin Citiflourilla™ (tai
muulla haalistumista estavalld kiinnitysvé&liaineella) mik-
roskooppilaseille ja varastoitiin lampdtilassa 4 °C, kun-
nes ne tutkittiin kayttamalla fluoresenssimikroskooppia,
joka oli varustettu rodamiini- ja fluoreseiinioptiikalla.

Téssd koesarjassa o0li paadmdaranamme maarittaa,
kuinka nopeasti T-antigeenitaso laskevat interferonin
poistamisen jalkeen. Lisdksi meitd kiinnosti maarittaa T-
antigeenitason vaikutus solujen proliferaatioon ja eri-
laistumiseen. Erilaistuminen maaritettiin seuraamalla
GFAP-tasoa. GFAP on kypsissd astrosyyteissa spesifisesti
ilmentyvad valivaihefilamenttiproteiini. Saatiin seuraavat

immuunifluoresenssitulokset.
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Paiva IFN (100 yksikk&d/ml) Vertailu (ei IFN:a)
Tag GFAP Tag GAFP
1 +++ - +++ -
+++ - + +/ -
+++ - +/- +/-
10 +++ - - +

Kuten Tag- ja GFAP-immuunivarjaykset osoittavat,
jonkin aikaa seerumialustassa oltuaan IFN-kasitellyt so-
lut jatkoivat siis T-antigeenin ilmenta&mist&d ja prolife-
raatiota, eikd niissd havaittu merkkeja& GFAP-ilmentymises-
ta, kun taas vertailusolut (ei IFN:a) alkoivat erilaistua
(voimistunut GFAP-ilmentyminen) ja lakkasivat jakautumas-
ta. Tamd vahvistettiin peiteliuskojen visuaalisella tar-
kastuksella - solulukumdarissd ole selva ero paivaan 4
mennessa. Paivadan 10 mennessad IFN-kasiteltyjad soluja oli
paljon enemman kuin vertailusoluja.

SV40:n T-antigeenin ilmentyminen on tassa konstruk-
tiossa saadeltya annoksesta riippuvalla tavalla. Tuotta-
missamme solulinjoissa T-antigeenin maksimi-ilmentyminen
(immuunifluoresenssilla mitattuna) havaittiin IFN-annok-
sella 500 - 1 000 yksikkda/ml. Annoksen ollessa 100 yksik-
kdé&d/ml havaitsimme hyvin vidh&istd ilmentymistd tai sitd ei
esiintynyt ollenkaan. Kuten on odotettavissa, proliferaa-
tionopeus korreloi IFN-annoksen kanssa; solujen jakautu-
mista tapahtui vahan tai ei ollenkaan IFN-annoksella 100
vksikkda/ml.

Edella kuvatuilla EGF:4an reagoivilla Mx1l Tag -her-
mokantasoluilla tehdyissa jatkotutkimuksissa olemme osoit-
taneet, ettd proliferaatiota ja erilaistumista voidaan
sadadella. Nadiden kantasolujen muodostama populaatio pako-
tettiin erilaistumaan poistamalla EGF ja lis&amalla
FBS:44. Kun lisattiin 1 000 yksikkdad/ml alfa-/beeta-IFN:a,

litteiden, astrosyyttimdisten solujen muodostamat ryppaat
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alkoivat proliferoitua ja tayttivat lopulta viljelymaljat.
Olemme pitaneet jatkuvasti ylla néitd soluja IFN:ssa yli
70 uudelleensiirrostuksen ajan, ja kahdentumisaika on py-
synyt alueella 24 - 36 tuntia taman jakson ajan. Testatta-
essa joukolla hermo- ja hermotukisoluspesifisid vasta-ai-
neita namad IFN-kasitellyt solut olivat kayta&nndllisesti
katsoen kaikki nestiini- ja T-antigeenipositiivia mutta
heikosti immuunireaktiivisia glutamiinisyntetaasin suhteen
ja GFAP-negatiivisia.

IFN:n poistamisen jalkeen naiden litteiden solujen
jakautumisnopeus laski nopeasti, solut menettivat T-anti-
geeni-immuunireaktiivisuutensa, ja niiden glutamiinisynte-
taasi- ja GFAP-iimmuunireaktiivisuus kasvoi. N&m& solut
pysyvat hengiss& muutamia kuukausia in vitro, eiké& proli-
feraatiota ilmene IFN:n ollessa jatkuvasti poissa. Kiin-
nostavaa on, ettd T-antigeeni-immuunireaktiivisuus ja so-
lujen proliferaatio voidaan indusoida uudelleen lisdamalla
IFN:a. Tama tarjoaa kayttddn solulinjan, jolla on kyky
proliferoitua tai erilaistua kontrolloidusti.

Esimerkki 2

Esimerkin 1 mukaisesti preparoidut solut kapseloi-
daan ja istutetaan ihmisisantaan.

PAN/PVC-kuitujen valmistus

Selektiivisesti lapdisevid onttokuituja valmiste-
taan kuivasuihkutus-markadkehraysmenetelmalla (Cabasso,
Hollow Fiber Membranes, Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemi-
cal Technology, vol. 12, 3. p., Wiley, New York 1980, s.
492 - 517; Dionne, WO 92/19 195; US-patenttijulkaisu
5 158 881). Valetaan epasymmetrisid onttokuituja liuoksis-
ta, jotka sisaltavat 12,5 paino-% akryylinitriili-vinyyli-
kloridi (PAN/PVC) -kopolymeerid dimetyylisulfoksidissa.
Tuotetaan yhdelld tai kahdella pintakalvolla varustettuja
kuituja. Kuidut keratéddn liuotteena toimimattomaan vesi-
hauteeseen, kasitelld&dn glyserolilla ja kuivataan. Soluja

pakataan tiheydeksi 25 000 solua/upl yhdelld pintakalvolla
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varustettuun PAN/PVC-onttokuituun ja suljetaan kuumapuris-
tamalla.

Istuttaminen isdntdan

Kapseloidut solut istutetaan ihmisis&nt&an. Istu-
tuskohtia ovat sivukammiot 3ja aivojuovio. Menettelyja
BAO:iden istuttamiseksi aivoihin kuvaavat Aebischer et al.
julkaisussa WO 93/00 127, joka mainitaan t&ssd viitteend.

Esimerkki 3

Vastasyntyneen astrosyyttien ehdollinen immortali-
sointi

Fragmentti, joka sis&ltaa hiiren rintakasvainviruk-
sen (MMTV) promoottorielementit, fuusioidaan DV40:n var-
haisen alueen cDNA:han. Vastasyntyneen El5-rotan aivoista
peraisin olevat astrosyytit transfektoidaan elektroporaa-
tiolla ja transformantit valikoidaan proliferaatiomadri-
tyksen avulla. Jakautuvat solut poistetaan, niitd lisataan
ja maaritetddn niistd suuren T-antigeenin ilmentyminen
kayttamadlla anti(suuri T)vasta-aineita. Transformoituja
soluja koteloidaan BAO:ihin ja istutetaan isdntdan suurin
piirtein esimerkissd 2 kuvatulla tavalla. BAO:ita pidetdan
in vivo 1 kuukausi. Sitten BAO:t poistetaan is&nndsta ja
verrataan BAO:issa vallitsevaa solujakautumaa vastaaviin
BAO:ihin, joita on pidetty sama aika in vitro.

Esimerkki 4

SCT-1-solujen kollageenilla heikennetty proliferaa-
tio ja askorbaatilla indusoitu erilaistuminen

Kloonattiin Po-SV40-siirtogeenisen hiiren lonkka-
hermokasvaimesta saatuja SCT-1l-soluja [Messing et al., J.
Neuroscience 14 (1994) 3533 - 3539]. Namd SCT-1l-solut oli-
vat immuunireaktiivisia Schwann-solumarkkerien S100 ja Po
samoin kuin SV40:n T-antigeenin suhteen.

SCT-1-soluja kasvatettiin kolmenlaisissa olosuh-
teissa: (1) kudosviljelymuovilla ilman askorbaattia, (2)

kudosviljelymuovilla askorbaatin ollessa l4dsnd pitoisuute-
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na 50 pg/ml erilaistumisen indusoimiseksi ja (3) suspen-
soituina tyypin I kollageeniin.

Muovisubstraatilla askorbaatin poissa ollessa
useimmilla soluilla oli fibroblastimainen muoto. Lasna oli
kuitenkin joitakin kaksinapaisia soluja. Solut kahdentui-
vat 18 - 20 tunnissa, eikd niissa esiintynyt kontakti-in-
hibitiota.

SCT-1-solut, joita kasvatettiin askorbaatin lasna
ollessa, kasvoivat hitaammin ja varjéytyivat voimakkaammin
fibronektiinin ja tyypin IV kollageenin suhteen. Laminii-
ni-immuunireaktiivisuus oli sen sijaan samanlainen vertai-
luviljelmissd ja askorbaatilla indusoiduissa erilaistu-
neissa viljelmissa.

Tyypin I kollageeniin suspensoiduilla SCT-1-soluil-
la oli kaksinapainen muoto, ja niiden mitoosiaktiivisuus
oli alentunut dramaattisesti (ts. kahdentumisaika oli =230
paivaa).

Esimerkki 5

BHK-solujen proliferaation inhibointi askorbaatilla
ja TGF-B:lla

CNTF:44 erittavid BHK-soluja kasvatettiin (runsas-
glukoosisessa) DMEM-alustassa. Viela yhteenkasvamattomien
BHK-viljelmien késittely TGF-81:114 (2,5 ng/ml) ja askor-
baatilla (100 pmol/l) wvahensi mitoosia. Lisdksi solut
nayttivat pitkanomaisilta, ja jotkut solut asettuivat yh-
densuuntaisesti. Namd tulokset osoittavat, ettd TGF-B1 ja
askorbaatti inhiboivat proliferaatiota ja indusoivat BHK-
solujen erilaistumisen.

Jatkokokeissa kasiteltiin hNGF:4a erittavia BHK-
soluja TGF-R:1la (2,5 ng/ml) ja askorbiinihapolla
(100 umol/l) ennen kapselointia BAO:ihin ja istuttamista.
Kaésittelemdttdmat solut toimivat vertailundytteina. Kay-
tetyt muuttujat olivat seuraavat: a) TGFR/askorbaatti, ei
VitrogeniaTM, b) TGFR/askorbaatti, VitrogenTM, c) el
TGF{:aa/askorbaattia, VitrogenTM ja d) ei TGFR:aa/askor-
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baattia, ei VitrogeniaTM. Lisdksi kaytettiin muutamia eri-

laisia polymeereja. Kapseleita istutettiin aikuisten rot-
tien aivojuovioon. Rotat lopetettiin 3 kuukauden kuluttua.

Esimerkki 6

Hermokantasolut proliferoituvat EGF:n lasna ollessa
ja erilaistuvat sen poissa ollessa

Hermokantasoluja preparoitiin kayttamdlld Weissin
et al. menetelmid (PCT/CA 92/00 283). Kerdttiin siirros-
tuksesta hermokantasoluja ja jaettiin ne. Puolet hermokan-
tasoluista hierrettiin yksittéissolususpensioksi ja puolet
jatettiin ryppaiksi. Yksittaissolususpensiosta laskettiin
yksittédiset solut ja otaksuttiin, ettd ryppaina olevien
solujen tiheys oli sama. Yksittaissolut ja ryppéat suspen-
soitiin yhta suuriin madriin VitrogeniaTM ja joko 20 ng/ml
EGF:aa sisaltavaa hermokantasolualustaan (vertailunayt-
teet) tai PC-1l-alustaan.

Soluja pakattiin tiheydeksi 25 000 solua/ul yhdelléa
pintakalvolla varustettuihin PAN-/PVC-onttokuitu-BAO:ihin,
jotka oli valmistettu suurin piirtein esimerkissa& 2 kuva-
tulla tavalla, ja suljettiin sitten holkilla. BAO:ita pi-
dettiin joko hermokantasolu + EGF -alustassa tai PC-1-
alustassa (ilman EGF:a4) .

BAO:t tapettiin 3 ja 7 paivadn kuluttua ja niille
tehtiin varjays hermotukikudocksen saikeisen happaman pro-
teiinin (GFAP) suhteen immuunisytokemiallisesti. GFAP on
astrosyyteissé spesifisesti ilmentyva valivaihefilamentti-
proteiini. GFAP-reaktiivisuus osoittaa, ettd hermokantaso-
lut ovat erilaistuneet astrosyyteiksi. Saatiin seuraavat
tulokset:
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Aika (d4) GFAP-reaktiivisuus

Yksittaiset solut, 3 Pieni osa GFAP-posi-
el EGF:aa tiivisia
Yksittaiset solut, EGF 3 Negatiivinen
Soluryppaat, ei EGF:&a 3 Pieni osa GFAP-posi-
tiivisia
Solyryppaéat, EGF 3 Negatiivinen
Yksitt&iset solut, 7 Voimakas GFAP-posi-
el EGF:aa tiivisuus
Yksittaiset solut, EGF 7 Negatiivinen
Soluryppaat, ei EGF:aa 7 Voimakas GFAP-posi-
tiivisuus
Solyryppaat, EGF 7 Negatiivinen

Kapseloidut hermokantasolut olivat paivdan 7 men-
nessa erilaistuneet astrosyyeiksi EGF:n poissa ollessa.

Esimerkki 7

ECM:n vaikutus BHK-soluihin

El5-rotan aivo-selkaydinkalvosoluja, jotka otettiin
15 paivan ikaisistd rotan alkioista, siirrostettiin moni-
syvennyksiin maljoihin ja niiden annettiin kasvaa yhteen.
Solut vedettiin yksisolukerrokseksi 2 viikon kuluttua, ja
niiden annettiin kasvaa uudelleen.

Solun ulkopuolinen ECM eristettiin kasittelemalla
30 min 0,1 % Triton X-100-detergenttid sisdltavalla liu-
oksella ja kéasittelemdalla sitten 3 min NHOH-liuoksella
(5 mmol/l).

BHK-hNGF-solut

NGF:44 erittava BHK-solulinja tuotettiin seuraavas-
ti. 2,51 ke:n fragmentti, joka sisadlsi noin 37 ep ensim-
maisen intronin 3'-pdatd, kaksinkertaisen ATG-sekvenssin,
jonka otaksutaan olevan pre-pro-NGF-proteiinin translaa-
tion aloituskohta, ja ihmisen NGF-geenin tdydellisen koo-
ditussekvenssin ja koko 3-pd&n transloitumattoman alueen
[Hoyle et al., Neuron 10 (1993) 1019 - 1034], alikloonat-

tiin DHFR-pohjaiseen pNUT-ilmentymisvektoriin vAlittdmasti
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hiiren metallotioneiini-l-promoottorin (-650 - +7) ja ro-
tan insuliini II -geenin ensimmdisen intronin per&an
[Baetge, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83 (1986) 5454 ]
5458] .

Hamsterinpoikasen munuaissoluja (BHK-soluja) trans-
fektoitiin pNUT-{3-NGF-konstruktiolla kayttamé&llad kalsium-
fosfaattimenetelmdd. BHK-soluja kasvatettiin DMEM:ss3,
joka sisalsi 10 % naudan sikidseerumia, 1X penisilliini/
streptomysiini/ampisilliini B:t4& (0,8 g/l1l) ja L-glutamii-
nia (GIBCO), 5 % CO,:a sisaltavassa atmosfadrissa lampdti-
lassa 37 °C. Transfektoidut BHK-sclut valikoitiin pitamal-
14 200 pumol/l metotreksaattia (Sigma) sis&ltédvéssi alus-
tassa 3 - 4 viikkoa ja resistentteja soluja pidettiin ylla
polyklonaalisena populaationa  joko metotreksaatin
(200 pumol/1l) lé&snad ollessa tai ilman sita.

Transformoidut BHK-hNGF-solut siirrostettiin tihey-
deksi 1,0-104 solua/syvennys maljoihin, jotka sisilsivat
aivo-selkaydinkalvosoluista eristettya ECM:&a. BHK-hNGF-
soluja siirrostettiin myds samaksi tiheydeksi vertailumal-
joihin, jotka eivat sisaltdneet ECM:34. Solut laskettiin
kayttamédllad hemosytometrid 6 DIV:n jalkeen.

Solumdarat olivat vertailusyvennyksissa keskimdarin
4,5-10°% + 4,5-10° solua. Eristettyd ECM:34 sisaltavissa
maljoissa solumdldrat olivat keskimdarin 9,9-105 + 4,9-105
solua. Nama tulokset osoittavat, ettd solujen kasvu oli
4,5 kertaa heikompaa késitellyissd maljoissa.

Esimerkki 8

Solujen tarttuminen solun ulkopuoliseen ECM:&&n
sisdtuella

Jatkokokeissa siirrostettiin primaarisia aivo-sel-
kéydinkalvosolujaTECOTM-polyuretaanikuidulle.Mainitunlai-
set kuidut ovat kayttdkelpoisia sis&tukina BAO:issa. Kas-
vualustana kaytettiin DMEM:&a, jota oli taydennetty
10 %:1la FBS:ad. Kuituja wuutettiin 2 wviikon kuluttua

30 min 0,1 % Triton X-100:aa sisdlt&valld liuoksella ja

X
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sen jalkeen NH,OH-liuoksella (25 mmol/l) 3 min. Jotkut kui-
dut immuunivarjattiin antifibronektiinivasta-aineella,
jotta varmistettiin solun ulkopuclisen ECM:n l&sndolo kui-
dulla. Muita kuituja kaytettiin BHK-soluilla tehtdviin
soluadheesiotesteihin.

Esimerkki 9

BHK-solujen kasvu PEO-PDMS:11la muunnettuihin
BAO:ihin kapseloiduilla mikrokantajilla

PEO-PDMS-derivatiscitujen BAO:iden valmistus

Valmistettiin yhdelld pintakalvolla varustettuja
PAN/PVC-onttokuitu-BAO:ita esimerkissid 2 kuvatulla taval-
la. Naiden BAO:iden sisalapimitta oli 642,6 + 36,7 um ja

ulkol&pimitta 787,8 + 32,2 pm, seindmdn paksuus 67,8
16,2 um, BSA:n hylkimiskerroin 100 % ja vedenldpdisevyys
noin 21,8 ml/(min-mz-mmHg).

PAN/PVC-BAO:t derivatisoitiin PEO-PDMS:11& sterii-
leissa olosuhteissa. Valmistettiin liuos, joka sisalsi 1
tai 5 til-% PEO-PDMS:4a (Huls, PS073, M = 3126 g/mol;
82 paino-% PEO:ta), laimentamalla 1 ml tai 5 ml PEO-
PDMS:84 100 ml:ksi deionisoidulla vedellda. Liuos steri-
loitiin suodattamalla (0,2 um) ennen injektointia "mar-
k&dan" PAN/PVC-kalvoon. Kalvo suljettiin kuumapuristamalla
ja upotettiin vesipitoiseen liuckseen. Kuidut huuhdottiin
Hanksin puskuroidulla suolaliuoksella 72 tunnin kuluttua
ja ennen kayttda soluille.

Pakattiin esimerkissa 7 kuvattujen kaltaisia NGF:aa
erittavia BHK-soluja PEO-PDMS-derivatisoituihin kuituihin
seuraavasti:

Pakkaus- ja sulkemismenettely

Yhteenkasvamisasteeseen 90 % kasvatetuista NGF:3a
tuottavista BHK-soluista valmistetut yksittaissolususpen-
siot huuhdottiin PBS:114 (ilman kalsiumia ja magnesiumia),
kadsiteltiin trypsiinilld noin 1 min ja pelletoitiin sent-
1

rifugoimalla 3 min kierrostaajuudella 1 000 min~ Solut



Y} .

& 3

. .

-

e eees oo

-
L]

seo
L]

6> w802 o
e e

10

15

20

25

30

56

suspensoitiin uudelleen alustaan, niin ettd lopullinen so-
lutiheys oli 2-107 solu/ml.

Soluja joko pakattiin suoraan PEO-PDMS-derivatisoi-
tuihin kuituihin tai sekoitettiin 0,15-prosenttisen Vitro-
genTM-matriksiliuoksen tai 0,5-prosenttisen agarocosiliuok-
sen kanssa ja pakattiin sitten. Kuhunkin kuituun pakattiin
noin 2,5 pul soluja tai solu-matriksilietetta (10 000 so-
lua/pl) kayttéamdlla kartiomaista katetrin karkea nro 24 ja
Hamilton-ruiskua.

Kapselit suljettiin asettamalla 1 - 1,1 cm:n pala
kuivaa onttokuitua holkille, jonka lahemmdssd paassa oli
septumi ja tayttdaukko valineen onteloon injektoitavia
soluja varten. Kun oli infusoitu 2,5 um solususpensiota,
septumi poistettiin ja sydttdaukko suljettiin kayttémalla
valokovetteista akrylaattia (Luctrak™ LCM 24, ICI Resins
US, Wilmington, MA) ('"holkkisulku"). Sen jalkeen kapselit
"varustettiin liealla" sijoittamalla 1,5 cm 0,020":n
(0,5 mm) Silastic-letkua akryyliholkin paalle.

Talla tavalla valmistettiin seuraavat BAO:t:

1. derivatisoimaton vertailuvaippa, ei matriksia;

2. derivatisoimaton vertailuvaippa, VitrogenTM—mat—

riksi;

3. derivatisoimaton vertailuvaippa, agarocosimatrik-
si;

4. PEO-PDMS:114 (1 %) derivatisoitu vaippa, ei mat-
riksia;

5. PEO-PDMS:114 (1 %) derivatisoitu vaippa, Vitro-
genTM~matriksi;

6. PEO-PDMS:114& (1 %) derivatisoitu vaippa, agaroo-
simatriksi;

7. PEO-PDMS:114 (5 %) derivatisoitu vaippa, ei mat-
riksia;

8. PEO-PDMS:114 (5 %) derivatisoitu vaippa, Vitro-

genTM—matriksi;
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9. PEO-PDMS:11& (5 %) derivatisoitu vaippa, agaroo-
simatriksi.

BAO:ita pidettiin ylla ymparistdn O,-olosuhteissa 4
paivaa kapseloinnin jalkeen ja sitten vahan 0,:a sisalta-
vassa [6,65 kPa (50 mmHg)] atmosfaidrissd tutkimuksen ajan.
Kuvio 2 esittad NGF-eritysta (mitattu ELISAlla) 4, 11 ja
25 paivan kuluttua.

NGF-vapautustulokset osoittavat, etté& pelkdllad mat-
riksilla on vahan vaikutusta solujen tuotantoon. NGF:n
vapautuminen on kuitenkin olennaisesti v3hdisempdd PEO-
PDMS:n léasna ollessa, kun tatd ké&ytetdan agaroosin kera ja
ilman matriksia, mutta muuttumaton kaytettdessa tatad vit-
rogeninTM kera. Lisdksi muuntamiseen kaytetyn PEO-PDMS:n
prosentuaalisella osuudella oli ilmeisesti vadhainen vaiku-
tus NGF:n vapautumiseen. Histologisten tulosten perusteel-
la agaroosin kera kapseloiduilla BHK-soluilla oli pitkan-
omainen muoto, ja ne olivat valineen seinadmillé; itse aga-
roosin sisalla oli kuitenkin hyvin vadhan eladvia soluja.
BHK-solut, jotka pakattiin agaroosin kera PEO-PDMS-muun-
nettuihin kuituihin, olivat samoin kapselin ontelopinnalla
mutta muodoltaan pydreitd. PEO-PDMS-muunnettuissa PAN/PVC-
kuiduissa o0li vahemman soluja kuin muuntamattomissa aga-
roosia sisdltavissa kuiduissa, mika osoittaa etta solujen
kasvu oli s&&deltyad. Kuidun muuntaminen ei wvaikuttanut
VitrogenillaTM taytetyissa valineissa oleviin soluihin eika
myodskaan ilman matriksia kapseloituihin soluihin.

VitrogenTM—matriksia sisdltavissa muuntamattomissa
kuiduissa olevat BHK-solut olivat hyvin jakautuneita ja
elossa noin 75-prosenttisesti. Valineen keskelld esiintyi
jonkin verran solunekroosia. PEO-PDMS-muuntaminen ei vai-
kuttanut solujen jakautumiseen, elinkykyyn eik& muotoon.
Kun matriksina oli agarocosi, solujen jakautuminen oli
erinomaista ja niistd oli elossa noin 90 %. Kalvon PEO-
PDMS-muuntaminen (1 % ja 5 %) vaikutti solujen muotoon,

kun kaytettiin agaroosimatriksia. Solut olivat pitkanomai-
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sia muuntamattomassa PAN/PVC:ssd ja pydredmpid muunnetussa
PAN/PVC:ssa&. Solut eivat sijoittuneet agaroosimatriksiin
vaan kuidun ja '"agaroosisauvan" valiseen tilaan. Ilman
matriksia solujen jakautuminen on vahemmdn tyydyttavaa,
koska solut ovat muodostaneet suuria ryppaitd ja niiden
elossaoclosaste on alhaisempi, (noin) 60 %.

Esimerkki 10

BHK-solujen kasvu CultiSphersTu-kantajilla

Esimerkissd 7 kuvattujen kaltaisia NGF:&4 erittavia
BHK-soluja kasvatettiin kollageenilla paallystetyilla
CultiSphersTM—kantajilla. CultiSphersTM—kantajat (1 g) hyd-
ratoitiin uudelleen 50 ml:ssa PBS:4a4 (CMF). Suspensoitiin
15-10° solua 1 ml:aan uudelleen hydratoituja CultiSphersTM—
kantajia. Solu-CultiSphersTM—suspensio pakattiin suoraan
yhdellad pintakalvolla varustettuihin PAN/PVC-onttokuitui-
hin tai sekoitettiin suhteessa 1:1 l-prosenttisen agaroo-
sin kanssa ja pakattiin sitten yhdelld pintakalvolla va-
rustettuihin PAN/PVC-onttokuituihin. Kuidut valmistettiin
suurin piirtein esimerkissd 2 kuvatulla tavalla, taytet-
tiin ja suljettiin suurin piirtein esimerkissa 9 kuvatulla
tavalla.

Kapseloiduista soluista testattiin NGF-eritys
ELISAlla 2, 15 ja 56 paivan kuluttua. Alustaa taydennet-
tiin kolmesti viikossa. Tulokset esitetdan kuviossa 3.
NGF-vapautustulokset osoittavat, ettd BHK-solut pystyvat
kasvamaan CultiSphersTM—mikrokantajilla BAO:ihin kapseloi-
tuina (kuvio 3, selitys: n-mat-008, 0709-n-m). NGF-vapau-
tustulokset osoittavat 1lisadksi, ettd BHK-solu-Culti-
SphersTM—yhdistelmé voidaan suspensoida edelleen agaroosi-
matriksiin vaikuttaen vaha&n tai ei ollenkaan NGF:n vapau-

tukseen (kuvio 3, selitys: agaro-008, agaro-0709).
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Esimerkki 11

Peptidijohdannaisen kayttd solujen lukumddrdn ja
jakautumisen siatelyyn

Tassad esimerkissd BAO:n ontelopinta muunnettuun
PEO-PDMS:114, poly-d-lysiinilla tai PepTite 2000:11a™¥,
kaupallisesti saatavissa olevalla soluadheesioproteiinil-
la.

Tass& tutkimuksessa kaytettiin hamsterinpoikasen
munuaissoluja (BHK-soluja), koska ne ovat ankkuroitumis-
paikasta riippuvaisia soluja ja niiden on aiemmin osoitet-
tu tarttuvan onttokuitukalvoon.

Kuidut

Valmistettiin vhdelld pintakalvolla varustettuja
PAN/PVC-onttokuituja suurin piirtein esimerkissa 2 kuva-
tulla tavalla. Kuitujen sisaldpimitta oli 625 um ja seina-
mé&paksuus 50 pum. Namd kuidut steriloitiin pit&ma&lla niitéa
yén yli 70-prosenttisessa etanolissa ja huuhdottiin sitten
useaan kertaan HBSS:1la.

Derivatisointi

l. PDMS-PEO:

BAO:t derivatisoitiin PDMS-PEO:1la seuraavasti.
Valmistettiin 1liuos, joka sisdlsi 1 til-% PEO-PDMS:aa
(Huls, PS073, M = 3126 g/mol; 82 paino-% PEO:ta), laimen-
tamalla 1 ml PEO-PDMS:&a 100 ml:ksi deionisoidulla vedel-
1a. Liuos steriloitiin suodattamalla (0,2 pm) ennen injek-
tointia steriiliin kalvoon. Kalvoa pidettiin 1 % PEO-
PDMS:84 sisaltavéssad vesipitoisessa liuoksessa 24 tuntia
huoneenlampdtilassa. Kuidut huuhdottiin vedelld (kolmesti)
ja sitten HBSS:114 ennen solujen injektointia.

2. PdL:

BAO:t derivatisoitiin poly-d-lysiinilld seuraavas-
ti. Kuituja pidettiin 24 tuntia huoneenlampdtilassa vesi-
pitoisessa liuoksessa, joka sisdlsi 2 mg/ml poly-d-lysii-

niad (moolimassa 67 000). Kuidut huuhdottiin kolmesti wve-
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delléd ja sitten kolmesti HBSS:114 ennen solujen injektoin-
tia.

3. PepTite 2000™:

BAO:t derivatisoitiin PepTite 2000™.11a seuraavas-
ti. Kuidut upotettiin PBS-liuokseen, joka sisdlsi 100 mg/
ml etanoliin ensin liuotettua PepTite 2000™. 4. Kuituja
pidettiin tass& liuoksessa 24 tuntia huoneenldmpdtilassa
ja ne huuhdottiin sitten kolmesti PBS:1la ennen solujen
injektointia.

4. PAN/PVC:

Vertailukuituja pidettiin 24 tuntia huoneenlampdti-
lassa HBSS:ssa& ennen solujen injektointia.

Solut

BHK-soluja pakattiin derivatisoituihin kuituihin
tiheydeksi 5 000 solua/ml. Kuidut suljettiin ja laitettiin
kierrekorkilla wvarustettuihin putkiin, jotka sisalsivat
seerumitonta alustaa (PCl-alusta), ja laitettiin putket
sitten korkeintaan 2 viikoksi pydritysrummulle inkubaatto-
riin, jonka lampdtila oli sdddetty 37 °C:ksi. Rummun pyd-
rimisnopeus oli 2 min~}. Kuidut kiinnitettiin sopivalla
hetkelld 4-prosenttisessa paraformaldehydissa, kuivattiin
asteittain vakevammadssd etanolissa ja varjattiin hemato-
ksyliinilla ja eosiinilla (H&E) solujakautuman analysoimi-
seksi histologisesti osmiumtetroksidilla.

Solujen jakautuminen oli hyva derivatisoiduilla
PAN/PVC-kalvoilla, kun derivatisointi tehtiin poly-d-ly-
siinilla, ja yhtendisempad, kun derivatisointi tehtiin
PepTite 2OOOTM:lla, osmiumtetroksidivarjaykselld maaritet-
tyné.

PAN/PVC-kalvoja yritettiin muuntaa PepTite
2000™.11a kahdella tavalla. Ensin muunnettiin vain kalvo-
jen sisdpuolinen ontelopinta ja toiseksi kasiteltiin seka
sisdpuolinen ontelopinta ettd& ulkopinta. Tyhjista (ts.
soluja sisdltamattdmistd) BAO:ista analysoitiin kokonais-

aminohapot poly-d-lysiinin tai PepTite 2000™:n sitoutumi-
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sen maarittamiseksi. Muuntamattomiin vertailukalvoihin
sitoutunut kokonaisaminohappomddrd oli noin 0,2 g/BAO.
Poly-d-lysiinilla muunnettuihin kalvoihin sitoutunut koko-
naisaminohappomddrd oli noin 0,8 g/BAO sisdpuoliselta on-
telopinnaltaan muunnettujen kalvojen ollessa kyseessa ja
noin 2,6 g/BAO sellaisten kalvojen ollessa kyseessi, jois-
sa oli muunnettu sekad sisapuolinen ontelopinta ettd ulko-
pinta. Samanlaisia BAO:ita, joihin oli pakattu BHK-soluja,
sdilytettiin 14 paivad ja tutkittiin ne sitten histologi-
sesti. Muuntamattomissa vertailu-BAO:issa solut sijaitsi-
vat epayhtendisesti suurina ryppainad koko kuidun alueella
pituussuunnassa. Kummassakin tyypissa muunnettuja kuituja
solut olivat sen sijaan jakautuneina yhtendisesti kalvon
ontelopinnalle.

Nama tulokset viittaavat siihen, etta poly-d-lysii-
ni ja PepTite 2000™ edistavat tehokkaasti solujen kiinnit-
tymistd BAO:n ontelopintaan ja saatelevat siten tehokkaas-
ti solujen jakautumista BAO:hon.

Esimerkki 12

ECM-molekyylien kayttd kantahermosolujen kasvun
sdatelyyn

Siirrostuserastd 71 saadut hiiren kantahermosolut
preparoitiin suurin piirtein esimerkissd 1 kuvatulla ta-
valla. Monisyvennyksiset maljat esipaallystettiin 0,5-pro-
senttisella agarocosilla (Sea—PrepTM), jotta estettiin kan-
tahermosolujen tarttuminen muovimaljoihin. Soluja siirros-
tettiin suunnilleen tiheydeksi 50 000 solua/syvennys ko-
keessa kaytettaviin matrikseihin. Kutakin matriksia kohden
kaytettiin kolme syvennystd; kaksi syvennyksista sisalsi
PC-1-alustaa (vertailu) ja yksi kantahermosoluja ynna EGF-
alustaa (EGF).

Tutkittiin ihoperaisen tyypin 1 kollageenin
(ZydastTM; Collagen Biomedical, Palo Alto), janneperadisen

tyypin 1 kollageenin (OrganogenesisTM)

nin (VitrogenTM, Celtrix, Santa Clara) ja agaroosin tehok-

, tyypin 1 kollagee-
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kuus solujen kasvun sddtelyssd yksind&n tai yhdistelmdna
laminiinin tai PepTite 2000™.n tai kummankin kanssa.

Solut analysoitiin 4 ja 14 paivan kuluttua varjaa-
malla fluoreseiinidiasetaatilla/propidiumjodidilla (FDA/
PI) ja mdarittamalld solujen elinkyky, kasvu ja erilaistu-
minen. Soluissa, jotka oli késitelty’OrganogenesisTM—kolla—
geenin, PepTite 2000™:n ja laminiinin yhdistelmdlla, oli
tapahtunut eniten erilaistumista, noin 90 % soluista oli
erilaistunut. Noin 80 % soluista, jotka olivat olleet alt-
tiina agaroosin, PepTite 2000™:n ja laminiinin yhdistel-
malle, oli erilaistunut.

Esimerkki 13

Inertin telinerakenteen kayttd BHK-solujen lukumii-
ran ja jakautumisen saddtelyyn BAO:ssa

Kaytettiin kahta PAN-PVC-kuitutyyppid (suunnilleen
esimerkissa 2 kuvattujen kaltaisia): yhdelld pintakalvolla
varustettua kuitua, jonka ulkopinnalla on selektiivisesti
lapaiseva kalvo, ja yhdelld pintakalvolla varustettua kui-
tua, jonka sisdpinnalla on selektiivisesti lapdiseva kal-
vo.

Ensin poistettiin glyseroli PAN/PVC-kuiduista ja ne
steriloitiin pitamalld niit& suodattamalla steriloidussa
70-prosenttisessa etanolissa ydén yli. Sitten kuituja huuh-
dottiin steriilillad vedelld kolmesti noin 1 - 2 tuntia.

Seuraavaksi valmistettiin telinerakennematriksi,
joka sisalsi 15 % polyhydroksietyylimetakrylaattia
("PHEMA") , 1liuottamalla 1,5 g PHEMA:a 10 ml:aan 95-pro-
senttista etanolia (190 proof, Quantum). Lis&ksi valmis-
tettiin telinerakennematriksi, joka sisdlsi 10 % hydroksi-
etyylimetakrylaatti-metyylimetakrylaattikopolymeerié
("PHEMA/MMA"), liuottamalla 1,0 g PHEMA/MMA:a 10 ml:aan
95-prosenttista etanolia. Liuosta sekoitettiin ja kuumen-
nettiin polymeerien liuotuksen helpottamiseksi.

PHEMA- tai PHEMA/MMA-liuokset sydtettiin ruiskulla

PAN/PVC-kuituihin, jotka upotettiin sitten steriiliin ve-
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teen. Taytetyt kuidut jatettiin veteen 1 tunnin ajaksi,
jotta varmistetaan telinerakenteiden saostuminen ja etano-
lin diffusoituminen pois ytimestd. Kuitujen p&it katkais-
tiin, koska ne olivat usein PHEMA:n tai PHEMA/MMA:n tukki-
mia. Kuidut siirrettiin steriili&d HBSS:&4a& sis&ltaviin pet-
rimaljoihin. Talld tavalla valmistettiin PHEMA:lla ja
PHEMA/MMA:lla taytettyj& BAO:ita ja vertailu-BAO:ita.

Kasvatettiin NGF:34 erittavid BHK-soluja (kuvattu
esimerkissd 7) 10-prosettisessa DMEM:ssa, johon oli lis&t-
ty glutamiinia ja antibiootteja. Solut poistettiin varo-
vasti pulloista 0,25-prosenttisella trypsiiniliuoksella,
pestiin ja suspendoitiin uudelleen PCl-alustaan tiheydeksi
1-107 solua/ml.

BHK-NGF soluja pakattiin kuituihin tiheydeksi
10 000 solua/ul kayttamdlla Teflon-katetria nro 22. BAO:t
suljettiin kuumapuristamalla.

Valmistettiin 5 kutakin tyyppid olevaa BAO:ta. Nel-
ja niista laitettiin 24-syvennykseen maljaan, jossa oli
1 ml PCl-alustaa. Viides laitettiin noin 3 - 4 ml:aan PCl-
alustaa pystysuoraan putkeen. Pystysuoraan putkeen laite-
tut BAO:t leikattiin 24 tunnin kuluttua auki pitkin onte-
lopintaa (pitkitt&inen halkileikkaus) ja analysoitiin 24
tunnin kuluttua solujen jakautuminen kuituihin varjaamalla
fluoreseiinidiasetaatilla/propidiumjodidilla (FDA/PI) .
Tarkasteltaessa fluoresenssimikroskoopilla FDA varjaa ela-
vat solut vihreiksi ja PI kuolleet solut punaisiksi.

Lopuuja BAO:ita kasvatettiin 2 wviikkoa. BAO:ita
pidettiin ymparistdén O,-olosuhteissa 4 paivaa kapseloinnin
jalkeen Jja sitten vahan O,:a sisaltavassa [6,65 kPa
(50 mmHg)] atmosfddrissd tutkimuksen ajan.

BHK-NGF-solujen toimivuus testattiin mittaamalla
NGF-eritys (ELISAlla) 4, 7 ja 14 paivan kuluttua. PHEMA-
tai PHEMA/MMA-telinerakenteen sisidltivissi BAO:issa olevat
solut jatkoivat NGF:n erittamistd tutkimuksen ajan. Seka

histologiset ettd NGF-vapautustulokset osoittavat, ettd
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PHEMA- ja PHEMA-MMA-telinerakenteet mahdollistavat pitkin
BAO:ta jakautuneiden, funktionaalisesti aktiivisten el&-
vien solujen yllapitamisen. 10 % PHEMA-MMA:a sisaltavilla
telinerakenteilla saadut tulokset olivat parhaat.

Esimerkki 14

Inertin telinerakenteen kayttd PCl2A-solujen luku-
mddradn ja jakautumisen siitelyyn BAO:ssa

Maaritettiin inerttien PHEMA- ja PHEMA/MMA-teline-
rakenteiden tehokkuus BAO:issa olevien PCl2-solujen jakau-
tumisen sdatelyssa.

Valmistettiin yhdelld pintakalvolla wvarustettuja
kuituja suurin piirtein esimerkissa 2 kuvatulla tavalla.
Nailla kuiduilla oli tyypillisesti seuraavat ominaisuudet:
sisdldpimitta 642 um, ulkoldpimitta 787 um, sein&mén pak-
suus 68 um, hylkimiskerroin 100 % (BSA) ja vedenlapdise-
vyys 22 ml/(min-mz-mmHg).

Naihin kuituihin valmistettiin inertteja PHEMA- ja
PHEMA/MMA-telinerakenteita suurin piirtein esimerkissa 13
kuvatulla tavalla.

HL-l-alustassa olevia PCl2A-soluja (l-lO7 solua/ml)
injektoitiin kuitujen ontelotiloihin ja kuidut kuumasau-
mattiin, niin ettd syntyi noin 1 cm:n pituisia BAO:ita.
Valineitd pidettiin la&mpdtilassa 37 °C ymparistdssd val-
litsevissa paineolosuhteissa HL-1-alustassa. Kapseloitujen
solujen toimivuuden maarittamiseksi BAO:ista testattiin
katekoliamiinin perusvapautuminen ja K*:lla heritetty va-
pautuminen 1, 14 ja 28 paivan kuluttua. Tulokset esitet&ian
kuvioissa 4A ja 5A (perusvapautuminen) ja kuvioissa 4B ja
5B (K*:1la herdtetty vapautuminen). Nama tulokset osoitta-
vat, ettd inertteja PHEMA- ja PHEMA/MMA-telinerakenteita
sisaltaviin BAO:ihin kapseloidut solut sdilyttavat toimi-
vuutensa katekoliamiinivapautuksen kautta mitattuna.

Solujen jakautuminen BAO:ihin m&dritettiin 5 tunnin
ja 4 paivan kuluttua leikkaamalla kuidut pystysuunnassa
kahtia ja varjaamalla solut FDA:1la/PI:11a. Nam& tulokset
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osoittivat, ettd PHEMA- ja PHEMA/MMA-telinerakenteet ovat
myrkyttémid ja tukevat PCl2-solujen elinkykyad ja toimi-
vuutta.

Esimerkki 15

NWPF:n kayttd edistdmdan solujen adheesiota ja eri-
laistumista BAO:ssa

Kokeiltiin kuutta NWPF-tyyppia (Reemay, Tennessee) :
nro 2 470, nro 2 295, nro 2 024, nro 2 055, nro 2 033, nro
2 250 (Reemayn numercita). Saatu kangas oli levyn muodos-
sa: siitd stanssattiin kiekkoja, jotka sopivat 24-syven-
nyksiin maljoihin. NWPF-kiekkoja pidettiin -liuoksessa,
joka sis&lsi 1 % (m/V) natriumdodekyylisulfaattia (SDS), 6
tuntia ja ne huuhdottiin sitten vedelld (3 kertaa). Sitten
kiekkoja pidettiin liuoksessa, joka sisalsi 1 til-% rik-
kihappoa vedessa, 13 tuntia (y6n yli) ja ne huuhdottiin
sitten kolmesti vedella. Kiekkojen annettiin kuivua pape-
ripyyhkeelld ja ne steriloitiin sitten autoklaavissa.

Kiekkoja wviljeltiin 3 solutyypin kanssa solujen
adheesion testaamiseksi: BHK-, AT-3- ja TSA-solut. Lisat-
tiin noin 100 000 solua 24-syvennyksiseen maljaan, joka
sisdlsi yhden edelld mainituista 6 NWPF-kiekosta PCl-alus-
tassa. Kaytettiin seerumitonta alustaa solujen adheesion
testaamiseksi ilman seerumin aiheuttamia hairidita (TSA-
soluja lukuun ottamatta). BHK- ja AT-3-solujen adheesio
tutkittiin 4 p&ivan kuluttua PDA/PI-menetelmdlla. Solujen
muoto oli pitk&nomainen, ja ne nayttivat tarttuvan Reemay
nro 2 250:een ja nro 2 055:een. 10 paivan kuluttua BHK-
solut kasvoivat parhaiten nro 2 250:114. AT-3-solut tart-
tuivat parhaiten nro 2 024:3aan ja nro 2 295:een. AT-3-so-
lut kasvoivat parhaiten nro 2 024:114 10 paivan kuluttua.
TSA-solut (10 % FCS:44 sisaltavassa alustassa) olivat 1
paivan kuluttua muodoltaan pitkd&nomaisia, kun niit& kas-
vatettiin nro 2 250:11&4 ja nro 2 055:114, ja ne kasvoivat
parhaiten nro 2 024:11&. 7 paivadn kuluttua TSA-solut kas-

voivat parhaiten nro 2 055:114.
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Esimerkki 16

SV40/DRH-NGF-solut matriksimateriaaliin suspensoi-
duilla mikrokantajilla

Hyodynnettiin dopamiini-fR-hydroksylaasi (DRH) -gee-
nin saatelyelementteja [Hoyle et al., J. Neurosci. 14
(1994) 2455 - 2463] SV40:n T-antigeenin (tsa58) (DRH-SV)
ja ihmisen kasvutekijan (DRH-hNGF) saattamiseksi ilmenty-
maan rinnakkain transgeenisissd hiirissa. Naiden kimeeris-
ten geenien rinnakkaisilmentyminen johti kasvaimiin lisa-
munuaisen ytimessd ja noradrenergisissd sympateettisissa
ganglioissa. Yhden tallaisen hiiren vatsa-alueen kasvain
leikattiin irti ja kasvainkudos hajotettiin mekaanisesti
ja laitettiin kudosviljelméadn (DMEM, 10 % FBS:4aa, 37 °C,
5 % COZ:a). Viljelyjakson alkuvaiheesta ldhtien lésna oli
kahta toisistaan erottuvaa solutyyppi&, suuria litteita
fibroblastimaisia soluja ja pieniad kirkasfaasisia soluja,
joissa oli pitkia neuriittihaarakkeita. Pienilld soluilla
oli katekoliaminergisen hermosolun piirteitd, mukaan luet-
tuna immuunireaktiivisuus neurofilamentti-L:n ja -M:n ja
tyrosiinihydroksylaasin suhteen. Naissd soluissa esiintyi
my®s immuunireaktiivisuutta SV40:n T-antigeenin suhteen,
toisin kuin fibroblastimaisissa soluissa, jotka olivat
negatiivisia nadiden markkereiden suhteen. Solut uusinta-
siirrostettiin viikottain.

SolujakasvetattiinCultiSphersTM—kantajillaesimer—
kissa 10 kuvatulla tavalla ja ne suspensoitiin joko algi-
naattia 1,5 %) tai agaroosia (1 %) sisdlt&vaan matriksiin.
Alginaattimatriksin ollessa kyseessd alginaatti silloitet-
tiin pitamé&llad valineita S min 1 % kalsiumkloridia sisal-
tavassd vesipitoisessa liuoksessa kapseloinnin j&lkeen.
Solu—CultiSphersTM—matriksiyhdistelmé pakattiin PAN/PVC-
onttokuituihin esimerkissa 10 kuvatulla tavalla.

Soluja sisaltédvia BAO:ita pidettiin seerumittomassa
alustassa. Valituin aikavalein valineet pestiin ennen

30 min kestavaa inkubointia HBSS:ss&. Perusalusta otettiin
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talteen ja siité& mdaritettiin L-dopa HPLC-ED:1134. Vilineet
erittivat edelleen L-dopaa 80 paivan kuluttua in vitro.

Esimerkki 17

Geneettisesti muunnetut myoblastit erittidvit NGF:3aa
erilaistumisen jalkeen

Hiiren C,C,,-myoblastisolujen etuna on, ettd ne ovat
nopeasti jakautuvia soluja, niitd voidaan viljella suuria
madrid in vitro, ne voidaan saattaa ilmentamdén proteiine-

ja Ja voidaan eristadd valittuja klooneja. Hiiren C,C,,-

solut voivat erilaistua jalkimitoottiseen tilaan oltuaan
vdhan seerumia sisdltavan alustan vaikutuksen alaisina.
Nama solut ovat siten edullisia kapseloitaviksi verrat-
tuina jakautuviin soluihin, joiden proliferaatiota ei pys-
tyta sdatelemddn - viimeksi mainitut solut jatkavat jakau-
tumista, kunnes ne tayttavat kapselin, ja muutaman kuukau-
den kuluttua havaitaan jatteen keridantymista.

Testasimme transfektoidun C,C,,-myoblastisolulinjan

kyvyn jatkaa hNGF:n eritystd, kun on tapahtunut fuusioitu-
minen myoputkiksi.

C,C,,-myoblastit (ATCC) transfektoitiin hNGF-geenil-
1la kayttamalla Lipofectamine-reagenssia valmistajan
(Gibco) ohjeiden mukaisesti. Soluja valikoitiin 2 wviikon
ajan G418:n (1 mg) lasnad ollessa ja testattiin sitten NGF-
tuotanto. Solut siirrostettiin suunnilleen tiheyteen 260
solua/cm2 T75-pulloihin ja peiteliuskoilla varustettuihin
tai varustamattomiin 24-syvennyksisiin maljoihin. Soluille
annettiin kahdesti viikossa 1lisda DMEM:&a Jja FBS:aa
(10 %) . Soluja otettiin talteen 1, 5, 8 ja 13 paivan ku-
luttua, jolloin mitattiin NGF-eritys. Tulokset esitet&an
taulukossa 2.
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Taulukko 2
C,Cy,:n NGF-eritys ajan funktiona
Solulinja Viljely- Yhteenkasva- Fuusioitu- NGF -
aika minen (%) minen (%) eritys
Kanta paiva 1 25 0 nt
23.3.-95
+ NGF paiva 1 25 0 nt
23.3.-95
Kanta paiva 5 40 0 nt
+ NGF paiva 5 30 0 nt
Kanta paiva 8 98 5 * Kk
+ NGF paiva 8 90 1 0,0018
Kanta paiva 10 1 000 80 ND
+ NGF paiva 13 100 50 0,014
Fuusioituminen (%) = myoputkiksi muotoutumassa olevien

myoblastien prosentuaalinen osuus

"+ NGF" tarkoittaa hNGF-geenilla transfektoituja CyCys
soluja.

"Kanta" tarkoittaa transfektoimattomia C,Cy,-s0luja.
NGF-erityksen mittayksikkdénd on pg/(ml-soclu-24 h).

nt = ei testattu

ND = ei havaittu

*Pdivana 8 solut ovat kasvaneet kooltaan ja valmistautu-
massa fuusioon.

*Paivana 8 esiintyy enemman fuusioitumista viljelymaljois-

sa kuin T-pulloissa (pulloille tehty virtaussytometria).

Nam& tulokset viittaavaat siihen, ettd transfektoi-
dut myoblastit jatkavat halutun heterologisen tuotteen,
ts. NGF:n, tuottamista erilaistuttuaan lopullisesti myo-

putkiksi.
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Esimerkki 18

Geneettisesti muunnetut myoblastit erittéavat
CNTF:48a erilaistumisen jélkeen

Transfektoimme hiiren C,Ci,-myoblasteja pNUT-ilmen-
tymisvektorilla [Baetge, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83
(1986) 5454 - 5458], joka sisalsi ihmisen CNTF-geenin.
Maaritimme hCNTF-geenin ilmentymistason ja tekijan biolo-
gisen aktiivisuuden Norther blot -menetelmdlll, ELISA-mda-
ritykselld ja mittaamalla ChAT-aktiivisuus alkion selk&-
ytimen motoneuroniviljelmissa. Yhden C,Cip-kloonin havait-
tiin erittavan noin 0,2 g CNTF:44 10 solua kohden vuoro-

kaudessa. nCNTF:n erittymisnopeus ei muuttunut C -myo-

2C12
blastien erilaistuessa. C,C,,-nCNTF pystyi myds pelastamaan
motoneuroneja aksotomian aiheuttamalta solukuolemalta.
Vastasyntyneiden rottien kasvotumakkeiden morfologinen
tutkimus osoitti, ettd wviikon kuluttua aksotomiasta wvain
13,4 % kasvojen liikehermosoluista oli jaljelld vertailu-
elaimissa, kun taas nCNTF:n jatkuva vapautuminen johti

siihen, ettd 22,7 % motoneuroneista oli elossa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd keinotekoisessa biologisessa vadlinees-
sa vallitsevan solujakautuman saatelemiseksi, tun -
nettu siita, ettd tehddadn soluille kasittely, joka
inhiboi solujen proliferaatiota tai edistdd solujen eri-
laistumista ja joka kasittely vaikuttaa elav&a&n isant&an
istuttamisen jalkeen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettad kasittely kasittad solujen trans-
formoinnin proliferaatiota edistdvallad geenilla, joka on
toiminnallisesti kytketty saadeltavissa olevaan promootto-
riin, niin ettd pystytdan inhiboimaan proliferaatiota
edistavan geenin ilmentymista elavaan isantaan istutta-
misen jalkeen.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd proliferaatiota edistava geeni on
onkogeeni.

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd kasittely kasittdd solujen trans-
formoinnin proliferaatiota heikentavalla geenilléa, joka on
toiminnallisesti kytketty saadeltavissa olevaan promootto-
riin, niin ettd proliferaatiota heikentavan geenin ilmen-
tyminen voi tapahtua eladvaan isant&an istuttamisen jal-
keen, mutta sitd pystytddn inhiboimaan in vitro.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelma, t u n-
nettu siita, ettd proliferaatiota heikentdva geeni on
kasvainsuppressorigeeni, jonka tulevat kyseeseen P53-geeni
ja RB-geeni.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettad kasittely kasittdd solujen trans-
formoinnin erilaistumisen indusoivalla geenilla, joka on
toiminnallisesti kytketty saadeltavissa olevaan promootto-

riin, niin ettd erilaistumisen indusoivan geenin ilmenty-
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minen voi tapahtua elavaan isantdan istuttamisen jalkeen,
mutta sitd pystytddn inhiboimaan in vitro.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettld erilaistumisen indusoiva geeni on
liikkuvuudeltaan suureen ryhmaa&n kuuluva kromosomaalinen
proteiini 14.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettd kasittely kasittdd solujen kasit-
telyn proliferaatiota inhiboivalla yhdisteelld tai eri-
laistumisen indusoivalla yhdisteella.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelm&a, t u n-
nettu siitd, ettd proliferaatiota inhiboivana yhdis-
teend tai erilaistumisen indusoivana yhdisteend tulevat
kyseeseen forboliesteri, hepariini, TGF-f3, askorbaatti,
mitomysiini, BrdU, PGE,, dbcAMP, Ara-C, nikotiiniamidi ja
SGP.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettad kasittely késittda solujen
poistamisen proliferaatiota stimuloivan yhdisteen tai eri-
laistumista inhiboivan yhdisteen vaikutuksen alaisuudesta.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd proliferaatiota stimuloivana
vhdisteend tai erilaistumista inhiboivana yhdisteena tu-
levat kyseeseen EGF, TGF-a ja amfireguliini ja solut ovat
kantahermosoluja.

12. Menetelmd keinotekoisessa biologisessa vali-
neessa vallitsevan solujakautuman saatelemiseksi, t un -
nettu siitd, ettad tehdddn vadhintdan yhdelle keinote-
koisen biologisen valineen sisalla olevalle kasvupinnalle
k&sittely, joka inhiboi solujen proliferaatiota tai edis-
tadad solujen erilaistumista ja joka kasittely wvaikuttaa
elavaan isantdédn istuttamisen jalkeen.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelma,

tunnettu siita, etta kasittely kasittaa kasvupin-
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nan paallystamisen vaikuttavalla m&ardlla vahint&4n yhta
solun ulkopuolista matriksimolekyyliéa.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siita, ettad kasittely késittad solujen
suspendoinnin keinotekoisen biologisen valineen sisdlla
olevaan hydrogeelimatriksiin, joka matriksi on derivati-
soitu proliferaatiota inhiboivalla tai erilaistumisen in-
dusoivalla peptidilla tai peptidisekvenssilla.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd hydrogeelimatriksi koostuu
agaroosista, joka on derivatisoitu peptidisekvenssilli,
jona tulevat kyseeseen RGD-pitoinen sekvenssi (ArgGlyAsp;
sekvenssin nro 2 AA, - AA,), YIGSR-pitoinen sekvenssi
(TyrIleGlySerArg; sekvenssin nro 1 AAg; - AAy) ja IKVAV-
pitoinen sekvenssi (IlelLysValAlaVal; sekvenssin nro 3
AA - AAlS)'

16. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,

11

tunnettu siita, etta kasittelyssa mikrokantajat
suspendoidaan keinotekoisen biologisen valineen sisaan.

17. Menetelma keinotekoisessa biologisessa wvali-
neessa vallitsevan solujakautuman saatelemiseksi, t un -
nettu siitd, ettd tehddan vahintaan yhdelle keinote-
koisen biologisen valineen sisalla olevalle kasvupinnalle
kasittely, joka edistdid solujen kiinnittymistad siihen.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelma,
tunnettu siita, ettd kasittely kasittaad derivati-
soinnin tai yhdisteen adsorboinnin kasvupinnalle, jona
vhdisteend tulevat kyseeseen poly-d-lysiini, RGD-pitoinen
sekvenssi (ArgGlyAsp; sekvenssin nro AA, - AA,), YIGSR-
pitoinen sekvenssi (TyrIleGlySerArg; sekvenssin nro AAg -
ARAy) ja IKVAV-pitoinen sekvenssi (IleLysValAlaVal; sekvens-
sin nro AA,, - AA15).

19. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettad kasittely kasittdad inertin
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telinerakenteen muodostamisen keinotekoisen biologisen
valineen sisaan.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd inertti telinerakenne muodos-
tetaan yhdisteesta, jona tulevat kyseeseen polyhydroksi-
etyylimetakrylaatti ja hydroksietyylimetakrylaatti-metyy-
limetakrylaattikopolymeeri.

21. Menetelmd keinotekoisessa biologisessa vali-
neessa vallitsevan solujakautuman saatelemiseksi, t un -
nettu siita, etta tehdaan vahintdan yhdelle keinote-
koisen biologisen valineen sisalla olevalle kasvupinnalle
kdsittely, joka inhiboi solujen kiinnittymist& siihen.

22. Patenttivaatimuksen 21 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd kasittely kasittdd derivati-
soinnin tai PEO-PDMS:n adsorboinnin kasvupinnalle.

23. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siita, ettd kasittely kasittadad solujen
saattamisen alttiiksi proliferaatiota inhiboivalle annok-
selle UV-sateilya.

24 . Keinotekoinen biologinen valine, t unnet -
t u siita, ettd se kasittéaa

(a) biologisesti yhteensopivan, selektiivisesti
lapaisevan vaipan;

(b) elavia soluja kasittavéan ytimen, joille soluil-
le on tehty minkd tahana patenttivaatimuksista 1 - 23 mu-
kainen kasittely, niin ettéd pystytaan sddtelemdan keinote-
koisessa biologisessa valineessa vallitsevaa solujakautu-
maa elavaan isantaan istuttamisen jalkeen.

25. Yhdistelma-DNA-molekyylillad transformoitu solu,
tunnettu siita, ettd se kasittaa

(a) proliferaatiota edistavan geenin, joka pystyy
ilmentyessaan indusoimaan solujakautumisen;

(b) proliferaatiota edistavaan geeniin toiminnalli-
sesti kytketyn Mx-l-promoottorin, jolloin mainittu solu

voidaan indusoida proliferoitumaan saattamalla se sellai-
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sen interferonimdaran vaikutuksen alaiseksi, joka on riit-
tava johtamaan proliferaatiota edistavén geenin ilmentymi -
seen.

26. Patenttivaatimuksen 25 mukainen solu, t un -
nettu siita, ettd proliferaatiota edistidvi geeni on
SV40:n suuri T-antigeeni.

27. Siirtogeeninen nisdkiés, tunnettu sii-
ta, ettd se on transformoitu yhdistelmd-DNA-molekyylill4,
joka kasittaa

(a) proliferaatiota edistdvan geenin, joka pystyy
ilmentyessdan indusoimaan solujakautumisen;

(b) proliferaatiota edistavaan geeniin toiminnalli-
sesti kytketyn Mx-1l-promoottorin.

28. Patenttivaatimuksen 27 mukainen siirtogeeninen
nisdkéas, tunnettu siité&, ettd proliferaatiota
edistava geeni on SV40:n suuri T-antigeeni.

29. Patenttivaatimuksen 27 mukaisen siirtogeenisen
nisakkaan jalkelaiset.

30. Solu, tunnettu siitad, ettd se on eris-
tetty patenttivaatimuksen 27 tai 28 mukaisesta siirtogee-
nisesta nisakkaasta.

31. Menetelmd ehdollisesti immortaliscidun solun
aikaansaamiseksi, tunnettu siitd, ettd se kasit-
tda seuraavat vaiheet:

(a) transformoidaan solu yhdistelmd-DNA-molekyylil-
13, joka kasittaa proliferaatiota edisté&van geenin, joka
pystyy ilmentyessaan indusoimaan solujakautumisen, ja pro-
liferaatiota edistdvaan geeniin toiminnallisesti kytketyn
Mx-l-promoottorin, niin ettd mainittu solu voidaan indu-
soida proliferoitumaan saattamalla se sellaisen interfero-
nimdaran vaikutuksen alaiseksi, joka on riittava johtamaan
proliferaatiota edistavan geenin ilmentymiseen;

(b) viljell&an mainittua transformoitua solua.
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