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Kombinovand terapie tumor-supresorovym genem a chemoterapie pri

1 0:00 LX) .

1é&bé& nadorovych onemocnéni

Oblast techniky

Predkladany vynédlez popisuje nové zplsoby 1lé&by subjektd
postiZenych hyperproliferativnim onemocn&nim jako jsou nadory
nebo metastatickd onemocnéni. Presné&ji, vyndlez obsahuje zpuisob
pro inhibici hyperproliferace bun&k, pfesn&ji nadorovych buné&k,
ktery obsahuje kombinované pouZiti tumor-supresorového genu

nebo produktu tohoto genu a protinaddorového &inidla.

Dosavadni stav techniky

Chromosomalni abnormality jsou ¢asto spojeny s genetickymi
chorobami, degenerativnimi chorobami a nadory. Konkrétng,
delece nebo multiplikace kopii celych chromosom& nebo
chromosomélnich segmenth a vy33i droveinl amplifikace
specifickych regiond genomu se Casto vyskytuji u nadort. Viz
napriklad Smith (1991), Breast Cancer Res. Treat., 18: Suppl.
1: 5-14; Van den Viler (1991) Became. Beefiest. Acta. 1072: 33-
50; Sato (1990) Cancer Res. 50: 7184-7189. Skutedns,
amplifikace DNA sekvenci obsahujicich protoonkogeny a delece
DNA sekvenci obsahujicich tumor-supresorové geny jsou Eastymi
rysy tumorogenese. Dutrillaux (1990) Cancer Genet. Cytogenet.
49: 203-217.

Mutace p53 genu je nejcasté&jdi genetickou alteraci u
lidskych nédorﬁ (Bartek (1991) Oncogene 6: 1699-1703; Hollstein‘
(1991) Science 253: 49-53). Krom& toho, vloZeni prirozeného p53
do savCich naddorovych bunék postridajicich endogenni pfirozeny
p53 protein potladuje neoplasticky fenotyp t&chto bunék (viz
napriklad U.S. patent &. 5532220).
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Z mnoha dostupnych chemoterapeutickych 1ékt vzbudil
paclitaxel, komeréné dostupny jako Taxol® (NSC &. 125973)
zadjem, protoZe je G&inny v klinickych pokusech proti nadortm
resistentnim na cytostatika, v&etn& nadort ovaria a prsu
(Hawkins (1992) Oncology 6: 17-23; Horwitz (1992) Trends
Pharmacol. Sci. 13: 134-146; Rowinsky (1990) J. Natl. Canc.
Inst. 82: 1247-1259). Posledni studie ty¥kajici se interakci
mezi paclitaxelem a terapii tumor-supresorovym genem ukazaly,
Ze redukované hladiny tumor-supresorového genu (t.j. p53)
koreluji s vy38im arestem v G2/M f&zi, s mikroenukleaci a s

paclitaxelem indukovanou apoptosou nezavislou na p53. Oproti

tomu, pfeZivani buné&k s intaktnim p53, které pros$ly mitosou a

pfechodné se akumulovaly v nasledné Gl fazi, korelovalo se
zvySenim hladin proteinll p53 a p21°**1¥*fl (wWahl (1996) Nature
Med. 2:72-79). Podobné&, Hawkins (1996) Cancer Res. 56: 892-898,
ukéazal, Ze inaktivace p53 zvy3uje sensitivitu na néktera '
antimitoticka ¢inidla, v&etn& paclitaxelu. Autori naznacili, Ze
p53 miZe mit funkci v opravidch DNA, a tak m@¥e umoZiiovat |
snadnéjs$i prechod buné&k S fazi I v pfitomnosti 1éku. Tyto
studie proto naznaduji, Ze terapie tumor-supresorovym genem a
cytostaticka terapie antimitotickymi ¢inidly (zejména terapie

paclitaxelem) méd protichtidné u&inky.

Podstata vynédlezu

Predkléddany vyndlez obsahuje zplsob pro 1é&bu
hyperproliferativnich sav&ich buné&k. Vynalez je Castelné
zaloZen na pfekvapivém zjisténi, Ze soudasna cytostaticka
terapie v kombinaci s terapii tumor-supresorovym genem (napf.
p53) umoZiiuje vy33i udinek v inhibici proliferace
neoplastickych nebo jinych bun&k s deficitem tumor-supresorové

aktivity.
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Tak obsahuje vyndlez v jednom provedeni zpisoby pro 1lé&bu
nadorovych nebo hyperproliferativnich bunék, které obsahuji
kontaktovani bunék s tumor-supresorovym proteinem nebo s tumor-
Supresorovou nukleovou kyselinou a s alespoii jednim adjuvantnim
protinaddorovym &inidlem. V nékterych provedenich zptsob
obsahuje soufasné podani tumor-supresorového proteinu nebo
tumor-supresorové nukleové kyseliny a adjuvantniho
protinadorového &inidla s alespoi jednim cytostatickym
Cinidlem. Napfiklad, tumor-supresorovad nukleovd kyselina
(napriklad nukleova kyselina kodujici p53) mlZe byt podana
spole&né s adjuvantnim protinadorovym &inidlem (napf¥iklad
paclitaxelem) a éiniq/lem zplsobujicim podkozeni DNA, Jjako je

cis-platina, karbo-platina, navelbin (vinorelbin-tartrat).

Nadorové nebo hyperproliferativni bunky jsou -Gasto
neoplastické buiiky. Pokud jsou buiky pfitomny v nadoru, tak
zplsob podle predkladaného vynalezu inhibuje rfist nadoru a tak
umoZiuje lécébu nadoru. Mezi takové néddory pat¥i - bez omezeni -
karcinom ovaria, karcinom slinivky brisni, nemalobun&&ny
karcinom plic, malobuné&ény karcinom plic, hepatocelularni
karcinom, melanom, retinoblastom, karcinom prsu, kolorektdlni
karcinom( leukemie, lymfomy, mozkové nadory, karcinom &ipku
déloZniho, sarkomy, karcinom prostaty, karcinom modového
méchyre, nddory retikuloendotelu, WilmsQv tumor, astrocytom,
glioblastom, neuroblastom, osteosarkom, nédor ledvin a néadory

hlavy a krku.

Vyhodnym adjuvantnim protinaddorovym &inidlem je paclitaxel
nebo derivat paclitaxelu a vyhodnou tumor-supresorovou
nukleovou kyselinou je nukleova kyselina kodujici tumor-
Supresorovy protein vybrany ze skupiny sklédajici se z p53

proteinu a jeho analogli a retinoblastomového (RB) proteinu.




Konkrétni vyhodna tumor-supresorova nukleovéd kyselina koduje
p¥irozeny p53 protein a konkrétni vyhodny retinoblastomovy

protein je pl110®*® nebo p56°.

Tumor-supresorovd nukleovd kyselina je vyhodné dopravena do
cilovych bunék pomoci vektoru. Takové virové vektory jsou
modifikované technikou rekombinantni DNA tak, aby umoZiovaly
expresi tumor-supresorové nukleové kyseliny v cilovych bulikach.
Tyto vektory mohou byt odvozeny od vektorl nevirového
(napriklad plasmidového) nebo virového zdroje (napriklad od
adenovirovu, adeno-asociovaného viru, retroviru, herpes viru,
viru vakcinie). Ve vyhodném provedeni vynalezu je vektorem
rekombinantné modifikovany adenovirovy vektor. Nevirové vektory
jsou vyhodné v komplexu s ¢inidly usnadiiujicimi pfenos DNA prfes
bunédnou membranu. Priklady takovych nevirovych vektorovych
komplexl zahrnuji prostfedky s polykationtovymi ¢inidly, které
usnédﬁdji kondenzaci DNA a prenosové prostfedky zaloZené na
lipidgch. Prikladem prenosového prostfedku zaloZeného na

lipidech je podéni nukleovych kyselin v liposomech.

Zejména vhodné adenovirové vektory (napfiklad pro podéani
nukleové kyseliny kodujici prirozeny p53 protein) obsahuji
Castecné nebo Uplné delece DNA pro protein IX. V jednom
provedeni je delece genové sekvence pro protein IX v rozsahu
pribliZné& 3500 bp od 5' konce viru do pribliZné 4000 bp od 5'
konce viru. Vektor mlZe také obsahovat deleci neesencidlni DNA
sekvence v adenovirovém cCasném regionu 3 a/nebo v adenovirovém
Casném regionu 4 a v jednom provedeni je deleci delece DNA
sekvence Ela a/nebo Elb. Zejména vyhodny rekombinantni
adenovirovy vektor pro prenos lidské cDNA pro p53 obsahuje
hlavni pozdni promotor adenoviru typu 2 nebo lidsky CMV
promotor a trojité vedouci cDNA adenoviru typu 2. Jednim

takovym vyhodnym adenovirovym vektorem je ACN53.




Vyhodnym paclitaxelem nebo derivatem paclitaxelu je
paclitaxel a/nebo Taxotere®, a nejvyhodnéjsi je paclitaxel
(Taxol®) . Jinym vyhodnym adjuvantnim protinddorovym &inidlem je
Epothilon. V jednom vyhodném provedeni vynadlezu je tumor-
supresorovym Cinidlem A/C/N/53 a adjuvantnim protinddorovym

Cinidlem je paclitaxel.

Tumor-supresorovy protein nebo tumor-supresorovad nukleova
kyselina mohou byt dispergovany ve farmaceuticky prijatelné
pfisadé. Podobn& mliZe byt adjuvantni protinddorové &inidlo
(napfiklad paclitaxel) dispergovano ve. farmaceuticky prijatelné
prisadé. Tumor-supresorovy protein a tumor-supresorova nukleova
kyselina a uvedeny paclitaxel nebo derivat paclitaxelu mohou
byt dispergovany v jednom prostfedku (obsahujicim jedno nebo

vice pomocnych &inidel).

Tumor-supresorovy protein nebo tumor-supresorovd nukleova
kyselina a/nebo adjuvantni protinadorové ¢inidlo mohou byt
podany intraarteri&lné&, intravenosnéd (napriklad injekéné),
intraperitonealné& a/nebo intratumoralné&, sou&asn& nebo
sekvenéné. Vyhodnymi zpusoby podani jsou podani do arteria
hepatica, intraperitonealni podani, nebo pri 1éZb& v oblasti
hlavy (napfiklad pfi 1é&b& nadord nervového systému) aplikace

do arteria carotis.

Tumor-supresorovy protein nebo tumor-supresorovd nukleova
kyselina mohou byt podany v jedné davce nebo mife 1é&ba
obsahovat vice davek, napfiklad v &asovém rozmezi alesponl 6

hodin, lépe alespoil tri podani v odstupu pribliZné& 24 hodin.

V jiném vyhodném provedeni Je tumor-supresorovy protein nebo

tumor-supresorova nukleova kyselina podana (s nebo bez
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adjuvantniho protinddorového &inidla) v celkové davce v rozmezi
od pribliZn& 1 x 10° do pfibliZn& 1 x 10, nebo pribliZn& 1 x
10° aZ pribliZn& 7,5 x 10'°, vyhodnd v davce pribliZn& 1 x 10
az pribliZné& 7,5 x 10"’ adenovirovych &astic, v jednom z
nasledujicich léCebnych reZim: celd davka v jedné davce, cela
davka podana denn& b&hem 5 dnfi, celd davka podana denné b&hem |
15 dnl a celéd davka podand denné& b&hem 30 dnt. Davka miZe byt
také podévéna kontinuadlné& po dobu 1 a% 30 dnd. Paclitaxel nebo
derivat paclitaxelu je podan v celkové davce v rozmezi od 75-
350 mg/m® b&hem 1 hodiny, 3 hodin, 6 hodin nebo 24 hodin v
jednom z nésledujicich lécebnych reZimd: podani v jedné davce,
celkovd davka podavana denn& v den 1 a 2, celkova davka
poddvéna denné v den 1, 2 a 3, celkova davka podand v 15 dnech,
celkova davka podana ve 30 dnech, denni kontinudlni infuse
podobu 15 dnt, denni kontinudlni infuse podobu 30 dng. Vyhodné
davka je 100-250 mg/m?® b&hem 24 hodin. Alternativné mlZe byt
paclitaxel nebo derivat paclitaxelu podavan jednou tydné& v
davce 60 mg/m°. Tento zplisob podani miZe byt opakovan ve dvou
nebo vice cyklech (nejlépe ve tf¥ech cyklech) a cykly jsou

podany s odstupem tfi aZ &tyf¥ tydnd.

V nékterych vyhodnych provedenich mtise byt denni davka 7,5 x
10° aZ p¥ibliZn& 7,5 x 10'°, lépe pfibliZné& 1 x 10% aZ
pribliZné 7,5 x 103 adenovirovych &astic podéna kaZzdy den po
dobu aZz 30 dnl (napriklad rezimy, ve kterych je stejna davka
podavana kaZdy den po dobu 2 dnft, 2 - 5 - 14 - 30 dnl1) . ReZimy
opakovaného poddni mohou byt opakovany v cyklech s odstupem 21
aZ 28 dnl. Vyhodnymi zplsoby podani jsou intraarterialni
(napfiklad do arteria hepatica), intratumoralni a

intraperitonedlni podani.

Pokud je tumor-supresorovad nukleovi kyselina (napfiklad p53)

podédna v adenovirovém vektoru s adjuvantnim protinadorovym

-
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¢inidlem (napriklad paclitaxelem) a c¢inidlemzplsobujicim
poSkozeni DNA (jako je napfiklad cis-platina, karbo-platina
nebo navelbin), tak Je adenovirovy vektor podavan po dobu 5-14
dnd v davce pf¥ibliZné& 7,5 x 10'? aZ pribliZn& 7,5 x 10%°
adenovirovych Castic na den. Pokud je adenovirovy vektor a
paclitaxel podéan spolu s karbo-platinou, tak je davka obvykle
7,5 x 10" adenovirovych &astic na den. Napfiklad, denni davka
7,5 x 10'? ‘adenovirovych &astic miZe byt pouZita pro podani ‘do

plic.

Vynédlez také obsahuje kity pro lécbu savcCich .
hyperproliferativnich nebo nadorovych bunék. Kity obsahuji zde
popsany tumor-supresorovy protein nebo tumor-supresorovou
nukleovou kyselinu (vyhodné prirozeny p53 protein nebo
nukleovou kyselinu (napriklad ve virovém nebo nevirovém
vektoru) nebo retinoblastomovy (RB) protein nebo nukleovou
kyselinu) ;. a adjuvantni protinddorové &inidlo, jak je zde
popsano (napriklad paclitaxel nebo derivat paclitaxelu) a/nébo
volitelné jakékoliv jiné cytostatické <&inidlo, ‘kterd jsou zde
popsédna. Kit mdZe také obsahovat névod popisujici podani jak
tumor-supresorového proteinu nebo tumor-supresorové nukleové
kyseliny, tak adjuvantniho protinddorového ¢inidla (a volitelné
jiného cytostatického ¢inidla) pri inhibici rlstu nebo o
proliferace nadorovych nebo hyperproliferativnich bunék.

Konkrétni vyhodny kit obsahuje A/C/N/53 a paclitaxel.

V jiném provedeni obsahuje predkléddany vynalez ‘ RSTRR

farmakologicky prostfedek obsahujici tumor-supresorovy pfoteiﬂh

nebo tumor-supresorovou nukleovou kyselinu a adjuvantni
protinaddorové &inidlo. V rGznych provedenich miZe
farmakologicky prostredek dale obsahovat jakékoliv jiné zde
popsané cytostatické slouleniny. Konkrétni vyhodny prostredek

obsahuje nukleovou kyselinu pro p53 (napfiklad A/C/N/53) a




paclitaxel. Tumor-supresorovd nukleovd kyselina nebo tumor-
supresorovy protein a cytostatické &inidlo (napriklad
paclitaxel) mohou byt obsaZeny v r@znych pomocnych &inidlech
nebo v jednom pomocném ¢inidlu, jak je zde uvedeno. Pokud je
pouZito vice pomocnych ¢inidel, pak mohou byt smiseny
dohromady, nebo mohou byt uchovavany odd&lené& (napfiklad ve

formé& mikrokapsli).

V je3t& jiném provedeni obsahuje pfedkladany vynalez
prostfedek obsahujici sav&i nadorové nebo hyperproliferativni
buiiky, kde uvedené buiiky obsahuji exogenni tumor-supresorovou
nukleovou kyselinu nebo tumor-supresorovy protein. Buiiky mohou
déle obsahovat adjuvantni protinddorové &inidlo jako Je
paclitaxel nebo derivat paclitaxelu. Exogenni tumor-supresorova
nukleova kyselina nebo tumor-supresorovy protein miZe byt jeden
nebo vice z tumor-supresorovych nukleovych kyselin a/nebo
tumor-supresorovych proteinli, které jsou zde popsany. Podobné&
miZe byt bufika jakdkoliv jedna nebo vice z
hyperproliferativnich a/nebo naddorovych buné&k, které jsou zde

popsany.

V jeSté& jiném provedeni obsahuje vynalez zplisob pro 1lé&bu
metastatickych bunék. Zplsob obsahuje kontaktovani bun&k s
tumor-supresorovou nukleovou kyselinou nebo tumor-supresorovym
polypeptidem. Vhodna tumor-supresorova nukleovid kyselina nebo
tumor-supresorovy polypeptid miZe byt jedna nebo vice z tumor-

supresorovych nukleovych kyselin a/nebo tumor-supresorovych

polypeptidd, které jsou zde popsany. Zptsob miZe dale obsahovat

kontaktovani buné€k s jednim nebo vice z adjuvantnich
protinddorovych &inidel, které jsou zde popsany. V Zejména
vyhodném provedeni zpusob obsahuje lokdlni podani tumor-
supresorové nukleové kyseliny a/nebo polypeptidu do chirurgické

rany.
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V jiném provedeni vyndlez obsahuje zejména vyhodny davkovaci
rezim. Tak v jednom provedeni vyndlez obsahuje zp@isob pro léébu
savCich bunék, ve kterém je bufikdm poddna celkova davka tumor-
supresorového proteinu nebo tumor-supresorové nukleové
kyseliny, kde uveden&d celkové davka je poddna opakované se
zvySujici se davkou uvedeného tumor-supresorového proteinu nebo
tumor-supresorové nukleové kyseliny. Vyhodné& jsou opakované
davky podany s odstupem alespoil 6 hodin. V jednom vyhodném
provedeni jsou alespon tri davky podany s odstupem pfibliZné& 24

hodin.

V jiném provedeni vynélez obsahuje zpﬁsob pro lécbu savcéich
bunék. V uvedeném zplsobu 1lécCby je butikam podéana celkova davka
tumor-supresorového proteinu nebo tumor-supresorové nukleové
kyseliny, kde uvedend celkovéd davka je podana opakovan& se
zvydujici se davkou uvedeného tumor-supresorového proteinu nebo
tumor-supresorové nukleové kyseliny. Vyhodné jsou opakované
davky podény s odstupem alesponl 6 hodin. Zplsob by mé&l
obsahovat podani alespon tri zvysSujicich se davek a davky mohou
byt podany denné. V jednom provedeni miZe zplsob obsahovat
podani alesponi t¥fi davek s odstupem pribliZn& 24 hodin. V jiném
provedeni zplsob obsahuje poddni tumor-supresorové nukleové
kyseliny v celkové davce v rozmezi od pribliZné& 1 x 10° do
pribliZn& 7,5 x 10", nebo od pfibliZn& 1 x 10 do pfibliZnd
7,5 x 10", adenovirovych &&stic v jednom z nasledujicich
léCebnych reZimi:

celd davka v jedné davce, celd davka podana

denné béhem 5 dni, celéd davka podand denné& bé&hem 15 dnlt a celé
dadvka podand denné béhem 30 dnd. Zpisob miZe dale obsahovat

podani paclitaxelu nebo derivatu paclitaxelu v celkové davce v
rozmezi od 75-350 mg/m’ b&hem 24 hodin v jednom z nasledujicich
léCebnych reZimd: podéni v jedné davce, celkova davka podavana
2 a 3,

denné v den 1 a 2, celkovd davka podavana denné v den 1,
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celkova davka podand v 15 dnech, celkova davka podana ve 30
dnech, denni kontinudlni infuse podobu 15 dnti, denni
kontinuadlni infuse podobu 30 dnti. Tento davkovaci reZim mizZe
byt opakovan dvakrat nebo vicekrat a dva cykly mohou byt podany
s odstupem tri aZ 4 tydnll. Takto lécenymi butikami mohou byt
neoplastické buiiky nadort vybranych ze skupiny zahrnujici
karcinom ovaria, mesoteliom, karcinom slinivky brfisni,
nemalobuné&ény karcinom plic, malobunéény karcinom plic,
hepatoceluldrni karcinom, melanom, retinoblastom, karcinom
prsu, kolorektdlni karcinom, leukemie, lymfomy, mozkové nadory,
karcinom &ipku d&loZniho, sarkomy, karcinom prostaty, karcinom
mocového mé&chyre, nédory retikuloendotelu, Wilmsuv tumor,
astrocytom, glioblastom, neuroblastom, osteosarkom, nador
ledvin a n&dory hlavy a krku. Lé&ba vede k inhibici r@stu nebo

proliferace nadoru, jak je stanovena podle objemu nadoru.

Vynalez také obsahuje farmakologické prostredky obsahujici
tumor-supresorovy protein nebo tumor-supresorovou nukleovou
kyselinu a alesponi jedno adjuvantni protinddorové &inidlo. _
Adjuvantnim protinaddorovym Einidlem miZe byt paclitaxel nebo
derivat paclitaxelu. Tumor-supresorovy protein nebo tumor-
supresorova nukleova kyselina mohou byt vybrany ze skupiny
zahrnujici nukleovou kyselinu kodujici pfirozeny p53 protein,
nukleové kyseliny kodujici retinoblastomovy (RB) protein,

pfirozeny p53 protein a retinoblastomovy (RB) protein.

Retinoblastomovy protein miZe byt pl10®® nebo p56*®. Nukleova
kyselina miZe byt obsaZena v rekombinantnim adenovirovém
vektoru. Nukleova kyselina mtiZe byt obsaZena v rekombinantnim
adenovirovém vektoru obsahujicim Castecnou nebo uplnou deleci
DNA pro protein IX a obsahujicim nukleovou kyselinu kodujici
P33 protein. V jednom provedeni je delece genové sekvence pro

protein IX v rozsahu p¥ibliZné& 3500 bp od 5' konce viru do
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pribliZné& 4000 bp od 5' konce viru. Delece DNA miZe obsahovat
sekvence oznadené Ela a Elb. Rekombinantni adenovirovy vektor
miZe dale obsahovat hlavni pozdni promotor adenoviru typu 2
nebo lidsky CMV promotor, trojitou vedouci ¢DNA adenoviru typu
2 a lidskou cDNA pro p53. Ve vyhodném provedeni je vektorem
ACN53. Protinadorovym ¢inidlem miZe byt paclitaxel, derivat

paclitaxelu nebo analog paclitaxelu.

Pfedkladdany vyndlez dadle obsahuje prostfredek obsahujici
savCil nadorové nebo hyperproliferativni bufiky, kde uvedené
bufiky obsahuji exogenni tumor-supresorovou nukleovou kyselinu
- nebo tumor-supresorovy protein a adjuvantni protinédorové:
¢inidlo. Tumor-supresorova nukleovad kyselina mife byt nukleova
kyselina kodujici tumor-supresorovy protein vybrany ze skupiny
obsahujici prirozeny p53 protein a retinoblastomovy (RB)
protein. Retinoblastomovy protein miZe byt pl10*® nebo p56"°.
Buriky mohou byt pritomné u savci. Bufikami mohou byt
neoplastické buiiky nddorti vybranych Ze skupiny zahrnujici
karcinom ovaria, mesoteliom, karcinom slinivky bf¥iZni, '
nemalobuneé&ny karcinom plic, malobun&®ny karcinom plic,
hepatoceluldrni karcinom, melanom, retinoblastom, karcinom
prsu, kolorektdlni karcinom, leukemie, lymfomy, mozkové nadory,
karcinom ¢ipku déloZniho, sarkomy, karcinom prostaty, karcinom
nocoveého m&chyre, nadory retikuloendotelu, Wilms@v tumor,
astrocytom, glioblastom, neuroblastom, osteosarkom, néador

ledvin a nadory hlavy a krku.

Vynalez déle obsahuje zplsob pro 1lé&bu metastatickych bunék,
kde uvedeny zplsob obsahuje kontaktovani bun&k s tumor-
supresorovou nukleovou kyselinou nebo tumor-supresorovym
polypeptidem a adjuvantnim protiniddorovym &inidlem.
Kontaktovanim miZe byt lokdlni podani tumor-supresorové

nukleové kyseliny do chirurgické rany. Zpasob miZe déle

¢
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obsahovat soucasné podani chemoterapeutického ¢inidla, kterym

miZe byt cis-platina, karboplatina nebo navelbin.
Definice

Termin "adjuvantni protinddorové c¢inidlo"™ oznacuje &inidlo,
které md alespon jednu z ndsledujicich aktivit: schopnost
modulovat tvorbu nebo funkci mikrotubuld, schopnost inhibovat
aktivitu polyprenyl-protein transferasy, schopnost inhibovat‘
angiogenesi, nebo schopnost inhibovat endokrinni aktivitu.
Pomocnéd protinddorova ¢inidla jsou podrobnéji popséana dale. Jak
je zde pouZit, nezahrnuje termin adjuvantni protinadorové

¢inidlo sloucCeniny zplsobujici poSkozeni DNA.

"Tumor-supresorové geny" jsou nukleové kyseliny, pro které
jsou mutace zplUsobujici ztratu funkce onkogenni. Proto absence,
mutace nebo poruSeni normélni exprese tumor-supresorového genu
v jinak zdravé bulice zvySuje pravdépodobnost nebo vede k |
maligni transformaci bunky. Naopak, pokud je funkéni tumor-
supresorovy gen nebo protein pfitomen v buiice, potlacduije jeho
pfitomnost tumorigenni, maligni nebo hyperproliferativni
fenotyp butiky. Pfiklady tumor-supresorovych nukleovych kyselin
podle této definice jsou - bez omezeni - pl10F%, §56m, p53 a
jiné tumor-supresorové sekvence, jak jsou popsényhzde é v
souvisejici patentové prihlasSce USSN 08/328673, podané
25.10.1994. Tumor-supresorové nukleové kyseliny zahrnuji
tumor-supresorové geny a Jjejich subsekvence kodujici aktivni
fragmenty pfisluiného tumor-supresorového polypeptidu, stejn&

jaké vektory obsahujici takové sekvence.

"Tumor-supresorovy polypeptid nebo protein" oznaduje
polypeptid, ktery - pokud je pritomen v bufice - redukuje

tumorigenni, maligni nebo hyperproliferativni fenotyp burniky.
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Termin "virovad Castice™ oznaluje intaktni virion.
Koncentrace infekcnich adenovirovych virovych ¢astic je obvykle
urCena spektrofotometrickou detekci DNA, jak je popséna,

napriklad, v Huyghe (1995) Human Gene Ther. 6: 1403-1416.

Terminy "neoplasie" nebo "neoplasticky" popisuji buiky
rostouci a/nebo dé&lici se vy33i rychlosti, neZ je normalni

rychlost rastu pro dany typ bunék.

Termin "tumorigenicita™ nebo "tumorigenni" oznacuji

schopnost tvorby nddorli nebo schopnost vyvolat tvorbu nadoru. -

Termin "léc¢ba bunék" oznaduje inhibici nebo zmirn&ni jednoho
nebo vice onemocn&ni vyvolany®h pritomnosti chorobné& zm&nénych
bunék. Pri pouZiti v souvislosti s naddorovymi bufikami, t.zn.
neoplastickymi butkami (napriklad butikami, kterym chybi
endogenni prirozeny tumor-supresorovy protein) oznaduje termin
"léCba bunék" zmirnéni nebo eliminaci neoplastického fenotypu.
Typicky vede takova lécba k inhibici (redukci nebo zpomaleni
riustu a/nebo proliferace) bunék ve srovnani se stejnymi bufikami
za stejnych podminek, ale bez 1léc¢by (napriklad adjuvantnim
protinaddorovym &inidlem a/nebo tumor-supresorovou nukleovou
kyselinou nebo polypeptidem). Takovad inhibice miZe zahrnovat
buné&nou smrt (naprfiklad apoptosu). Pfi pouZiti v souvislosti s
nadory oznacujil tyto terminy inhibici rlstu nebo proliferace
nadoru (jak je napriklad stanoven mérenim objemu). Takova
inhibice mdZe byt zplsobena redukci rychlosti ristu a/nebo
rychlosti proliferace a/nebo smrti bunék v nddoru. Inhibice
ristu nebo inhibice proliferace miZe byt doprovézena zm&nou
buné&ného fenotypu (napfiklad obnovenim morfologie
charakteristické pro zdravé butiky, obnovenim kontaktni

inhibice, ztrdtou invazivniho fenotypu, inhibici rtstu
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nezavislého na zakotveni bunék atd.). Pro GCely tohoto vynalezu
budou mit chorobné bunky jeden nebo vice patologickych ryst.
Témito rysy mlZe byt, mimo jiné, defektni exprese jednoho nebo
vice tumor-supresorovych proteint. Defektni exprese miZe byt
charakterizovéana kompletni ztrdtou jednoho nebo vice funkd&nich
tumor-supresorovych proteint nebo redukci exprese ztratou
jednoho nebo vice funk&nich tumor-supresorovych proteinti.

Takové buriky jsou Casto neoplastické a/nebo tumorigenni.

Termin "systémové podani" oznaduje podani prost¥edku nebo
léku, jako jsou rekombinantni adenovirové vektory podle
pfedkladaného vyndlezu nebo pomocnd protinddorova nebo
cytostatickd &inidla podle predkladaného vynalezu, takovym
zplUsobem, ktery vede k dopraveni prostfedku nebo 1léku do
cirkulace. Termin "regionélni podani" oznacuje podani
prostredku nebo 1léku do urc¢itého anatomického prostoru, jako. je
podani intraperitonedlni, intrathekalni, subdurdlni nebo podéni
do urlitého orgénu, a podobné. Napfiklad, regiondlnim podanim
je podédni prostredku nebo 1léku do arteria hepatica pro
regiondlni podédni do jater. Termin "lokdlni podani"™ oznaduije
podani prostfedku nebo léku do urcitého omezeného nebo
- ohraniCeného anatomického prostoru, jako je intranaddorové
injekce do néadoru, subkuténni injekce, intramuskularni injekce
a podobné. Odborniktim v oboru bude jasné, e lokalni podani -
nebo regiondlni podani miZe také -vést ke vstupu prostfedku nebo

léku do systémové cirkulace.

Termin "redukovana tumorigenicita" oznacuje preménu
hyperproliferativnich bunék (napriklad neoplastickych) na buiiky
s niZzsi proliferativni aktivitou. V pfipadé nadorovych bunék
oznauje termin "redukovand tumorigenicita" nadorové buiiky,
které se staly méné tumorigennimi nebo netumorigennimi nebo

nenddorovymi a jejichZ schopnost premény na nadorové buiiky je
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sniZena nebo eliminovéana. Buiiky s redukovanou tumorigenicitou
ani netvofi nadory in vivo, ani nemaji prodlouZeny lag &as v
fadech tydnl aZ mésicl pred objevem nadorového ritistu in vivo.
Buriky s redukovanou tumorigenicitou mohou také zplisobit
pomalej§i objemovy rist nadoru ve srovnani se stejnym typem
bunék, které maji plné inaktivovany nebo nefunk&ni tumor-
supresorovy gen a které jsou kultivované za stejnych
fyziologickych podminek (naprfiklad pri stejné tkani, véku

organismu, pohlavi organismu, dobé& menstruac¢niho cyklu atd.).

Jak je zde pouZit, znamend termin "aktivni fragment" genu
nebo polypeptidu men3i useky (subsekvence) genu nebo nukleové
kyseliny odvozené z genu (napriklad c¢DNA), které si uchovéavaji
schopnost kodovat protéhy majici tumor-supresorovou aktivitu.
Obdobné, aktivni fragment polypeptidu oznaduje subsekvence
polypeptidu tumor-supresorového proteinu. Jednim pfikladem je
aktivni fragment p56°°, ktery je popsan naptfiklad v soﬁvisejici

USSN 08/328673, podané 25.10.1994.

Termin "malignita" popisuje tumorigenni bufiky majici

schopnost metastazovat.

Termin "nukleové kyseliny" oznacuje  DNA nebo RNA. Nukleové
kyseliny mohou obsahovat také modifikované nukleotidy, které
umoZnuji spravné Cteni DNA polymerasou a které neméni expresi

polypeptidu kodovaného nukleovou kyselinou.

Termin "nukleotidova sekvence" zahrnuje jak kodujici, tak
protismyslné fetézce, jak ve form& samostatnych fetézch, tak ve

formé duplexu.
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Termin "DNA sekvence” oznacuje jednofeté&zcovou nebo
dvouretézcovou DNA molekulu sloZenou z nukleotidovych bazi,

adenosinu, thymidinu, cytosinu a guanosinu.

Termin "sekvence nukleové kyseliny kodujici"™ oznaduje
nukleovou kyselinu, kterd ridi expresi specifického proteinu
nebo peptidu. Mezi sekvence nukleové kyseliny patfi jak DNA
sekvence, kterd je transkripvovéna na RNA, tak RNA sekvence,
kterd je translatovéna na protein. Sekvence nukleové kyseliny
zahrnuje jak kompletni sekvence nukleové kyseliny, tak
nekompletni sekvence nukleové kyseliny ziskané z kompletnich
sekvenci. M&lo by byt dale jasné, Ze sekvence zahrnuji
degenerované kodony prirozenych sekvenci nebo sekvence, které
mohou byt vloZeny pro ziskdni pfednostnich kodont pro

specifické hostitelské buriiky.

Termin "expresni kazeta" oznaduje nukleotidové sekvence,
které mohou ovliviiovat expresi strukturalniho genu v
hostitelich, kteri jsou kompatibilni s takovymi sekvencemi.
Takové kazety obsahuji alespoil promotory a volitelné& signélni
sekvence pro ukoneni transkripce. Dal3i faktory neZbytné pro
nebo vhodné pro ovlivnéni exprese mohou byt také obsaZeny, jak

je podrobnéiji popséno dale.

Termin "operativné navédzany" oznaduje vazbu promotoru proti
sméru kodujici sekvence vzhledem k DNA sekvenci, takZe miZe

promotor zprostredkovat transkripci DNA sekvence.

Termin "izolovana&" nebo "vyznamné& pre&ist&na", jak je pouZit
ve vztahu k sekvencim nukleovych kyselin kodujicich tumor-
supresorovy protein nebo polypeptid nebo jeho fragmenty

oznaCuje izolované nukleové kyseliny, které nekoduji jiné
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proteiny nebo peptidy neZ tumor-supresorovy protein nebo

polypeptid nebo jeho fragment.

Termin "rekombinantni” oznaduje DNA, kterd byla izolovana z
pfirozeného nebo endogenniho zdroje a kterd byla modifikovéana
chemicky nebo enzymaticky tak, Ze dodlo k deleci prirozenych
sousednich nukleotidl nebo tak, Ze byly vloZeny sousedici
nukleotidy, které se pfirozené& nevyskytuji. Sousedici
nukleotidy jsou ty nukleotidy, které jsou bud ve sm&ru, nebo
proti sméru kodujici sekvence od popsané sekvence nebo

subsekvence nukleotidti.

Termin "vektor" oznaluje nukleovou kyselinu, kterad miZe
infikovat, transfektovat, prechodn& nebo trvale transformovat
buriku. Je zné&mo, Ze vektorem mife byt hold nukleova kyselina
nebo nukleova kyselina v komplexu s proteinem nebo lipiden.
Vektor volitelné obsahuje virové nebo bakteridlni nukleové
kyseliny a/nebo proteiny a/nebo membrany (napfiklad buné&&nou
membranu, virovy lipiddvy obal a podobné&). Je znamo, Ze vektory
Casto obsahuji expresni kazetu, kterd umistuje poZadovanou
nukleovou kyselinu pod kontrolu promotoru. Vektory zahrnuji;
ale nejsou omezeny na, replikony (napfiklad plasmidy nebo
bakteriofagy), na které mohou byt fragmenty DNA pfipojeny a
replikovény. Vektory tak zahrnuji, bez omezeni, RNA, autonﬁﬁwvl
samoreplikujici se cirkuldrni DNA (plasmidy) a zahrnuji jak
expresni, tak neexpresni plasmidy. Pokud je uvedeno, Ze
rekombinantni mikroorganismus nebo bun&&na kultura je
hostitelem "expresniho vektoru", tak to znamena, Ze bud :
extrachromosomalni cirkuldrni DNA nebo DNA byla vloZena do
chromosomu hostitele. Pokud je vektor uchovavan v hostitelské
burtice, ték miZe byt bud stabilné replikovan bufikou b&hem mitosy
jako autonomni struktura, nebo je inkorporovan do genomu

hostitele.
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Termin "G¢inné mnoZstvi" oznaduje takové mnoZstvi vektoru
nebo léciva, které je ulinné v kontrole ristu a/nebo

proliferace bunék.

Zkratka "C.I.U." oznaluje "buné&lné infeké&ni jednotky".
Hodnota C.I.U. je vypo&iténa m&Fenim bunék pozitivnich na
virovy hexon protein (napfiklad 293 bunék) po 48 hodinovém

infek&nim obdobi (Huyghe (1995) Human Gene Ther. 6: 1403-1416).

Zkratka "m.o.i." znamend "mohutnost infekce" a je uvedena v

C.I.U. na bunku.

Termin "paclitaxel" oznaluje 1ék, ktery je komer&né dostupny
jako Taxol®. TaxolR inhibuje replikaci eukaryotickych bunék
zvySenim polymerizace tubulinovych skupin ve stabilizovanych
svazcich mikrotubulli, které potom nejsou schopné reorganizace

na spravné struktury nutné pro mitosu.

Termin "kontaktovani bunék" v souvislosti s kontaktovanim s
lékem a/nebo nukleovou kyselinou oznaduje kontaktovani
provedené tak, Ze lék a/nebo nukleova kyselina je
internalizovan do buliky. V tomto vyznamu je kontaktovani bundk
s nukleovou kyselinou ekvivalentni transfekci bun&k nukleovou
kyselinou. Pokud je 1lék lipofilni nebo pokud je nukleova
kyselina v komplexu s lipidem (napfiklad kationtovym lipidem),
tak prosté kontaktovani vede k transportu (aktivnimu, pasivnimu
a/nebo difusi) do bufiky. Alternativné mohou byt 1ék a/nebo
nukleovd kyselina samotné, nebo v kombinaci s nosicem, aktivné
transportovany do buné&k. Napfiklad, pokud je nukleova kyselina
pritomna v infekénim vektoru (napf¥. adenoviru), tak miZe vektor
zprostredkovat vychytdvani nukleové kyseliny buifikou. Nukleova

kyselina miZe byt v komplexu s &inidly, ktera specificky
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interaguji s extraceluldrnimi receptory pro usnadné&ni pf¥enosu
nukleové kyseliny do bun&k, jak je tomu napriklad v komplexech
ligand/polykationt/DNA, které jsou popsany v U.S. patentech &.
5166320 a 5635383. Dale, virovy prenos mlfe byt zesilen
rekombinantni modifikaci klubkovych nebo v1ladknovych domén

virového genomu tak, aby obsahovaly cilové skupiny bunék.

Konstrukty oznalené "A/C/N/53" a "A/M/N/53", pllO®®, p56~®
oznacuji konstrukty takto oznadené v souvisejicich prihlaskach
USSN 08/328673, podané 25.10.1994 a v Mezinarodni patentové
prihladce WO 95/11984. ' '

Termin "konzervativni substituce"”, jak je pouZit v
souvislosti s proteiny, oznaduje zmé&nu v aminokyselinovém
sloZeni proteinu, kterd vyznamnym zplsobem nem&ni aktivitu
proteinu. Tak oznaduje termin "konzervativné modifikované
variace”" urc¢ité aminokyselinové substituce takovych
aménokyselin, které nejsou zdsadni pro aktivitu proteinu nebo
substituce takovymi aminokyselinami, které maji podobné
vlastnosti (napriklad acidickych, bazickych, pozitivné& nebo
negativné nabitych, polarnich nebo nepol&rnich atd.), takZe I
substituce z&sadnich aminokyselin vyznamniym zplsobem nemé&ni
aktivitu. Tabulky konzervativnich substituci obsahujicich
funk®® podobné aminokyseliny jsou v oboru dobfe znamé.
Napriklad, kaZd& ze Zesti nasledujicich skupin obsahuje

aminokyseliny, které jsou navzédjem konzervativni:

1) alanin (A), serin (S), threonin (T);

2) kyselina asparagovad (D), kyselina glutamova (E);

3) asparagin (N), glutamin (Q);

4) arginin (R), lysin (K);

5) isoleucin (I), leucin (L), methionin (M, valin (V); a

6) fenylalanin (F), tyrosin (Y), tryptofan (W).
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Viz téZ Creighton (1984), Proteins, W.H. Freeman and
Company. Dale, jednotlivé substituce, delece nebo adice, které
alteruji, pfidavaji nebo deletuji Jjednu aminokyselinu nebo malé
procento aminokyselin v kodované sekvence, jsou také povaZovény

za "konzervativné modifikované variace".

Popis obrazkl na pfipojenych vykresech

Obr. 1 ukazuje in vitro inhibici SK-OV-3 bun&k ovarialniho

nédoru ritiznymi koncentracemi p53 (A/C/N/53) a/nebo Taxolu®.

Obr. 2 je isobologram pro pokus uvedeny na obr. 1. Byl
pozorovan synergismus mezi Taxolen® a p53 (A/C/N/53), kdyZ byly

butiky vystaveny pusobeni Taxolu® 24 hodin pfed lécbou pS53.

Obr. 3a, 3b a 3c ilustruji u¢innost pb3 Ad na

' xenotransplantaty lidského karcinomu prsu na holych mySich.
Mysim byla podédna celkova davka 2,2 x 10° C.I.U. adenoviru
(A/C/N/53 nebo Ad) na my3 v 10 injekcich ve dny 0-4 a 7-11.
My&i byly oSetrfeny p53 Ad, P-gal Ad nebo vehikulem samotnYm._
Obr. 3a ilustruje vysledky pfi pouZiti n&dord MDA-MB-231. Obr.
3b ilustruje vysledky p¥i pouZiti nadortd MDA-MB-468 (-468).
Obr. 3c ilustruje vysledky pri pouZiti nadort MDA-MB-435 (-
435) .

Obr. 4a a 4b ukazuji krivky davka-odpovéd pro p53 (A/C/N/53)
pro tumory MDA-MB-231 (-231) (obr. 4a) a pro tumory MDA-MB-468
(obr. 4b). MyZim byla podana davka 1 x 10’ - 1 x 10° C.I.U. p53
Ad (A/C/N/53) rozddlena do 10 davek podanych peritumordlné v
dny 0-4 a 7-10. Prim&rné procento inhibice bylo vypocitéano
srovnanim objem® tumoru pro kaZdou davku p53 Ad s nadory

ofetfenymi pufrem v dny 14/15, 18, 21, 24, 28, 30/32 a 35
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(nddory MDA-MB-468 pouze v den 35). Pram&rny objem -231 nadord
byl v den 0 pf¥ibliZné& 22,5 % 1,2 mm®, zatimco primérny objem

-468 nadorll byl v den 0 p¥ibli%né& 33,1 + 1,8 mn’.

Obr. 5 ukazuje srovndni uUcinnosti terapeutického &inidla
podaného v jedné bolusové davce a v d&lenych davkach. Do nadort
byla podéna celkova davka 2,2 x 10° C.I.U. p53 Ad za tyden
béhem tydnu 1 a 3.

Obr. 6 ukazuje ucinnost vice cykld nizké davky p53 Ad na
velké, dobre uchycené nadory. Do xenotransplantatd MDA-MB-468
byla podéna celkova davka 1,32 x 10° C.I.U. p53 Ad b&hem 6

tydnl. (P = platd v kontrole rlstu nador®; E = konec aplikace).

Obr. 7a, 7b a 7c¢c ukazuji in vivo inhibici MDA-MB-468 nadort
u holych my3i po davkach 1,10° C.I.U. p53 Ad (A/C/N/53) v jedné
bolusové davce (7a), ve tf¥ech injekcich (7b) nebo v 5 injekcich

(7¢c) .

Obr. 8 ukazuje schopnost nizkych davek dexamethasonu
potlaCovat inhibici nadorového rlistu zprostredkovanou NK
burikami u SCID mySi. Do MDA-MB-231 nador®l byla podana celkova
davka 2 x 10° A/C/N/53 B-gal Ad (1,1 x 10' virovych &astic) v
10 injekcich podanych v den 14 - 18 a 21 - 25. Subkutdmi pelety
obsahujici dexamethason (nebo placebo) uvolfovaly 83,3 ug

steroidu za den.

Obr. 9 ukazuje srovnani kombinace terapie p53 a cisplatinou

£ < / . .
na normélnich a na nadorovych bufikach.
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Pfedklédany vynédlez obsahuje nové zpusoby prdﬁinhibici ristu
a/nebo proliferace bunék, pfesné ristu a prolifegace nadorovych
bunék. V jednom provedeni zplsoby obsahuji kontaktovani bundk s
tumor-supresorovou nukleovou kyselinou nebo tumor-supresorovym
proteinem a s adjuvantnim protinddorovym ¢inidlem. Obvykle bude
tumor-supresorovy protein nebo nukleové kyselina stejného
druhu, jako je chybéjici tumor-supresorovy protein. Tak, pokud
burikdch chybi endogenni aktivita p53, bude pouZit p53 protein

nebo nukleovd kyselina pro pb53.

P¥ekvapivym objevem predkladaného vynalezu je zjidténi,
které je v protikladu ke drivéjsSim studiim {(viz naprfiklad Wahl
et al., (1996) Nature Med. 2(1): 72-79 a Hawkins et al., (1996)
Cancer Res. 56: 892-898), Ze terapie sav&ich bunék, kterym
chybi nebo které maji deficit endogenniho prirozeného tumor-
supresorového proteinu (t.j. mnoha neoplastickych bunék)
kombinaci adjuvantniho protinéddorového &inidla (napriklad
paclitaxelu (Taxol®)) a tumor-supresorového genu nebo
polypeptidu (napfiklad p53), vede k inhibici proliferace a/nebo
ristu bunék, kterd je vy$3i, neZ je inhibice pozorovana pri
pouZiti chemické lé¢ba nebo 1lécby tumor-supresorovym
konstruktem samotnym. Kromé toho bylo zjisténo, Ze predléceni
adjuvantnim protinddorovym ¢inidlem vede k vyraznému zvySeni
antiproliferac¢niho d¢inku tumor-supresorové nukleové kyseliny.
Bez vazby na konkrétni teorii se soudi, Ze mechaﬁismus tohoto
uc¢inku adjuvantniho protinadorového ¢inidla je: zvySeni
transfek&ni U¢innosti rfGiznych vektord pro genovou terapii
(napfiklad adenovirovych vektor®); nebo zvySeni expreée tumor-
supresorového genu; nebo stabilizace mikrotubuld usnadiujici
intraceluldrni pfenos viru; nebo zvy3end ulinnost zplsobena
interakcemi r@znych intracelularnich mechanisml (napriklad
signadlnich drah, apoptotické drdhy, drah ridicich bunéény

cyklus) .
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V jednom provedeni obsahuje prfedkladany vynédlez zplsob pro
inhibici chorobné zménénych savéich buné&k postradajicich nebo
deficitnich hg endogenni pfirozeny tumor-supresorovy protein,
kde uvedeny zpusob obsahuje kontaktovani bun&k s adjuvantnim
protinddorovym ¢inidlem a s tumor-supresorovou nukleovou
kyselinou a/nebo tumor-supresorovym polypeptidem. Pokud Jsou
bunky pritomny v nddoru, tak zplsob inhibuje rist nddoru a tak
se jedna o zplsob pro lécbu nadord. Zejména vyhodnymi tumor-
supresorovymi nukleovymi kyselinami nebo polypeptidy jsou p53,
RB, h-NUC (viz napfiklad Chen (1995) Cell Growth Differ. 6:
199-210) nebo jejich aktivni fragmenty (napfiklad pllORB,
p56RB) a zejména vyhodnymi pomocnymi protinddorovymi &inidly
(slouCeninami) jsou paclitaxel a sloudeniny s aktivitou
podobnou paclitaxelu, jako jsou derivaty paclitaxelu (napfiklad

analogy paclitaxelu).

Objevem predklddaného vyndlezu také je, Ze kontaktovani
bunék s tumor-supresorovou nukleovou kyselinou a/nebo
polypeptidem miZe inhibovat metastatické butiky. Takova inhibice
miZe mit formu inhibice»tvorby, rlistu, migrace nebo reprodukce
metastatickych buné€k. V jednom provedeni miZe byt inhibice
charakterizovana inhibici (napriklad redukci a/nebo eliminaci)
vzniku nédorﬁvoddélujicich se od prim&rniho tumoru. Tak vyndlez
obsahuje zplsob pro 1lé¢bu (zmirn&ni nebo eliminaci)
metastatického onemocnéni. Zplsob obsahuje kontaktovani
metastatickych bunék s tumor-supresorovou nukleovou kyselinou
a/nebo tumor-supresorovym polypeptidem. V zejména vyhodném
provedeni obsahuje tento zplsob kontaktovani bunék v misté
chirurgického z&sahu (napriklad po odstran&ni (debulkingu)
nadorové hmoty) s tumor-supresorovou nukleovou kyselinou a/nebo

tumor-supresorovym polypeptidem v kombinaci s adjuvantnim
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protinddorovym &inidlem. Buiiky mohou byt dale kontaktovany s

adjuvantnim protinddorovym &inidlem, jak je zde popséano.

V je3té dalSim provedeni obsahuje vynalez vvhodné 1léd&ebné
rezimy vyuZivajici tumor-supresorové geny a genové produkty.
Caste&né jsou tyto reZimy zaloZeny na pfekvapivém objevu, Ze
tumor-supresorové nukleové kyseliny a/nebo polypeptidy jsou
u¢inné&jsi v inhibici bun&&ného nebo nadorového ristu, kdyZ jsou

podany ve vice davkach oproti podani v jedné bolusové davce.

Poradi podani tumor-supresorového a protinaddorového &inidla
neni zésadni. Proto mohou byt prostredky podény simultané nebo
sekvenlné. Napriklad, v jednom provedeni zvyéuje'pfedlééeni
alesponl jednim adjuvantnim protinddorovym ¢inidlem (samostatnym
nebo v kombinaci s cytostatickym ¢inidlem) ulinnost néasledné&
podané tumor-supresorové nukleové kyseliny a/nebo polypeptidu.
V jednom provedeni je cytostatické &inidlo podéno pred
adjuvantnim protinddorovym &inidlem a tumor-supresorovou
nukleovou kyselinou a/nebo polypeptidem. V jiném provedeni je
adjuvantni protinddorové &inidlo (samostatné nebo v kombinaci s
cytostatickym ¢inidlem) podéno simultané s tumor-supresorovou
nukleovou kyselinou a/nebo polypeptidem. V jesté jiném
provedeni je tumor-supresorovid nukleova kyselina a/nebo
polypeptid podana pred podanim adjuvantniho protinddorového

¢inidla.

Protinddorovy U&inek podanych prostfedkd a zplsobll podle
predklddaného vynadlezu také zahrnuje protinddorovy,
nespecificky ucinek, takzvany "vedleijsii ucinek", (viz napfiklad
Zhang (1996) Cancer Metastasis Rev. 15: 385-401 a Okada (1996)
Gene Ther. 3: 957-96). Krom& toho, imunitni systém miZe byt
také ovliviiovan tak, aby byly zvyraznény humoralni nebo bunéény

systém imunity, t.j. miZe byt ovliviiovana odpovéd B bunék




25 0:00 (X .

a/nebo T buné&k (napfiklad cytotoxickych lymfocytd (CTL) nebo
lymfocytl infiltrujicich nador (TIL)). ZvySeni TIL je napriklad
pozorovano po podani adenoviru exprivujiciho p53 lidem.
Presnéji, zvySeni TIL (fenotypicky Tui bundk, CD3+ a CD4+) Jje
pozorovano po podéni adenoviru exprivujiciho p53 do arteria
hepatica pri lécbé& metastas karcinomu do jater, jak je

podrobnéji popséana déale.

Je jasné, Ze zpusoby podle predkladaného vynalezu nejsou
omezeny nha péuiiti jednoho adjuvantniho protinddorového
C¢inidla, ani na pouZiti jednoho cytostatika. Tak vynalez
obsahuje zpusoby pro inhibici chorobné& zm&n&nych sav&ich bundk
postradajicich endogenni pfirozeny tumor—supfesorovy protein,
nebo inhibici nadoru obsahujiciho takové butiky, kde uvedény
zplisob obsahuje kontaktovani bun&k nebo nadoru s tumor- qh
supresorovou nukleovou kyselinou a jednim nebo vice pomocnymi

protinddorovymi ¢&inidly, jak jsou zde popséana.
I. Pomocna protinddorova &inidla
A. Cinidla ovliviiujici mikrotubuly

‘Jak bylo uvedeno vySe, v jednom provedeni vynalez.obsahuje
zpUsoby pro inhibici chorobné& zm&n&nych sav&ich buné&k
postréddajicich endogenni prirozeny tumor~supresoroﬁy pfoteig,
kde uvedeny zplsob obsahuje kontaktovani bunék nebétﬁédoru s;
tumor-supresorovym proteinem nebo tumor-supresorovou gﬁkleovou
kyselinou a adjuvantnim protinaddorovym ¢inidlem, jako je
Cinidlo ovliviiujici mikrotubuly (napfiklad paclitaxel,_gekivét
paclitaxelu nebo sloufenina podobnéd paclitaxelu). Ve
predklddaném vyndlezu je €inidlo ovliviiujici mikrotubuly
slouCenina, kterd interferuje s mitosou, t.j. sloucCenina majici
antimitoticky uc¢inek, tim, Ze ovliviiuje tvorbu A/hebo'ﬁéinek

!
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mikrotubull.Takovymi &inidly jsou napriklad &inidla
stabilizujici mikrotubuly nebo &inidla, kterad naru3uji tvorbu

mikrotubult.

Cinidla ovliviujici mikrotubuly pouZitelnad v pfedkladaném
vynalezu jsou v oboru dobfe znaméd a patfi sem, bez omezeni,
allokolchicin (NSC 406042), Halichondrin B (NSC 609395),
kolchicin (NSC{#57), derivaty kolchicinu (napfiklad NSC 33410), -
dolastatin 10 (NSC 3761128), maytansin (NSC 153858), rhizoxin
(NSC 332598), paclitaxel (Taxol®, NSC 125973) derivaty Taxolu®
(napriklad NSC 608832), thiokolchicin (NSC 361792),
tritylcystein (NSC 83265), vinblastin sulfat (NSC 49842),
vinkristin sulfat (NSC 67574), epothilon A, epothilon a
discodermolid (viz Service, (1996) Science 274: 2009),
estramustin, nocodazol, MAP4, a podobné&. Priklady takovych
C¢inidel jsou popsany v odborné a patentové iitaretufe, viz
napfiklad Bulinksky (1997) J. Cell Sci. 110: 3055-3064; Panda
(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 10560-10564; Muhlradt
(1997) Cancer Res. 57: 3344-3346; Nicolau (1997) Nature 387:
286-272; Vasquez (1997) Mol. Biol. Cell. 8: 973-985; Panda
(1996) J. Biol. Chem. 271: 29807-29812.

Zejména vyhodnymi ¢inidly jsou sloudeniny s aktivitou
podobnou paclitaxelu. Sem patfi, bez omezeni, paclitaxel a
derivaty paclitaxel (sloudeniny podobné paclitaxelu) a analogy
paclitaxelu. Paclitaxel a jeho derivaty jsou komeréné dostupné.
Kromé& toho, zplsoby vyroby paclitaxelu a derivatt paclitaxelu a
analogll paclitaxelu jsou odbornikim v oboru dobfe znamé (viz
napriklad U.S. patenty &. 5569729; 5565478; 5530020; 5527924;
5508447; 5489589; 5488116; 5484809; 5478854; 5478736; 5475120;
5486769; 5461169; 5440057; 5422364; 5411984; 5405972; a
5296506.
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Dalsi ¢inidla ovliviiujici mikrotubuly mohou byt hodnocena
pomoci jednoho z testd, které jsou znédmé v oboru, napriklad
pomoci semiautomatizovaného testu, ktery méri tubulin-
polymeriza&ni aktivitu analogll paclitaxelu v bun&fném testu pro
stanoveni potencidlu téchto sloucenin pro blokovani bunék v
mitose (viz Lopes (1997) Cancer Chemotherap. Pharmacol. 41: 37-

47) .

Obecné je aktivita testované sloucCeniny urcena kontaktovanim
buriky se slouleninou a urcenim toho, zda je &i neni naruSen
bunéény cyklus, zejména z diGvodd inhibice mitosy. Takova
inhibice mGZe byt zplsobena naruSenim mitotického aparatu,
napriklad naru3enim normédlni tvorby vfeténka. Buliky s poruchou
mitosy mohou byt charakterizovany zménénou morfologii
(napfiklad skladbou mikrotubulli, zvy3enym podtem chromosom

atd.) .

Ve vyvhodném provedeni jsou sloueninou s moZnou
polymerizac¢ni aktivitou na tubulin vyhleddvany in vitro. Ve -
vyhodném provedeni jsou sloudeniny vyhledavany na kultivovanych
WR21 bunkédch (odvozenych z linie 69-2 wap—ras_myéi); kdy Jje
stanovovana inhibice proliferace a/nebo zmé&nénd buné&cna -
morfologie, zejména skladba mikrotubulé. In vivo skrining
pozitivnich sloucdenin mGZe byt potom proveden za pouZiti holych
my31i nesoucich WR21 naddorové buiiky. Podrobny protokol pro tuto
skriningovou metodu je popsén v Porter (1995) Lab. Anim. Sci.

45(2): 145-150.

Dal3i metody pro vy3Setfovani sloucenin na poZadovanou
aktivitu jsou v oboru dobfe znamé. Typicky takove testy
obsahuiji testy na inhibici%@yorby q/nebo rozkladu mikrotubuld.
Testy na tvorbu mikrotubulﬁfjsqu pgﬁsény napfiklad v Gaskin et

al. (1974) J. Molec. Biol. 89: 737-758. U.S. patent &. 5569720
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také obsahuje in vitro a in vivo testy na vyhledavani slou&enin

s aktivitou podobnou paclitaxelu.

B. Inhibitory polyprenyl-protein transferasy

V jedté jiném provedeni obsahuje pfedkladdany vyndlez
kombinované pouZiti tumor-supresorovych nukleovych kyselin
a/nebo polypeptidd a inhibitor® polyprenyl-protein transferasy.
Mezi zejména vyhodné inhibitory polyprenyl-protein transferasy
patrfi, bez omezeni, inhibitory farnesyl-protein transferasy
(FPT), inhibitory geranylgeranyl-protein transferasy a jinych
monoterpen-protein transferas. Priklady sloucenin, které jsou
inhibitory polyprenyl-protein transferasy, jsou dobfe znamé v
odborné a patentové literature, viz napfiklad Zhang (1997 (J.
Biol. Chem. 272: 10232-10239; Njoroge (1997) J. Med. Chem. 40:
4290-4301; Mallams (1997) Bioorg. Med. Chem. 5: 93-99.

Priklady inhibitort farnesyl-protein transferasy jsou

uvedeny dale:

FPT inhibitor, oznaceny "FPT39", Jje popsadn v mezinarodni
pfihla&ce WO 97/23478, podané 19.12.1996, ve které je jako
FTP39 oznacena sloucCenina "39.0", viz strana 95 WO 97/23478.

Slou&enina FPT39: " w %)

NH;z

Jak je popséano dale, FPT39 je pouZit v kombinované terapii s
p53 exprivujicim adenovirem podle pfedkladaného vyndlezu pri
1é¢bé& bunék nadoru prostaty a nadorl prsu, kdy kombinace je

uc¢inéjsi v usmrceni bunék neZ lécba kaZdym ¢inidlem samostatné.
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Oligopeptidy (vé&t3inou tetrapeptidy, ale také pentapeptidy
majici vzorec Cas-Xaal-Xaa2-Xaa3; EPA 461489; EPA 520823; EPA
528486 a WO 95/11917).

Peptidomimetické sloudeniny, zejména Cys-Xaa-Xaa-Xaa
mimetika: EPA 535730; EPA 535731; EPA 618221; WO 94/09766; WO
94/10138; WO 94/07966; US 5326733; US 5340828; US 5420245; WO
95/20396; US 5439918 a WO 95/20396.

Farnesylované peptidomimetické sloudeniny - zejména

farnesylované Cas-Xaa-Xaa-Xaa mimetikum: GB-A2276618.

Jiné peptidomimetické sloudeniny: US 5352705; WO 94/00419;
WO 95/00497; WO 95/09000; WO 95/09001; WO 91/12612; WO
95/25086; EPA 675112 a FR-A 2718149.

Kondenzovéné tricyklické benzocykloheptapyridiny: WO
95/10514; WO 95/10515; WO 95/10516; WO 96/30363; WO 96/30018;
WO 96/30017; WO 96/30362; WO 96/31111; WO 96/31478; WO
96/31477; WO 96/31505; Mezindrodni patentova prihladka &.
PCT/US96/19603 WO 97/23478; U.S. prihlaska poradové &.
08/728104; U.S. pfihlaska pofadové &. 08/712989; U.S. piihladka
potadové &. 08/713326; U.S. pfihlaska poradové &. 08/713908;
U.s. pfihlé&Ska potadové &.08/713705; U.S. prihlaska poradové &.
08/713703; U.S. pf¥ihla3ka poradové &.08/710225; U.S. prihlaska
pofadové €.08/711925; U.S. p¥ihl&8ka poradové &. 08/712924;
U.S. pfihlaSka poradové &.08/713323 a U.S. prihléaska poradové
¢. 08/713297.

‘Derivaty farnesylu: EPA 534546; WO 94/19357; WO 95/08546;
EPA 537007 a WO 95/13059. ’
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Prirozené produkty a derivaty: WO 94/18157; U.S. 5430055;
GB-A 2261373; GB-A 2261374; GB-A 2261375; U.S. 5420334; U.S.
5436263.

Jiné sloudeniny: WO 94/26723; WO 95/08542; US 5420157;: WO
95/21815 a WO 96/31501.

C. Slouceniny s antiangiogenni aktivitou

Tumor-supresorové proteiny a nukleové kyseliny podle
pfedkladaného vynalezu mohou byt podény také spole&né se
slouCeninami s antiangiogenni aktivitou. Vyhodné sloudeniny s
antiangiogenni aktivitou inhibuji tvorbu nebo proliferaci cév,

lépe tvorbu a/nebo proliferaci cév v nadoru.

Mezi vhodné élouéeniny s antiangiogenni aktivitou pat#i -
bez omezeni - galardin (GM6001, Glycomed, Inc., Alameda, CA),
inhibitory odpovédi endotelu (napfiklad interferon o, TNP-470 .
a inhibitory vaskuldrniho endotelového ristového faktoru),
¢inidla, kteréd napomdhaji rozru3eni bun&&né matrix (naptiklad
Vitaxin (lidsk& LM-609 protilétka, Ixsys>Co., San Diego, CA;
Metastat, CollaGenex, Newtown, PA; a Marimastat BB2516, British
Biotech), a Cinidla, kterd pusobi pfimo na rust cév. (naptiklad
CM-101, ktery je odvozen od exotoxinu antigenu streptokoku
skupiny A a ktety se vazZe na nové krevni cévy a zplsobuje

intenzivni zanétlivou odpové&d u hostitele, a Thalidomid).

Také bylo zjiSténo, Ze nékolik druht steroidd vykazuje
antiangiogenni aktivitu. Konkrétné&, né&kolik studii uvedlo, Ze
medroxyprogesteronacetat (MPA, synteticky progesteron, vyrazné
inhibuje neovaskularizaci v testu na krali&i rohovce (Oikawa
(1988) Cancer Lett. 43: 85). Prolédivo 5-FU, 5'-deoxy-5-
fluoruridin (5'FUDR), mbZe byt také charakterizovadno jako

antiangiogenni sloudenina, protoZe 5'DFUR je konvertovan na 5FU
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thymidin-fosforylasovou aktivitou PD-ECGF/TP. 5'DFUR mtZe byt
selektivn& aktivni pro PD-ECGF/TP pozitivni na&dorové buiiky s
vysokym angiogennim potencidlem. Posledni klinické studie
ukéazaly, Ze 5'DFUR je pravdépodobné udinny pro PD-ECGF/TD
pozitivni nédory. Bylo prokézano vyrazné zvySeni
protinadorového ucinku 5'DFUR u PD-ECGF/TP transfektovanych
bunék ve srovnédni s netransfektovanymi pfirozenymi bufikami
(Haraguchi (1993) Cancer Res. 53: 5680-5682). Krom& toho,
kombinované slouCeniny 5'DFUR a MPA vykazuji také silny
antiangiogenni uU¢inek (Yayoi (1994) Int. J. Oncol. 5: 27-32).
Kombinace 5'DFUR a MPA miZe byt charakterizovana jako kombinace
dvou inhibitord angiogenese s rlznymi spektry, t.j. kombinace
inhibitoru endotelového rlstového faktoru s inhibitorem
proteasy. Kromé& toho, v in vivo pokusech vyuZivajicich DMBA-
indukovany karcinom prsu u krys vykazoval 5'DFUR kombinovany

u¢inek s AGM-1470 (Yamamoto (1995) Oncol. Reports 2: 793-796).

Jinou skupinou sloucenin s antiangiogenni aktivitou, které
jsou pouZitelné v predkladfaném vynalezu, jsou polysacharidy,
které mohou interferovat s funkci ristovych faktorl s vazbou na

s Ul ’
~heparin, které navozuji angiogenesi (napfiklad pentosag ulfat).

Mezi dal3i moduldtory angiogenese patri destidkovy faktor IV
a AGM 1470. JeSté dald3i moduldtory angiogenese jsou ziskany z
prirozenych zdrojd a patfi sem inhibitor kolagenasy, analogy

vitaminu D3, fumigallin, herbimycin A a isoflavony.
D) Endokrinni terapie

Endokrinni terapie, ktera je znamou a dobfe zavedenou
cytostatickou lé&bou, mlZe vést k prechodu hormonalné-
dependentnich bunék do klidové faze a miZe redukovat podet

nadorovych bunék in vivo a miZe inhibovat rfist nadort u
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pacientl s hormondlné-dependentnimi nadory. OZekava se, 3Ze
takova terapie zvy$i uUlinek tumor-supresorovych &inidel v 1&&bé
hyperproliferativnich bunék. Tak obsahuje vyndlez v dalZim
aspektu kombinovanévpouiiti tumor-supresorové nukleové

kyseliny a/nebo polypeptidu a antiestrogenu, antiandrogenu nebo
antiprogestinu. Hormon&lni 1éc¢iva jsou v oboru dobfe znaméd a
patri sem, napriklad, tamoxifen, toremifen (viz napf¥. U.S.
4696949), flutamid, megace a lupron (viz téZ napfiklad WO
91/00732; WO 93/10741; WO 96/26201 a Gauthier et al., J. Med.
Chem. 40: 2117-2122 (1997).

E) Podani adjuvantnich protinddorovych &inidel:

Farmaceuticke prostredky
Farmaceutické prostredky

Pomocnd protinddorové ¢inidla pouZité ve zplsobech podle
predkladaného vyndlezu jsou obvykle kombinovana s farmaceuticky
pfijatelnym nosicem (pfisadou) za vzniku farmaceutického
prostfedku.'Farmaceutické prostfedky.podle predkladaného
vynédlezu mohou obsahovat jedno nebo vice adjuvantnich
protinddorovych ¢inidel s nebo bez tumorféupresorového genu

nebo polypeptidu, napriklad p53 nebo RB.

Farﬁaceuticky pfijatelné nosice mohou obsahovat fyziologiéky
pfijatelnou sloucdeninu, kteréxﬁapfiklad stabilizuje prostfedék
nebo zvyéuje nebo snizZuje absprpgi ¢inidla a/nebo
farmaceutického prostredku. Mezi fyziologicky prijatelné
slouCeniny patri, napfiklad, uhlovodany, jako je gfukosa,
sacharosa nebo dextrany, antioxida&ni &inidla, jako je kyselina
askorbova nebo glutathion, chelaéni &inidla, proteiny s nizkou
molekulovou hmotnosti, prostfedky, které redukuji klirens nebo

hydrolyzu adjuvantnich protinddorovych &inidel, nebo pifisady
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nebo jinad stabilizaé&ni &inidla a/nebo pufry. Detergendni
¢inidla mohou byt také pouZita pro stabilizaci prostrfedk nebo
pro zvySeni nebo sniZeni absorpce farmaceutického prostrfedku

(pfiklady detergen&nich &inidel viz dale).

Mezi dal8i fyziologicky prijatelné slouceniny patri smaciva
Cinidla, emulga&ni &inidla, dispergac¢ni ¢inidla nebo
konzervaéni &inidla, ktera jsou zejména vhodnd pro prevenci
ristu nebo plsobeni mikroorganismd. Rfizna konzervadni ¢inidla
jsou dobfe znadma a patfi mezi né& napriklad fenol nebo kyselina
askorbova. Odbornikim v oboru bude jasné, Ze volba
farmaceuticky prijatelného nosi&e, v&etnéd fyziologicky
prijatelné slouceniny, zavisi, napriklad, na zpisobu podani
adjuvantniho protinddorového &inidla a na fyzik&lné chemickych

vlastnostech adjuvantniho protinddorového &inidla.

Prostredky pro podani budou obvykle obsahovat roztok
adjuvantniho protinddorového &inidla ve farmaceuticky
prijatelném nosidi, vyhodné& ve vodném nosil&i pro adjuvantni
protinadorové ¢inidlo rozpustné ve vod&. Mohou byt pouZity
ruzné nosice, napriklad pufrovany salinicky roztok a podobné&.
Tyto roztoky jsou sterilni a prosté neZadouciho materiilu. Tyto
prostrfedky mohou byt sterilizovany béZnymi, dobfe znamymi
technikami sterilizace. Prostredky mohou obsahovat
farmaceuticky pfijatelné pomocné sloZky, které jsou nutné pro
pfibliZeni prostrfedku fyziologickym podminkam, jako jsou
¢inidla pro Upravu pH a pufrovaci ¢inidla, ¢inidla upravujici
tonicitu a podobn&, jako je napriklad octan sodny, chlorid
sodny, chlorid draselny, chlorid vépenaty, laktat sodny a
podobné. Koncentrace adjuvantniho protinadorového ¢inidla v
téchto prostfedcich se miZfe velmi 1li%it a miZe byt vybréna ’

primarné podle objemu kapaliny, podle viskozity, t&lesné
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hmotnosti a podobné, podle vybraného zplsobu podani a pottreb

pacienta.
Zpuisoby podéani

Pomocna protinaddorovad ¢inidla pouZitd ve zplsobech podle
pfedkladaného vynédlezu mohou byt podana samostatn& nebo ve
farmaceutickych prostredcich (s nebo bez tumor-supresorového
¢inidla, napriklad p53) jakymkoliv v oboru znamym zptisobem,
napfiklad systémové, regiondlné& nebo lokalné&; intraarteridlng,
intratumoré&lné&, intravenosné& (IV), parenteralné&, do pleuralni
dutiny, loka&lné&, ordlné&, nebo lokalné&, napfiklad subkutannég,
intratrachedlné (napfiklad ve form& aerosolu) nebo
transmukosalné (napriklad buké&lné&, intravesik&lné&, vaginalnég,
do délozZni dutiny, rektalné&, nasalné), intratumoralné
Zejména
vyhodnym zpusobem podéni je podani intraartrerialni, zejména
tehdy, pokud je Zadouci "regiondlni uU¢inek"”, napfiklad zam&reny
na specificky orgén (napfiklad mozek, jatra, slezinu, plice).
Napriklad, injekce do a. hepatica je vyhodna, pokud je Zadouci
regionalni protinddorovy U¢inek v jatrech; nebo, injekce do a.
carotis je vyhodnd, pokud je Zadouci podani prostredku do
mozku.(napfiklad pro lécbu mozkovych nédorl), karotidy, nebo
arterie patrici ke karotickému systému (napfiklad a.
temporalis, mozkové arterie, a.

occipitalis, a. auricularis, a.

maxilaris, atd.).

Paclitaxel a derivaty paclitaxelu jsou pouze Castecné
rozpustné ve vodnych roztocich. Ve vyhodném provedeni jsou tyto
prostfedky podény primo do nadoru lokdlné& (napfiklad injekci,
kanalizaci, nebo p¥imou aplikaci bé&hem chirurgického zakroku),
nebo jsou solubilizovany v prijatelném &inidle. ZplUsoby pro

podani paclitaxelu a derivatl paclitaxelu jsou v oboru dobrfe
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znamé (viz napriklad U.S. patenty &. 5583153; 5565478; 5496804;
45484809) . Jiné derivaty paclitaxelu jsou ve vod& rozpustné
analogy a/nebo proléciva (viz U.S. patent &. 5411984 a 5422364)

a vyhodn& mohou byt podény jakoukoliv technikou popsanou vyse.

Farmaceutické prostfedky podle pfedkladaného Vynélezu jsou
zejména vhodné pro lokdlni podéni, napriklad pro podani do
chirurgickych ran pro prevenci po&inajicich nadord,
neoplastickych a metastatickych buné&k a jejich prekursorti. V
jiném provedeni jsou prostfedky vhodné pro parenterdlni podani,-
jako je intravenosni podéni nebo podani do té&lesnych dutin nebo

do lumen orgénu.
LéCebné reZimy

Farmaceutické rostfedky mohou byt podany v rlznych davkovych
jednotkach, v zavislosti na zplsobu podani. Napfiklad, mezi
jednotkové davkové formy vhodné pro oradlni podani patfi prasek,
tablety, pilulky, kapsle a lékarské oplatky. Je znamo, Zel |
adjuvantni protinddorové sloudeniny (napfiklad paclitaxel a
podobné slouCeniny) musi byt pfi ordlnim podédni chranény ptfed
travenim. Toto chrénéni je obvykle provedeno vyrobenim komplexu
adjuvantniho protinddorového &inidla s prostfedkem, ktery je
¢ini resistentnim na kyselou nebo enzymatickou hydrolyzu, nebo
obalenim adjuvantniho protinddorového &inidla vhodnym
resistentnim nosicem, jako jsou napfiklad liposomy. Prostr¥edky
pro chréanéni sloucenin pfed tréavenim jsou v oboru.dobfe znamé
(viz napfiklad U.S. patent &. 5391377, ktery popisuje
liposomové prostrfedky pro ordlni podani terapeutickych

¢inidel).

Davky obvyklych chemoterapeutickych &inidel jsou v oboru

dobfe znadmé. Kromé toho, tyto davky jsou oby&ejné& doporudenymi
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davkami a mohou byt upraveny podle terapeutickych souvislosti,
tolerance pacienta atd.. Tak je napriklad obvykla davka
farmaceutického prostfedku (napriklad paclitaxelu) pro
intravenosni podani (IV) pribliZn& 135 mg/m? b&hem 1 - 24 hodin
(obvykle b&hem 1, 3 nebo 6 hodin, nejlépe bé&hem 3 hodin) a tato
davka je nejlépe opakovana kadé tri tydny, celkem ve 3 a? 6
cyklech. Pro sniZeni frekvence a zava’nosti hypersensitivnich
reakci miZe byt pacientlim také podano pribliZné& 20 mg
dexamethasonu (Decadron nebo jiné vyrobky) oralné pribliZn& 12
a 6 hodin pred aplikaci paclitaxelu a pfibliZné 50 mg
diphenhydraminu (Benadryl® nebo jiné) plus pribliZn& 300 mg
cimetidinu (Tagamet®) nebo 50 mg ranitidinu (Zantac®) IV 30 aZ
60 minut pfed aplikaci paclitaxelu. Mohou byt podany vyrazné
vy§8i davky (napriklad aZ do 350 ng/m® na den), zejména pokud
se jednd o aplikaci do ohrani&eného regionu a ne do krevniho
FeCiste&, jak je tomu prfi aplikaci do télesnych dutin nebo do
lumen orgénu. Podani vyznamné& vy88ich davek je také moZné
jakymkoliv vybranym zptsobem, napriklad lok&lnim podénim.
ZplUsoby pro pfipravu prostredkl pro parenterélni podéni jsou v
oboru dobre zndmé a jsou podrobnéji popséany v publikacich jako
je Remington's Pharmaceutical Sciénce, 15. vydéani, Mack
Publishing Company, Easton, Pennsylvania (1980) a v U.S.
patentech ¢. 5583153; 5565478; 5496804 a 5484809, Obvyklé davky
pro intraperitonedlni podani budou pribliZné& 20-150 mg/m?

jednou tydné& nebo pribliZn& 250 mg/m® jednou za 3 tydny.

Prostfedky obsahujici pomocna protinadorova ¢inidla mohou
byt podany pro terapeutickou lécbu. V terapeutickych aplikacich
jsou prostredky poddny pacientm s onemocnénim
charakterizovanym hyperproliferaci jednoho nebo vice typt bunék
v takovém mnoZstvi, které je dostate&né pro vyléceni nebo
alespon Caste&né zastaveni onemocn&ni a/jeho komplikaci. Takové

mnozstvi je definovéano jako "terapeuticky u&innd davka". U&inné
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mnoZstvi pro takové pouZiti bude zaviset na zavaZnosti

onemocnéni a celkovém zdravotnim stavu pacienta.

MiZe byt pouZito jednorazové nebo opakované podani
prostrfedkl, podle poZadované davky a frekvenci a tolerance
pacienta. Pri jakémkoliv zpusobu podéni by m&l prostredek dodat
dostate&né mnoZstvi adjuvantnich protinddorovych &inidel pro

u¢innou lécbu pacienta.
IT. Tumor-supresorové geny a genové produkty
A) Vyhodné znadmé tumor-supresorové geny

Jak bylo uvedeno vy3e, obsahuje v jednom provedeni vynalez
zplsoby pro inhibici r@istu a/nebo proliferace bun&k, které
obsahuji kontaktovéni bunék s tumor-supresorovou nukleovou
kyselinou a s adjuvantnim protinédorovym ¢inidlem (napfiklad
paclitaxelem, derivatem paclitaxelu nebo sloudeninou podobnou

paclitaxelu).

Tumor-supresorové geny jsou v oboru dobfe znamé a patfi mezi
né, napriklad, RB, p53, APC, FHIT (viz napft. Siprashyili (1997)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 13771-13776), BRCAl a BRCAZ,
VHL, WT, DCC, FAP, NF, MEN, E-kadherin, nm23, MMACI a PTC. RE
neboli retinoblastomovy gen je prototypem tumor-supresorového
genu a byl dobfe prozkoumén (viz napfiklad Bookstein (1990) .
Science 247: 712-715; Benedict (1980) Cancer Invest. 8: 535—
540; Riley (1990) Ann. Rev. Cell Biol. 10: 1-29; a Wienberg
(1992) Science 254: 1138-1146. Snad nejlépe charakterizovanym
tumor-supresorovym genem je p53, jehoZ vliv se pfedpokladéd u
mnoha neoplastickych onemocnéni, stejn& jako u genetickych
pfedpokladld pro vznik rtGznych naddori v rodinach -st Li-Fraumeni

syndromem (viz napfiklad Wills (1994, Hum. Gene Therap. 5:

*
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1079-1088; U.S. patent &. 5532220; WO 95/289048 a Harris (1996)
J. Nat. Canc. Inst. 88(20): 1442), kde tyto odkazy popisuji
klonovani, expresi a pouZiti p53 v genové terapii). Mezi dal3i
tumor-supresorové geny patrfi WT (t.j. WTLl v pozici 11pl3) gen,
ktery je charakteristicky pro Wilmsdv tumor (viz Call et al.,
(1990), Cell 60:509-520; Gessler (1990), Nature 343: 774-778; a
Rose et al., (1990), Cell 60: 495-508). Tumor-supresorovy gen
FHIT, pro Fragile Histidin Triad, byl zji&té&n v regionu
chromosomu 3 (3pl4.2, téZ popsany v 3p2l), o které je znamo, Ze
je Castym mistem translokaci, zloml a mezer a soudi se, Ze vede
ke vzniku néddorl jicnu, Zaludku a tlustého stfeva (viz
napriklad Ohta et al. (1996) Cell 84: 587-597; GenBank
prirlistkové &. U469227). Tumor-supresorové geny DCC (18qg2l) a
FAP jsou asociovany s karcinomem tlustého st¥eva (viz napfiklad
Hedrick et al. (1994) Genes Dev. 8(10): 1174-1183, ; GenBank
prirdstkové &. X76132 pro DCC; a Wienberg (1992), Science 254:
1138-1146 pro FAP). NF tumor-supresorové geny (NF1 v pozici
17¢qll a NF2 v pozici 22ql2) jsou asociovany s neurologickymi
nadory (napfiklad s neurqfibromatosou Vv pripadé NF1l, viz
napriklad Caivthon et al. (1990) Cell 62: 193-201; Viskochil et
al., (1990), Cell 62: 187-192; Wallace et él. (1990) Science
249: 181-186; a Xug et al. (1990) Cell 62: 599-608; a s
meningeomy a schwanomy v pripadé NF2). MEN tumor-supresorovy
gen je asociovan s nadory v ramci syndromu mnohotné endokrinni
neoplasie (viz napfiklad Wienberg, Science 254: 1138-1146; a
Marshall (1991) Cell 64: 313-326). VHL tumor-supresorovy gen je
asociovan s von Hippel-Landquovou chorobou (Latif (1993)
Science 260: 1317-1320, ; GenBank pfirtstkové &. L15409).
Rozsahle studované geny BRCAl a BRCA2 jsou asociovany s
karcinomem prsu (viz napfiklad Skolnick (1994) Science 266: 66—
71, ; GenBank prirlistkové &. U14680 pro BRCAl; a Teng (1996)
Nature Genet. 13: 241-244, ; GenBank pfirtstkové &. U43746)).

At
Déle, E—kadherin*%e asociovan s invasivnim fenotypem karcinomu




T TN L S N W MR R R N R A S T AL S e b

39 .:‘0 .o ]

prostaty (Umbas (1992) Cancer Res. 52: 5104-5109; Bussemakers
(1992) Cancer Res. 52: 2916-2999, ; GenBank pfirtistkové &.
272397) . NM23 gen je asociovén s metastasami nadord (Dooley
(1994) Hum. Genet. 93(1): 63-66, ; GenBank priristkové &.
X75598) . K dal8im tumor-supresorovym gentm patfi DPC4
(identifikovany v 18q2l) asociovany s karcinomem slinivky
bfisni, hMLH1 (3p) a hMSH2 (2p) asociované s karcinomem
tlustého stfeva a CDKN2 (pl6) a (9p) asociovany s melanomen,
karcinomy slinivky bfi&ni a jicnu. Nakonec, lidsky PTC gen
(homolog drosophilla "patched” (ptc) genu) je asociovan se
syndromem nevoidniho bazoceluladrniho karcinomu (NBCCS) a se
somatickymi bazoceluldrnimi karcinomy (viz napfiklad Hahn et
al. (1996) Cell 85:°841-851). Tento seznam tumor-supresorovych
genll neni vylerpavajici ani limitujici a je minén pouze jako

ilustrace velkého po&tu znamych tumor-supresorovych gent.

B) Identifikace a skrining dosud nezndmych tumor-

supresorovych gent

Zpusoby pro identifikaceva nebo testovani tumor-
supresorovych genll jsou v oboru dobfe znamé. Obvykle jsou
hyperproliferativni burky vySetfovadny na ztratu nebo mutaci
genu, kterd je spojena (koreluje) s hyperproliferativnim
stavem. NejprisnéjsSim testem pro gen, ktery m4d byt kvalifikovén
jako tumor-supresorovy gen (TSG), je jeho schopnost potla&ovat
tumorigenni fenotyp nadoru nebo nadorovych bunék odvozenych z
nadoru. Tumor-supresorovd nukleova kyselina je vyhodné& vloZena
do nadorovych bun&k jako klonovanad cDNA ve vhodném expresnim
vektoru nebo je jednotlivy chromosom nesouci gen, ktery je
kandidadtem na tumor-supresorovy gen, vloZen do néddorovych bunék
technikou mikrobuné&ného prenosu. Alternativnd je produkt
tumor-supresorového genu (napriklad tumor-supresorovy

polypeptid) vloZen do bunék a m&fi se proliferace bunék
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(napfiklad stanovenim po&tu bun&k nebo mé&renim objemu nadoru,
atd.). Kompletni nebo &asted&na inhibice proliferace (napr.
sniZeni rychlosti proliferace), kontaktni inhibice, ztrata
invazivniho fenotypu, diferenciace bunék a apoptosa jsou
indikdtory suprese tumorigenniho fenotypu (redukované

schopnosti neoplastického rastu) .

Zpusoby pro skrining nadors pro identifikaci zm&n&nych nebo
neexprivovanych nukleovych kyselin jsou v oboru dobfe znimé.
Takové metody zahrnuji, bez omezeni, subtraktivni hybridizaci
(viz napfiklad Hampson (1992) Nucleic Acids Res. 20: 2899),
komparativni genomovou hybridizaci ((CGH), viz napriklad WO
93/18186; Kallioniemi (1992) Science 258: 818) a monitorovani
exprese za pouZiti sestav nukleokyselinovych sond s vysokou
hustotou (viz napfiklad Lockhart (1996) Nature Biotechnology
14(13): 1675~-1680).

C. Priprava p53 a jinych tumor-supresorovych gend

Jak bylo uvedeno vyfe, vynalez obsahuje kontaktovani bunék,
napfiklad in vitro, ve fyziologickém roztoku (napfiklad v
krvi), ve tk&ni organu, nebo v organismu, s tumOr—Supresorovou
nukleovou kyselinou nebo produktem tumor-supresorového genu,
jako je napf¥iklad polypeptid. Tumor-supresorovou nukleovou
kyselinou nebo polypeptidem mZe byt nukleova kyselina nebo
polypeptid jakéhokoliv znamého tumor-supresorového genu, v&etnd
—~ bez omezeni - RB., P53, h-NUC (Chen (1995), vyse), APC, FHIT,
BRCA1, BRCA2, VHL, WT, DCC, FAP, NF, MEN, E-kadherinu, nm23,
MMACI a PTC, jak jsou popsany vySe. Ve vyhodném provedeni je
tumor-supresorem RB nukleova kyselina nebo polypeptid nebo P53

nukleovd kyselina nebo polypeptid nebo jejich aktivni fragment.
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V nejvyhodné&jsim provedeni je RB nebo p53 tumor-supresorova
nukleovd kyselina pritomna v expresni kazet& pod kontrolou
promotoru, kterd exprivuje tumor-supresorovy gen nebo cDNA pfi
jejim umist&ni v cilovych (napfiklad nadorovych) bufikach.
Zphsoby pro konstrukci exXpresnich kazet a/nebo vektoru
kodujicich tumor-supresorové geny jsou v oboru dobfe znamé a

jsou popséany déle.
1. P¥iprava tumor-supresorové nukleové kyseliny

DNA kodujici tumor-supresorové proteiny nebo subsekvence
proteinld podle predkladaného vyndlezu mlZe byt pripravena
jakoukoliv vhodnou technikou, v&etn& napfiklad klonovani a
restrikce vhodnych ‘sekvenci nebo primou chemickou syntézou
(napriklad za pouZiti znamych informaci o sekvenci, jak byly
uvedeny vySe), technikami jako je fosfotriesterovad metoda
(Narang, (1979), Meth. Enzymol. 68: 90-99), fosfodiesterova
metoda (Brown et al., Meth. Enzymol. 68: 109-151 (1279),
diethylfosforamiditova metoda (Becauge et al. (1e81),
Tetrahedr. Lett. 22: 1859-1862), a metoda syntézy na pevném
nosici (U.S. patent &. 4458066) .

Pri chemické syntéze se ziska Jjednoretézcovy oligonukleotid.
Tento oligonukleotid mtZe byt preménén na dvojfet&zcovou DNA
hybridizaci s komplementarni sekvenci, nebo polymerizaci s DNA
polymerasou za pouZiti jediného feté&zce jako templatu.
Odbornikim v oboru bude znadmo, Ze chemickéa syntéza DNA je
omezena na sekvence pribliZné& 100 bazi, del3i sekvence mohou

byt ziskdny ligaci krat3ich sekvenci.

Alternativné mohou byt subsekvence klonovany a vhodné

subsekvence mohou byt S§tépeny za pouZiti vhodnych restrikénich
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enzyml. Fragmenty mohou byt potom ligovany za vzniku poZadované

DNA sekvence.

V jednom provedeni miZe byt tunor-supresorova nukleova
kyselina podle predkléadaného vynalezu klonovana za pouZiti
techniky pro amplifikaci DNA, jako je polymerasova Fet&zova
reakce (PCR). Tak je hapriklad sekvence nebo subsekvence
nukleové kyseliny amplifikovana PCR, za pouZiti kodujiciho
primeru obsahujiciho jedno restriké&ni misto (naprfiklad NdeI) a
protismyslného primeru obsahujiciho jiné restrik&ni misto

(napfiklad HindIII). Takto se ziska nukleova kyselina kodujici

poZadovanou tumor-supresorovou sekvenci nebo subsekvenci, ktera

ma koncova restrik&ni mista. Nukleova kyselina miZe byt potom
snadno ligovana do wvektoru obsahujiciho nukleovou kyselinu
kodujici druhou molekulu, ktery m& vhodna odpovidajici
restrikéni mista. Vhodné PCR primery mohou byt vybrany
odbornikem v oboru za pouZiti publikovanych sekvenci pro
jakykoliv znamy tumor-supresorové gen, c¢DNA nebo protein.
Vhodné restrik&ni mista mohou byt také pfidana k nukleové -
kyseliné kodujici tumor-supresorovy protein nebo subsekvence
proteinu mistné cilenou mutagenesi. Plasmid obsahujici tumor-
Supresorovou sekvenci nebo subsekvenci je Stépen vhodnymi
restrikénimi endonukleasami a potom je ligovan do vektoru

kodujiciho druhou molekulu za pouZiti bé&Znych technik.

Jak je uvedeno vySe, sekvence nukleovych kyselin pro mnoho
tumor-supresorovych gent jsou znamé. Tak napriklad, sekvence
nukleové kyseliny pro p53 Je uvedena v Lamb et al. (1986) Mol.
Cell Biol. 6: 1379-1385, GenBank pfirdstkové &. M13111).
Obdobné&, sekvence nukleové kyseliny pro RB je uvedena v Lee et
al. (1987) Nature 329: 642-645 (GenBank priristkové &. M28419).
Sekvence nukleovych kyselin pro dals$i tumor-supresorové geny

jsou dostupné, jak je uvedeno vySe v Casti II(a). Za pouZiti
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dostupnych informaci o sekvencich m@Ze odbornik v oboru
klonovat tumor-supresorové geny do vektord vhodnych pro

provedeni pfedkladdaného vynalezu.

P53 a RB tumor-supresorové geny jsou zejména vhodné pro
pouZiti ve zplsobech podle pfedkladaného vynalezu. Zplsoby pro
klonovani p53 a RB d vektord vhodnych pro expresi prisludnych
tumor-supresorovych proteint nebo pro pouZiti v genové terapii
jsou v oboru dobfe zna&mé. Napriklad, klonovani a pouZiti p53 Jje
podrobné popséno v Wills (1994), vyde; v U.S. patentu &.
5532220; v USSN 08/328673, podané 25.10.1994 a ve WO 95/11984.
Obvykle je konstruovina expresni kazeta s tumor-supresorovou
cDNA v operabilni vazbé& na promotor, nejlépe na silny promotor
(napriklad Ad2 hlavni pozdni promotor (Ad2 MLP), nebo na lidsky
cytomegalovirovy bezprostfedni &asny genovy promotor (CMV)). V
zejména vyhodném provedeni po promotoru nasleduje trojité
vedouci cDNA a po tumor-supresorové cDNA nésleduje
polyadenylacni misto (napriklad Elb polyadenylacni misto) (viz
napriklad USSN 08/328673, WO 95/11984 a Wills (1994), vySe) .
Mélo by byt jasné, Ze vhodné jsou také rtizné tkaitové specifické
promotory. Napfiklad, promotor tyrosinasy miZe byt pouZit prb
cileni exprese na melanomy (viz napfiklad Siders (1996) Cancer
Res. 56: 5638-5646). V zejména vyhodném provedeni je tumor-
supresorova cDNA exprivovédna ve vektoru vhodném pPro genovou

terapii, jak je popséno déle.
2. Priprava tumor-supresorového proteinu
a) Chemiickd syntéza de novo
Za vyuZziti znamych sekvenci mohou byt syntetizovany tumor-

supresorové polypeptidy, tumor-supresorové proteiny nebo jejich

subsekvence, za pouZiti standardnich technik peptidové syntézy.
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Pokud jsou poZadované subsekvence relativn& kratké (napfiklad
pokud je poZadovana ur&itad antigenni determinanta), miZe byt

molekula syntetizovéna jako jediny souvisly polypeptid. Pokud

je poZadovana vétsi molekula,
syntetizovany zvlait (v jedné
mohou byt fuzovany kondenzaci

karboxy-konec druhé molekuly,

tak mohou byt subsekvence
nebo ve vice jednotkach) a potom
amino-konce jedné molekuly na

za vzniku peptidové vazby.

Syntéza na pevné fazi, ve které je C-koncova aminokyselina
sekvence pripojena na nerozpustny nosié a potom nésleduje adice
zbyvajicich aminokyselin sekvence, je vyhodnou technikou pro
syntézu polypeptidd podle predkladaného vynadlezu. Techniky pro
syntézu na pevné fazi jsou popsany v Barany and Merrifield,
Solid-Phase Peptide Synthesis, str. 3-284 v The Peptides:
Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 2: Special Methods in
Peptide Synthesis, Part a; Merrifield et al., J. Am. Chem. Soc.
85: 2149-2156 (1963); a v Stewart et al., Solid Phase Peptide
Synthesis, 2. vydani, Pierce Chemn. Co., Rodford, I11. (1984).

b) Rekombinantni exprese

Ve vyhodném provedeni jsou tunor-supresorové proteiny nebo
Jejich subsekvence syntetizovana technikou rekombinantni DNA.
Obecné tato technika vyZaduje vytvoreni DNA sekvence, ktera
koduje fiizni protein, umist&ni DNA do expresni kazety pod
kontrolou urc¢itého promotoru, expresi proteinu v hostiteli,
izolaci exprivovaného proteinu a pokud je to Zadouci, tak

renaturaci proteinu.

Zplsoby pro klonovani tumor-supresorovych nukleovych kyselin
do urcitych vektorl jsou popsany vyse. Sekvence nukleové
kyseliny kodujici tumor-supresorovy protein nebo subsekvence

proteinu mohou byt potom exprimovany v celé radé hostitelty,
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vCetné E. coli, jinych bakterialnich hostitelli, kvasinek a
riznych vy&3ich eukaryotickych buné&k jako jsou COS, CHO a HeLa
bunécné linie a myelomové bun&dné linie. ProtoZe se tumor-
supresorové proteiny obvykle vyskytuji v eukaryotickych
bunikdch, jsou prednostné pouZity eukaryotické hostitelské
buntky. Gen pro rekombinantni protein je operativné navazan na
vhodné sekvence kontrolujici expresi pro kaZdého hostitele. Pro
E. coli to znamend vazbu na promotor, jako je T7, trp nebo
lambda promotor, vazebné misto pro ribosomy a transkripdéni
termina¢ni signédl. Pro eukaryotické buniky kontrolni sekvence
zahrnuji promotor a vyhodn& zesilovad transkripce odvozeny od
gend pro imunoglobuliny, SV40, cytomegaloviru atd., a
polyadenylaéni sekvenci, a mohou sem také patfit sestriZené

donorové a akceptorové sekvence.

Plasmidy podle predkladaného vynédlezu mohou byt preneseny do
vybrané hostitelské buiky za pouZiti dobfe znamych technik,
Jako transformace E. coli za pouZiti chloridu vapenatého a
zpracovani fosfore&nanem vapenatym nebo elektroporace pro savci
buniky. Builiky transformované plasmidy mohou byt selektovany
podle resistence na antibiotika, ktera je zpusobena geny

obsaZenymi v plasmidech, jako jsou amp, gpt, neo a hyg geny.

Po expresi miZe byt rekombinantni tumor-supresorovy protein
preC¢istén za pouZiti standardnich technik, jako jsou sraZeni
siranem amonnym, afinitni kolony, chromatografie na kolong,
gelova elektroforesa a podobn& (viz, obecné&, R. Scopes, Protein
Purification, Springer-Verlag, N.Y. (1982); Deutscher, Methods
in Enzymology, Vol. 182: Guide to Protein Purification.,
Academic Press, Inc., N.Y. (1990)). Vyhodné jsou vyznamné
prelisténé slouceniny s homogenitou alesponn 90 - 95%, lépe s

homogenitou 98-99% nebo vy33i. Po pfec¢isténi na poZadovanou
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homogenitu miZe byt polypeptid pouZit (napriklad jako imunogen

pro produkci protilatek).

Odbornikim v oboru bude zn&mo, Ze po chemické syntéze,
biologické expresi nebo po prediiténi miZe mit tumor-
supresorovy protein takovou konformaci, kterad se vyznamn& 1i3i
od prirozené konformace polypeptid tvoficich protein. V tomto
pripadé€ je nutné denaturovat a redukovat polypeptid a potom
sloZit polypeptid do vyhodné konformace. ZplUsoby pro redukci a
denaturaci proteint a pro indukci opé&tovného sloZeni jsou v ”
oboru dobfe znamé (viz Debinsky (1993) J. Biol. Chem. 298:
14065-14070; Kreitman (1993) Bioconjug. Chem. 4: 581-585; a .
Buchner (1992) Anal. Biochem. 205: 263-270). Debinsky (1993)
vySe, napriklad, popisuje denaturaci a redukci proteint
inklusnich té&lisek v guanidin-DTE. Protein je potom znovu
sloZen v redukénim pufru obsahujicim oxidovany glutathion a L-

arginin.

Odbornikim v oboru bude znamo, e pfi obsaZeni mnoha
konzervativnich variaci v sekvenci nukleovych kyselin a
polypeptidd vznikne funk&né identicky produkt. Napriklad, z
divodli degenerace genetického kodu jsou "silentni substituce"
(t.j. substituce sekvence nukleové kyseliny, které nevedoil k
alteraci kodovaného polypeptidu) pfedpokléddanym rysem kaZdé
sekvence nukleové kyseliny, kterd koduje aminokyselinu. ,
Podobné&, pfi "konzervativni aminokyselinové substituci™ jedné
nebo nékolika aminokyselin v sekvenci nukleové kyseliny,: p¥i
ktergch jsou substituovany aminokyseliny s podobnymi. .
vlastnostmi (viz definice uvedend vySe), vznika sekvence} kﬁéré
je také znacné podobnd popsané aminokyselinové sekveﬁbi}vneﬁg
popsagé sekvenci nukleové kyseliny, kterd koduje aminokyseliny.
Takové konzervativné substituované variace kaZdé pfesné popsané

sekvence jsou rysem predkladaného vynalezu.
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Odborniklim v oboru bude jasné, Ze mohou byt pfipraveny
modifikace tumor-supresorovych proteinti, bez zmendeni jejich
biologické aktivity. Mohou byt pfipravény nékteré modifikace
pro usnadnéni klonovani, exprese nebo inkorporace cilové
molekuly do fuzniho proteinu. Takové modifikace Jjsou dobre
znamé odobornikim v oboru a patf¥i sem, napriklad, pfidéani
methioninu na amino-konec pro vloZeni inicia&niho mista, nebo
pfidani aminokyselin (napfiklad polyHis) na jeden z konch pro
vytvoreni vyhodné umisté&ného restrik&niho mista nebo

termina¢nich kodonii nebo sekvenci usnadfiujicich predisténi.

Modifikace nukleovych kyselin a polypeptidd mohou byt
hodnoceny bé&Znymi vySetfovacimi technikami ve vhodnych testech
na poZadovanou charakteristiku. Napf¥iklad, zmény imunologického
charakteru polypeptidu mohou byt ur&eny vhodnym imunologickym
testem. Modifikace jinych vlastnosti, jako je hybridizace
nukleové kyseliny na cilovou nukleovou kyselinu, redukéni nebo
termdlni stabilita proteinu, hydrofobni charakter, citlivost na
proteolyzu, nebo tendence k agregaci, jsou vSechny testovéany

standartnimi technikami.

D) Prenos tumor-supresorové nukleové kyseliny nebo proteinu

do cilovych bunék

Tumor-supresorové nukleové kyseliny nebo proteiny podle
prfedkladaného vynadlezu mohou byt vloZeny do bundk bud Jjako
proteipy, nebo jako nukleové kyseliny. Pokud je pouZit tumor-
supresofovy protein, tak je produkt exprese tumor-supresorového
genu (napriklad p53 nebo RB polypeptid nebo jeho fragment s
tumor-supresorovou aktivitou) dopraven do cilovych bunésza
pouZiti standartnich metod pro dopravu proteint (viz dale).

Alternativné&, pokud je pouZita tumor-supresorova nukleova
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kyselina (nap¥iklad gen, cDNA, mRNA atd.), tak Je nukleova
kyselina vloZena do bun&k za pouZziti bé&Znych technik pro prfenos
nukleovych kyselin do bundk. Tyto techniky obvykle zahrnuji
metody in vivo nebo ex vivo genové terapie, jak jsou popsany
dale. Zejména vyhodnou technikou pro prenos p53 a RB je pfenos
v lipidech nebo liposomech a/nebo pouziti retrovirovych nebo |

adenovirovych vektort.
1. Genova terapie in vivo

Ve vyhodném provedeni jsou tumor-supresorové nukleové
kyseliny (napriklad cDNA kodujici tumor-supresorovy protein)
klonovany do vektort Pro genovou terapii, které jsou
kompetentni s transfektovanymi bulkami (Jako jsou lidské nebo

Jiné sav¢i bufiky) in vitro. a/nebo in vivo.

Pro vloZeni nukleovych kyselin do bunék in vivo, ex vivo a
in vitro bylo pouZito né&kolik pristuptd. Patrfi mezi né& prenos na
bédzi liposoml (WO 96/18372; WO 93/24640; Mannino (1988)
BioTechniques 6(7): 682-691; U.S. patent &. 5279833; WO
91/06309; a Flegner (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-
7414) a replikace-defektni retrovirové vektory nesouci sekvenci
terapeutického polynukleotidu jako Cast retrovirového genomu
(viz napriklad Miller (1990), Mol. Cell Biol. 10: 4239 (1990);
Kolberg (1992) J. NIH Res. 4: 43 a Cornetta (1991) Hum. Gene
Ther. 2: 215).

Pro prehled postupd genové terapie viz napf¥iklad Zhang
(1996) Cancer Metastasis Rev 15: 385-401; Anderson, Science
(1992) 256: 808-813; Nabel (1993) TIRTECH 11: 211-217; Mitani
(1993) TIBTECH 11: 162-166; Mulligan (1993) Science 926-932;
Dillon (1993) TIBTECH 11: 167-175; Miller (1992) Nature 357:
455-460; Van Brunt (1988) Biotechnology 6(10): 1149-1154; Vigne
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(1995) Restorative Neurology and Neuroscience 8: 35-36; Kremer
(1995) British Medical Bulletin 51 (1): 31-44; Haddada (1995),
Current Topics in Microbiology and Immunology, Doerfler and
Bohm (vyd.}, Springer-Verlag, Heidelberg, Germany; a Yu (1994)
Gene Therapy 1: 13-26.

Vektory pouZitelné ve zplsobech podle predkladaného vynalezu
jsou obvykle virové vektory. Mezi pouZitelné vektory patri
rekombinantn& modifikované obalené nebo neobalené DNA a RNA
viry, vyhodné& vybrané z baculoviridiae, parvoviridiae,
picornaviridiae, herpesviridiae, poxviridiae, adenoviridiae,
nebo picornoviridiae. Mohou byt pouzity chimerické vektory,
které vyuZivaji vyhodnych charakteristik pouZitych pt@vodnich
vektorl (viz napriklad Feng (1997) Nature Biotechnology 15:
866-870) . Takové virové genomy mohou byt modifikovany
rekombinantnimi DNA tebhnikami tak, aby obsahovaly tumor-
supresorovy gen a mohou byt upraveny tak, aby nebyly schopné
replikace, aby byly schopné podmin&né replikace nebo
kompetentni replikace. Ve vyhodné provedeni vyndlezu jsou
vektory neschopné replikace nebo Jjsou schopné podminéné
replikace. Vyhodnymi vektory jsou vektory odvozené od
adenovirovych, adeno-asociovanych virovych nebo retrovirovych
genomii. V nejvyhodn&jsim provedeni jsou vektory neschopné

replikace odvozené od genomu lidského adenoviru.

Virové vektory schopné podmin&né replikace jsou pouZity pro
dosaZeni selektivni exprese v urcitych typech bunék, za
vylouceni neZddouciho Zirokého spektra infekce. Priklady
indukované se replikujicich vektorl jsou uvedeny v Bischoff et
al. (1996) Science 274: 373-376; Pennisi, E. (1996) Science
274: 342-343; Russell, S.J. (1994) Eur. J. of Cancer 30A(8):
1165-1171. Kromé& toho, virovy genom miZe byt upraven tak, aby

obsahoval indukovatelné promotory, které umoZiuji replikaci
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nebo expresi transgenu pouze za urcitych podminek. Priklady
indukovatelnych promotord jsou v oboru znamé (viz napriklad
Yoshida and Hamada (1997) Biochem. Biophys. Res. Comm. 230:
426-430; Iida et al., (1996), J. Virol. 70(9): 6054~6059; Hwang
et al., (1997) J. Virol. 71(9): 7128-7131; Lee et al., (1997),
Mol. Cell Biol. 17(9): 5097~-5105; a Dreher et al., (1997) Jg.
Biol. Chem. 272 (46) : 29364-29371. Transgen miZe byt také pod
kontrolou tkanove specifického promotoru, ktery umozZniuje

expresi transgenu pouze v urdéitém typu buné&k.

Mezi pouZivané retrovirové vektory patf#i ty, které Jjsou
zaloZeny na viru my3i leukemie (MuLV), viru leukemie gibbont
(GaLV), viru opiéi imunodeficience (SIV), wviru lidské
imunodeficience (HIV) a jejich kombinacich. Viz napriklad
Buchscher (1992) J. Virol. ©6(5): 2731-2739; Johann (1992) J.
Virol. 66(5): 1635-1640; Sommerfelt (1990), Virol.'176: 58-59;
Wilson (1989) J. Virol. 63: 2374-2378; Miller (1991) J. Virol.
65: 2220-2224; Wong-Staal et al., PCT/US94/05700; a Rosenburg -
and Fauci (1993) ve Fundamental Immunology, 3. vydéni, Paul
(vyd.) Raven Press, Ltd., New York a odkazy zde uvedené, a Yu
(1994), vyse. Vektory jsou obvykle upraveny tak, aby se
roz8iril rozsah plisobnosti vektoru na bufky, které nejsou
infikovany retrovirem odpovidajim vektoru. Obalovy protein viru
vesikulérni stomatitidy (Vsv-G) byl pouZit pro konstfukci VSv-
G-pseudotypizovanych HIV vektorl, které mohou infikovat
hematopoetické kmenové bunky (Naldini et al., (1996) Science

272: 263 a Akkina (1996) J. Virol. 70: 2581).

Vektory odvozené od adeno-asociovaného viru (AAV) Jjsou také
pouZivany k pFfenosu nukleové kyseliny do cilovych bunék,
napriklad pro in vitro produkci nukleovych kyselin a peptidd a
V postupech pro in vivo a ex vivo genovou terapii. Pro prehled

AAV vektord viz Okada (1996) Gene Ther. 3: 957 - 964; West
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(1987) Virology 160: 68-47; Carter (1989) U.S. patent &.
4797368; Carter et al., WO 93/24641 (1993); Kotin (1994) Human
Gene Therapy 5: 793-801; Muzycgka (1994) J. Clin. Invest. 94.
1351. Konstrukce rekombinantnich AAV vektorl jsou popsany v
mnoha publikacich, v&etnd Lebkowski, U.S. patent ¢&. 5173414;
Tratschin (1985) Mol. Cell. Biol. 5(11): 3251-3260; Tratschin
(1984) Mol. Cell Biol. 4: 2072-2081; Hermonat (1984) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81: 6466-6470; McLaughlin (1988) a
Samulski (1989) J. Virol. 63: 3822-3828. K buné&nym liniim,
které mohou byt transformovany rAAV patrfi linie popsané v
Lebkowski (1988) Mol. Cell Biol. 8: 3988-3996. K daldim vhodnym

virovym vektorlim patfi herpes virus a virus vakcinie.

V zejména vyhodném provedeni je tumor-supresorovy gen
exXprimovan v adenovirovém vektoru vhodném pro genovou terapii.
PouZiti adenovirovych vektort in vivo & pro genovou terapll, Jje
dobfe popséno v odborné a patentové literatufe, naprfiklad v
Hermens (1997) J. Neurosci. Methods., leden, 71(1): 85-98;
Zeiger (1996) Surgery 120: 921-925; Channon (1996) Cardiovasc.
Res. 32: 962-972; Huang (1996) Gene Ther. 3: 980-987; Zepeda
(1996) Gene Ther. 3: 973-979; Yang (1996) Hum. Mol. Genet. 5:
1703-1712; Caruso (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 11302-
11306; Rothmann (1996) Gene Ther. 3: 919-926; Haecker (1996)
Hum. Gene Ther. 7: 1907-1914. Pousiti adenovirovych vektort je
podrobné popsidno ve WO 96/25507. Zejména vyhodné adenovirové
vektory jsou popsény ve Wills (1994) vysSe; v USSN 08/328673 a
ve WO 95/11984.

Zejména vyhodné adenovirové vektory obsahujici deleci &asti
nebo celého genu pro protein IX. V jednom provedeni obsahuji
adenovirové vektory delece Ela a/nebo Elb sekvenci. V

nejvyhodnéjdim provedeni Je adenovirovym konstruktem konstrukt
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kodujici p53 jako je A/C/N/53 nebo A/M/N/53 (viz napfiklad USSN
08/328673 a WO 95/11984).

Také jsou vyhodné vektory odvozené od lidského adenoviru
typu 2 nebo typu 5. Takové vektory jsou vyhodn& neschopné
replikace diky delecim nebo modifikacim Ela a/nebo Elb
kodujicich regionti. Jsou moZzné také dal3i modifikace virového
genomu pro dosazZeni urd&itych expresnich charakteristik nebo pro
umozZnéni opakovaného podani nebo niZ?&i imunitni odpovédi.
Vyhodné&jsi jsou rekombinantni adenovirové vektory obsahujici
kompletni nebd &astedné delece E4 kodujiciho regionu, volitelné&
za zachovéni E4 ORF6 a ORF6/7. E3 kodujici sekvence miie byt
deletovéana, ale lépe je zachovana. Konkrétné, je vyhodnég, aby
promotorovy/operatorovy region E3 byl upraven tak, aby byla
umoZnéna vy33i exprese E3 pro dosaZeni lepZiho imunologického
profilu pro terapeutické vektory. Nejvyhodn&jsi jsou vektory
lidského adenovirovu typu 5 obsahujici DNA sekvenci kodujici
p53 pod kontrolou Ccytomegalovirového promotoru a trojité
vedouci sekvence majici E3 pod kontrolou CMV promotoru a
obsahujici deleci E4 kodujicich regionti za zachovani E4 ORF6 a

ORF6/7. V nejvyhodnéjsim provedeni vynalezu je vektorem ACN53.

Ve vyhodném provedeni je tumor-supresorovym genem P53 nebo
RB. Jak bylo uvedeno vySe, klonovani a pouziti p53 je podrobné
popséno ve Wills (1994) vySe; v USSN 08/328673, podané
25.10.1994 a ve WO 95/11984.

2. Genova terapie ex vivo

V jednom provedeni jsou zptsoby podle pfedkladdaného vynalezu
pouZity pro inhibice hyperproliferativnich (napfiklad
neoplastickych) bunék u subjektu (napriklad u savce, vcletn§g,

bez omezeni, krys, mysi, skotu, prasat, koni, ps®, ko&ek nebo
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lidi). Patologické hyperproliferativni bunky jsou
charakteristickym rysem onemocné&ni jako je naptiklad Gravesova
nemoc, psoriasa, benigni hypertrofie prostaty, Li-Fraumeniho
syndrom, karcinom prsu, sarkomy, karcinom mo&ového méchyfte,
karcinom tlustého stfeva, karcinom plic, leukemie, lymfomy a

jind nadorova onemocnéni.

PouZiti zpdsobl podle ptedkladdaného vyndlezu ex vivo
umoZfiiuje odstrané&ni patologickych hyperproliferativnich bun&k z
vhodného vzorku. Napfiklad mohou byt zplsobem podle
pfedklddaného vyndlezu v ex vivo pouZiti odstranény
hyperproliferativni buiky kontaminujici prekursorové
hematopoetické buiiky b&hem rekonstituce kostni dfené. Obvykle
takové metody obsahuji ziskani vzorku od organismu. Vzorek
obvykle obsahuje heterogenni populaci buhék, ve které jsou
pfitomné jak fenotypicky norm&lni, tak patogenni
(hyperproliferativni) bufiky. Vzorek je kontaktovan s tumor-
supresorovymi nukleovymi kyselinami nebo proteiny a adjuvantnim
protinéddorovym ¢inidlem podle pfedklddaného vyndlezu. Tumor-
supresorovy gen miZe byt podin napfiklad ve virovém vektoru,
jako je retrovirovy vektor nebo adenovirovy vektor. Lécba
redukuje proliferaci patogennich bunék, coZ vede k zisku
vzorku, ktery obsahuje vy33i pom&r normalnich bundk k

patogennim buiikdm, ktery miZe byt potom navracen do organismu.

Transformace bunék ex vivo pro diagnostiku, vyzkum nebo pro
genovou terapii (napfiklad pro zp&tnou infusi transformovanych
bunék do organismu) je v oboru dob¥e znami. Ve vyhodném
provedeni jsou izolovény z organismu, jsou transfektovany
tumor-supresorovym genem nebo cDNA podle pfedkladaného vynalezu
a Jjsou podany infusi zpé&t do organismu (napfiklad pacientovi).
Rizné typy buné&k vhodné pro ex vivo transformaci jsou v oboru
znamé. Zejména vyhodnymi bufikami jsou progenitorové nebo

kmenové bufiky (pro popis izolace a kultivace bun&k od pacienta
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viz napfiklad Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual
of Basic Technique, 3. vydani, Wiley-Liss, New York, a odkazy
zde uvedené). Transformované buriky jsou kultivovany za pouZiti
dobfe znamych technik. Viz tés Kuchler (1977) Biochemical
Methods in Cell Culture and Virology, Kuchler, R.J., Hutchinson
and Ross, Inc., a Atlas (1993) CRC Handbook of Microbiological
Media (Parks ed.) CRC Press, Boca Raton, FI. Sav&i bunééné
systémy budou obvykle ve forms monovrstvy bunék, adkoliv mohou
byt také pouZity bun&&né Suspenze. Alternativné& mohou byt buiky
ziskany z bunék uskladnénych v bun&&né bance (napriklad krevni
bance). Ilustrativni pfiklady savdich buné&nych 1linii jsou
bunééné linie HEC-1-B, VERO a Hela buniky, bun&&nd linie z
ovaria Cinského kredka (CHO), W138, BHK, Cos-7 nebo MDCK

bunééné linie (viz napriklad Freshney, vyse).

V jednom konkrétnim provedeni jsou kmenové butiky pouZity v
ex vivo technice pro trénsformaci bunék a genovou terapii.
Vyhodou pouZiti kmenovych bun&k je to, Ze mohbu byt
diferencovany na jiné buné&&né typy in vitro, nebo mohou byt
vloZeny do savce (jako Je darce buné&k), kde budou osidlovat
kostni dfefi. Zplsoby pro diferenciaci kmenovych bundk
(napfiklad CD34+) in vitro na klinicky vyznamné typy imunitnich
bunék vyuZivajici cytokiny jako je GM-CSF, IFN-y a TNF-a, Jjsou
vV oboru dobfe zndmé (viz napriklad Inaba (1992) J. Exp. Med.
176: 1693-1702; Szabolcs (1995) 154: 5851-5861).

V nékterych postupech ex vivo jsou také krom& kmenovych
buné€k pouZivény T bunky a B buiiky. Je znamo nékolik technik pro |
izolaci T a B buné&k. Exprese povrchovych markert usnadiiuje
izolaci a pre&iiténi takovych bunnék. Mezi zplsoby pro
identifikaci a izolaci bunék patfi FACS, inkubace ve
zkumavkach s fixovanymi protilatkami, které se vaZi na urcity

typ bunék, a panoramovani s magnetickymi koralky.
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Kmenové buriky jsou izolovany pro prenos a diferenciaci
pomoci znamych technik. Nypriklad, u my3i jsou bunky kostni
drfené izolovany usmrcenim my$i a rozriznutim kosti koncetin.
Kmenové bufiky jsou izolovany z bunék kostni dfené panoramovanim
bundk kostni drené s protilatkami, které se va&Zi na neZadouci
buniky, jako jsou CD4+ a CD8+ (T buniky), CD45+ (panB bunky), GR-
1 (granulocyty) a Ia® (diferencované antigen-presentujici
buniky) . Tento protokol je uveden napriklad v Inaba (1992),

vyse.

U 1lidi se provede aspirace kostni drfené z crista iliaca,
napriklad v celkové anestesii na operacnim séle.iAspirét kostni
dfend ma objem pribli#n& 1000 ml a je odebran ze zadni &asti 6s
ilium a crista iliaca posterior. Pokud je celkové mnoZstvi
bun&k niZ&i neZ 2 x 10°/kg, provede se druhi aspirace ze sterna
a z crista iliaca anterior. Béhem operace jsou podény ozarfené
erytrocyty, pro nahrazeni objemu kostni drfené odebrané
aspiraci. Lidské hematopoetické progenitorové a kmenové buriky
jsou charakterizovéany pritomnosti povrchového membranového
antigenu CD34. Tento antigen je pouZit pro predisténi,
naprfiklad na afinitnich kolonéch, kterd vaZou CD34. Po odbéru
kostni drené jsou mononukledrni bunky separovany od dalsich
sloZek centrifugaci s fikolovym gradientem. Toto mGZe byt
provedeno semi-automatizovanou technikou za pouZiti separéatoru
bunék (napriklad baxter Fenwal CS3000+ nebo Terumo pfistroje).
Buriky s nizkou hustotou, které se skladaji hlavné z
mononukledrnich bunék, jsou odebrany a inkubuji se v plastov?ch
zkumavkach p¥i 37 °C po dobu pfibliZné& 1,5 hodiny. Adherujiéi
buniky (monocyty, makrofégy a B-buriky) jsou odstranény.
Neadherujici buiiky jsou potom odebrany a inkubuji se s
monoklonalni protildtkou proti CD34 (napriklad s mySi

protilatkou 9C5) pf¥i 4 °C po dobu 30 minut s mirnym t¥epanim.
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Konecna koncentrace anti-CD34 protilatky je vyhodné& prfibliZné

10 pg/ml. Po dvou promytich se do suspenze bun&k pridaji
paramagnetické mikrosféry (napfiklad Dyna Beads, dodavané

Baxter Immunotherapy Group, Santa Ana, California) potaZené

ov€i (Fc) protilatkou proti my3imu IgG, v pom&ru pfibliZné& 2

buiiky na korélek. Po dalsi inkubaci po dobu 30 minut pri

pribiZné 4 °C se rozety bunék s magnetickymi koralky odeberou

pomoci magnetu. Pro uvolné&ni koralkd od CD34+ bundk se prida
chymopapain (Baxter Immunotherapy Group, Santa Ana, California)

v konecné koncentraci 200 U/ml.

Alternativné a vyhodné m@Ze byt pouZit postup izolace na
afinitni koloné&, kterd se vadZe na CD34 nebo na protilatku
navazanou na CD34 (viz napfiklad Ho (1995) Stem Cells (13
(suppl. 3): 100-105 a Brenner (1993) Journal of Hematotherapy
2: 7-17).

V jiném provedeni mohou byt hematopoetické kmenové bunky
izolovany z pupeénikové krve. Yu (1995) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92: 699-703, popisuje vyhodnou metodu pro transdukci CD34+
bunék z lidské fet&lni pupednikové krve za pouZiti

retrovirovych vektord.

3. Podéani tumor-supresorovych nukleovych kyselin: Vektory a

expresni kazety
ZplUsoby podani

Expresni kazety a vektory (napfiklad retroviry, adenoviry,
liposomy) obsahujici terapeutické tumor-supresorové nukleové
kyseliny podle predkléddaného vyndlezu mohou byt podany pfimo do
organismu pro prenos do bun&k in vivo. Podéni je provedeno

Jakoukoliv technikou, kterd je b&Zn& pouZivana pro kontaktovani
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molekul s bufikami krve nebo tka&ni, jako je napfiklad systémové
podani, regiondlni nebo lokdlni podéni, jak jsou podrobné&
popsana vySe pro podani adjuvantniho protinadorového &inidla.
"Balik" nukléQchh kyselin (minimdlné tumor-supresorova
kodujici sengnce S promotorem) je poddn vhodnym zptsobem,
vyhodné s farmaceuticky pfijatelnymi nosiéi, jak jsou také
popsany vySe. Vhodné metody pro podani takovych nukleovych
kyselin jsou dostupné a dobfe znamé v oboru a ac¢koliv mohou byt
pouzity rlzné zplsoby, miZe urdity zptsob dosdhnout Casné&jii a

uc¢inéjdi ucinek neZ jiny.

Napriklad, podédni rekombinantniho adenovirového vektoru
zpracovaného tak, aby exprivoval tumor-supresorovy gen, miiZe
vyvolat imunitni odpovéd, zejména protilatkovou odpovéd, proti
adenovirovému vektoru. U né&kterych pacient® mohou byt jiZ
predem pritomné protilatky proti adenoviru. Proto je za
urcitych okolnosti optimdlni a nejudin&jdi regiondlni nebo
lokalni podéni adenovirové vektoru exprivujiciho tumor-
supresorovy gen. Napriklad, jak je uvedeno dale, karcinom
ovaria omezeny na dutinu b¥i%ni je jednou klinickou situaci, ve
které je vyhodnou lé&bou regionadlni terapie p53 genem, t.j.
intraperitoned&lni (IP) aplikace. IP podani adenovirového
vektoru také vede k infekci peritonea a k absorpci
édenovirového vektoru do systémové cirkulace (jiné zptsoby
regiondlniho podani také vedou k pruniku adenovirového vektoru
do syétémové cirkulace). Rozsah tohoto u&inku zavisi na
koncentraci a/nebo celkovém mnoZstvi virovych &asti podanych
IP. Pokud je Zadouci systémovy u&inek, pak je vyhodné podavani

vysSS8ich koncentraci po dobu nékolika nasledujicich dnfti.

Lok&dlni podani adenovirového vektoru‘expriVujiciho tumor-
supresorovy gen je také vyhodné za ur&itych okolnosti,

napriklad tehdy, pokud jsou u pacienta pfitomny protilatky
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proti adenoviru. Takové lokdlni podéni mliZe byt napfriklad

intratumordlni injekce, pokud se jednd o vnitfni podani, nebo
aplikace na sliznici, pokud se jedn& o zevni podani.
Alternativné miZe byt lokdlni podani provedeno pomoci zacileni
adenovirového vektoru na nédor, napriklad za pouZiti &inidel
rozpoznavajicich nadorové specifické antigeny (jako jsou
protildtky) na liposomech nebo na adenoviru samotném.
Prostredky

Farmaceuticky prijatelné nosice jsou urceny &astecné
charakterem urc¢itého podaného prostredku, stejné jako urditym
zplsobem podéni. V souladu s tim existuje velké mnoZstvi

vhodnych prostredkd podle pfedkladaného vynalezu.

Prostfedky vhodné pro orédlni podani farmaceutickych
prostredkll obsahujicich tumor-supresorové nukleové kyseliny
(a)

nukleové kyseliny v rfedidlu, jako je voda, salinicky roztok

zahrnuji kapalné roztoky, jako je napriklad u¢inné mnoZstvi

nebo PEG 400; (b) kapsle, sacky s préaskem nebo tablety, ktéfé
obsahuji predem urcené mnoZstvi aktivni sloZky, jako jsou

kapaliny, pevné latky, granule nebo Zelatina; (c) suspenze ve

vhodné kapaliné&; a (d) vhodné emulze. Tablety mohou obsahovat

laktosu, sacharosu, mannit, sorbitol, fosforednan vapenaty,

kukufiény Skrob, bramborovy Skrob, tragant, mikrokrystalickou

celulosu, arabskou klovatinu, Zelatinu, koloidni oxid

kfemility, kroskarmelosu sodnou, talek, stearan hofed&naty,
kyselinu stearovou a dal3i pfisady, barviva, plnidla, pojiva,
redidla, pufrovaci ¢&inidla, zvlh&ujici &inidla, konzervad&ni
¢inidla, chutovd korigens, barviva, ¢&inidla podporujici
rozpadavost a farmaceuticky prijatelné nosile. Medicinské

oplatky obsahuji aktivni sloZku v ochucené bazi, obvykle v

sacharose a arabské klovatin& nebo tragantu, a pastilky
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obsahuji aktivni sloZku v inertni bazi, jako je Zelatina a
glycerin nebo sacharosa a arabska klovatina, a emulse, gely a

podobné& obsahuji krom& aktivni sloZky znamé nosice.

Nukleové kyseliny, samostatné& nebo v kombinaci s daldimi
vhodnymi sloZkami, mohou byt vyrobeny v aerosolovém prostfedku'
(t.j., mohou byt nebulizovany) tak, aby mohly byt podany
inhala¢né. Aerosolové prostfedky mohou byt obsaZeny v
tlakovaném prijatelném hnacim plynu, jako je

dichlordifluormethan, propan, dusik a podobné&.

Mezi vhodné prostredky pro rektalni podani patf¥i napriklad
Cipky, které se skladaji z pripravené nukleové kyseliny a
Cipkové baze. Mezi vhodné &ipkové baze patfi pfirozené nebo
syntetické triacylglyceridy nebo parafinové uhlovodiky. Kromé&
toho je také moZné pouzZiti Zelatinovych rektalnich kapsli,
které se skladaji z kombinace prfipravené nukleové kyseliny s
bazi, jako jsou napriklad kapalné triacylglyceridy,

polyethylenglykoly a parafinové uhlovodiky.

Mezi vhodné prostredky pro parenteralni podéni, jako je
napriklad intraartikuldrni (nitrokloubni), intravenosni,
intramuskuléarni, intradermalni, intraperitonedlni a subkuténni,
patrfi napriklad vodné a nevodné izotonické sterilni injeké&ni
roztoky, které mohou obsahovat antioxidad&ni ¢inidla, pufrovaci
C¢inidla, bakteriostaticka &inidla a ¢inidla pro uUpravu
izotonicity s krvi prijemce, a vodné nebo nevodné sterilni
suspenze, které mohou obsahovat suspendacni éinidla,
solubiliza&ni ¢inidla, zahudtovaci ¢inidla, stabilizad&ni
C¢inidla a konzervadéni &inidla. Ve zplsobech podle predkléadaného
vynalezu mohou byt prostredky podany napifiklad intravenosni
infusi, oralné&, lok&lnsg, intraperitonealnéd, intravesikaln& nebo

intrathekdlné&. Vyhodnymi zpUsoby podani jsou parenteralni
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podéani a intravenosni podéni. Prostredky obsahujici nukleové
kyseliny mohou byt pfipraveny v zasobnicich pro jednu davku

nebo pro vice davek, jako jsou napfiklad ampulky nebo lékovky.

Prostfedky podle predklddaného vyndlezu ve formé injek&nich
roztokl nebo suspenzi mohou byt pripraveny ze sterilnich
praskd, granuli nebo tablet znamymi zpusoby. Presné sloZeni
prostredku, koncentrace &inidel a nukleové kyseliny v
prostfedku, pH prostfedku, pufry a jiné parametry se budou
1i8it podle zplsobu a mista podani (napriklad podle
systémového, regiondlniho nebo lokalniho podéni) a podle potfeb
skladovani, manipulace, transportu a 2ivotnosti.uréitého
farmaceutického prostfedku. Optimalizace téchto parametrd pro
urc¢ité potreby prostfedku miZe byt provedeéna rutinimi metodami;
a miZe byt pouZita jakékoliv p¥isada a parametr, ktery je
pouZivan pro injekéni roztoky. P¥ikladem vhodného prostredku Jje
rekombinantni adenovirovy vektor exprivujici pfirozeny p53
(rAd5/p53) v koncentraci pfibliZn& 7,5 x 10! a% 7,5 x 10%
castic na ml, monohydrat fosforednanu sodného v koncentraci
0,42 mg/ml, bibazicky anhydrid fosforednanu sodného v
koncentraciw2,48 mg/ml, chlorid sodny v monohydratgw
fosforeCnanu sodného v koncentraci 5,8 mg/ml, sacharosa v
koncentraci 20,0 mg/ml, hexahydrat chloridu hofe&natého v

koncentraci 0,40 ml/ml, obvykle v celkovém objemu 1,0 ml.

Buiiky s prenesenou nukleovou kyselinou, jak jsou popséany
vySe v souvislosti s genovou terapii ex vivo, mohou byt také

podany intravenosné& nebo parenteralné&, jak je popsano vyse.

Davka podand pacientovi ve zpfisobech podle pfedkladaného
vyndlezu by méla byt dostate&na pro poZadovany terapeuticky
ucinek u pacienta. Davka bude ur&ena podle G&innosti ur&itého

pouZitého vektoru a podle stavu pacienta, stejn& jako podle
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télesné hmotnosti nebo té&lesného povrchu lé&eného pacienta.
Davka bude také zaviset na existenci, charakteru a rozsahu
jakychkoliv neZadoucich Ucinkl, které jsou spojeny s podanim
urr&itého vektoru nebo transformovanych bun&k uréitému

pacientovi.

Pri stanoveni u&inného mnozZstvi vektoru, které mi byt podano
pfi 1é¢bé&, bude lékat hodnotit plasmatické koncentrace
cirkulujiciho vektoru, toxicitu vektoru, progresi onemocn&ni a
produkci protildtek proti vektoru. Obvykla davka nukleové
kyseliny je znadn& zavisla na zplsobu podani o systému pro
genovy prenos. V zavislosti na zpusobu podéni se davka pohybuje
Vv rozmezi od 1 pg do 100 mg nebo vice. Obecné je davkovy

ekvivalent holé nukleové kyseliny z vektoru od pribliZn& 1 pg

do 100 pug pro obvyklého 70 kg pacienta a davky vektorl, které
obsahuiji virové Castice, jsou vypocCitany tak, aby dodaly

ekvivalentni mnoZstvi terapeutické nukleové kyseliny.

Pri podéni mohou byt transformované bunky podle
pfedkléddaného vynélezu podény rychlosti ur&enou LDsy vektoru
nebo transformovaného typu bunék a vedlej3imi uc¢inky vektoru

nebo buné&ného typu v riznych koncentracich, pfi dané hmotnosti

a celkovém zdravotnim stavu pacienta. Podani mtZe byt provedeno

vV jedné davce nebo v délenych davkach, jak je popsano dale.

Ve vyhodném provedeni jsou pfed infusi odebrany vzorky krve
a jsou uskladnény pro analyzu. Pe&livé se sleduji vit&lni
pfiznaky a saturéce kyslikem pomoci pulsni oxymetrie. Vzorky
krve jsou vyhodné& odebrany 5 minut pfed a 1 hodinu po infusi a
jsou uskladné&ny pro analyzu. P¥i terapii ex vivo miZe byt
leukoferesa, transformace a reinfuse provedena ka?dé 2 a¥ 3

mésice. PFi prvni 1é&b& miZe byt infuse provedena ambulantné&
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pod dohledem lékare. Pokud je reinfuse podavana ambulantng, pak

je pacient sledovan po dobu nejméné& 4, lépe 8 hodin po terapii.

Jak je uvedeno vy3e, mohou byt adenovirové konstrukty podéany
systémové (napriklad intravenosné), regionalné (napfiklad
intraperitone&lné&) nebo lokalné (napriklad intra- nebo peri-
tumordlni nebo intracystickou injekci, napfiklad pri 1léché
karcinomu moc&ového méchyre). Zejména vyhodnym zp@isobem podani
je intraarterialni injekce, lépe injekce do a. hepatica
(napriklad pro 1lé&bu nadort jater), nebo pri 1é&b& mozkovych
nédort podéni do a. carotis nebo do arterie naleZici do systému
karotickych arterii (napriklad do a. occipitalis, a.
auricularis, a. temporalis, mozkové arterie, a. maxilaris,
atd.). Podéni pfi 1é&bs karcinomu plic mtiZe byt provedeno
hapriklad pomoci bronchoskopu. Typicky je takové podani
provedeno za pouZiti vodného farmaceuticky prijatelného pufru,
jak jsou popsany vySe. Nicméng, v jednom vyhodném provedeni
jsou adenovirové konstrukty nebo expresni kazety obsahujici
tumor—supresorovy gen podany v lipidovém prostredku, presné&ji
bud v komplexu s liposomy jako komplexy lipid/nukleova kyselina
(napriklad Debs and Zhu (1993) wWo 93/24640; Mannino (1988,
vySe; Rose, U.S. patent &. 5279833; Brigham (1991) WO 91/06309;
a Felgner (1987), vysSe), nebo jsou enkapsulované v liposomech,
pfesnéji v imunoliposomech cilenych na specifické nadorové
markery. M&lo by byt jasné, Ze takové lipidové prostredky mohou

byt také podany lok&lné, systémové nebo v aerosolu.

4. Zesileni pfenosu tumor-supresorového genu

Pfenos tumor-supresorového genu miZe byt zesilen pouZitim
jednoho nebo vice "&inidel zesilujicich prenos". Termin
"Cinidlo zesilujici bfenos” oznaduje jakékoliv ¢inidlo, které

zvySuje prenos terapeutického genu, jako je tumor-supresorovy
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gen, do nadorové tkand nebo organu. Takového zesileni prenosu
miZe byt dosaZeno riznymi prostredky. Jeden takovy mechanismus
obsahuje naruZeni ochranné glykosaminoglykanové Vrstvy na
epitelovém povrchu Oorganu nebo tkans (napriklad mo&ového
méchyre) . Priklady takovych &inidel zesilujicich pfenos Jsou
detergené&ni ¢inidla, alkoholy, glykoly, surfaktanty, soli
ZluCovych kyselin, antagonisté heparinu, inhibitory
cyklooxygenasy, hypertonické roztoky soli a acetaty. Alkoholy
zahrnuji napriklad alifatické alkoholy jako je ethanol, N-
propanol, isopropanol, butylalkohol, acetylalkohol. Glykoly
zahrnuji glycerin, propylenglykol, polyethylenglykol a daldi
glykoly s nizkou molekulovou hmotnosti jako je glycerol a
thioglycerol. Acetaty jako je kyselina octovéa, glukonolacetat a
octan sodny jsou daldimi priklady &inidel zesilujicich prenos.
Hypertonické roztoky soli, jako je 1M NaCl, jsou také priklady
C¢inidel zesilujicich prenos. Priklady surfaktantd jsou
dodecylsiran sodny (SDS) a lysolecitin, polysorbat 80,
nonylfenoxypolyoxyethylen, lysofosfatidylcholin,
polyethylenglykol 400, polysorbat 80, efhery polyoxyethylenu,
polyglykoletherové surfaktanty a DMSO. Také mohou byt pouZity
soli Zlu&ovych kyselin jako je taurocholat, taurodeoxycholat
sodny, deoxycholat, chenodeoxycholat, kyselina glykocholova,
kyselina glykochenodeoxycholové a dalsi adstringens jako je
dusinan stfibrny. Také mohou byt pouZity antagonisté heparinu
jako jsou kvarterni aminy jako je prolaminsulfat. Mohou byt
pouZity inhibitory cyklooxygenasy, jako je salicylat sodny,
kyselina salicylova, a nesteroidni antirevmatika (NSAID) Jjako

je indometacin, naproxen, diklofenak.

Detergencni &inidla zahrnuji aniontova, kationtova, obojetna
a neiontovad detergenéni ¢inidla. Priklady detergen&nich &inidle
Jjsou taurocholat, deoxycholat, taurodeoxycholat, cetylpyridium,

benzalkoniumchlorid, ZWITTERGENT®3-14, CHAPS (3[(3-
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cholamidopropyl)dimethylammoniol]—l—propansulfonathydrat,
Aldrich), Big CHAP (jak je popséno v USSN 08/889355, prodané
8.6.1997; a v Mezinarodni prihlasce WO 97/25072, 17.6.1997),
Deoxy Big CHAP (ibid), TRITON®-X-100 detergenéni ¢inidlo,
Cl2ES8, oktyl—B—D—glukopyranosid, PLURONIC®-F68 detergenéni
¢inidlo, TWEEN®20 detergen¢ni &inidlo a TWEEN®SOQ detergenéni
¢inidlo (CALBIOCHEM® Biochemicals) .

V jednom provedeni Jje &inidlo zesilujici pfenos obsaZeno v
pufru, ve kterém je pripraven rekombinantni adenovirovy
vektorovy systém pro pfenos. Cinidlo zesilujici pfenos muze byt
podano pfed podanim rekombinantniho viru nebo soucasné s virem.
V nékterych provedenich je &inidlo zesilujici pfenos podéano E
virem, kdy prostfedek obsahujici virus je smisen s Cinidlem
zesilujicim pfenos t&sné prfed poddnim pacientovi. V jinych
provedenich jsou &inidlo zesilujici prenos a virus obsaZeny v

jedné ampulce pro podani.

V pripadé& farmaceuticky prostredki obsahujicich tumor-
SUPresorovy gen obsaZeny v rekombinantnim adenivirovém
vektorovém systému v pufru, které dale obsahuji &inidlo
zesilujici pfenos, je farmaceuticky prostredek vyhodné& podan
béhem 5 minut a? 3 hodin, lépe b&hem 10 minut a3 120 minut a
nejlépe b&hem 15 minut as 90 minut. V jiném provedeni mize byt
¢inidlo zesilujici pfenos podano pfed podanim rekombinantniho
adenovirového vektorového systému obsahujiciho tumor-
supresorovy gen. Podani &inidla zesilujiciho pfenos miZe byt
provedeno 30 sekund a¥ jednu hodinu, lépe 1 minutu a3 10 minut
a nejlépe 1 minutu aZ 5 minut pred podanim podanim
adenovirového vektorového systému obsahujiciho tumor-

Supresorovy gen.
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Koncentrace &inidla zesilujiciho pfenos bude zaviset na
mnoha faktorech, které Jsou odborniktm znamé, jako je typ
pouZitého &inidla zesilujiciho prenos, pufru, pH, cilové tkéni
nebo organu a zpusobu podani. Koncentrace &inidila Zesilujiciho
brenos bude v rozmezi od 1% do 50% (obj./obj.), lépe od 10% do
40% (obj./obj.) a nejlépe od 15% do 30% (obj./obj.). Vyhodn&
bude koncentrace detergenéniho &inidla v koneéném podaném
prostredku pfibliZné 0,5 - 2-nédsobek kritické miceliza&ni
koncentrace (CMC) . Vyhodna koncentrace Big CHAP je prfiblisn& 2
- 20 mM, lépe pfibliZné& 3,5 - 7 mM.

Pufrem obsahujicim &inidla zesilujiciho prenos miiZe byt
jakykoliv farmaceuticky pufr, jako je fosfatem pufrovany
salinicky roztok nebo fosfore&nan sodny/siran sodny, Tris
pufr, glycinovy pufr, sterilni voda a Jiné pufry znamé v oboru,
jak jsou popséany napriklad v Good et al., (196s6), Biochemistry
S: 467. pH pufru ve farmaceutickém prostfedku obsahujicim
tumor—supresorovy gen obsaZeny v rekombinantnim adenivirovém
vektorovém systému nmize byt v rozmezi od 6,4 do 8,4, lépe od 7

do 7,5 a nejlépe od 7,2 do 7,4.

Vyhodny prostredek pro podéani rekombinantniho»adenoviru
obsahuje pfibli#n& 10° - 10 pN/m] viru, pribliZn& 2 - 10 mM
Big CHAP nebo pribliZné& 0,1 - 1,0 nM TRITON®-X-100
detergen&niho ¢inidla, ve fosfatem pufrovaném salinickém
roztoku (PBS) a pfibli¥n& 2 - 3% sacharosy (hmot./obj.) a
pPrfibliZn& 1 - 3 mM MgCl,, pfi pH pf#ibliZns 6,4 - 8,4, PouZiti
¢inidel zesilujicich prenos je podrobné& popsano v souvisejici
pfihl&&ce USSN 08/779627, podané 7.1.1997.

V prostfedcich obsahujicich pfipravky Big CHAP pro zlepSeni
genového prenosu nukleovych kyselin je koncentrace Big-CHAP

zavisld na jeho komerénim zdroji. Pokud je Big-CHAP ziskan od
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CALBIOCHEM, je jeho koncentrace vyhodné v rozmezi od 2 do 10
mmol. Lépe je tato koncentrace 4 a3 § mmol. Nejlepsi

koncentrace je 7 mmol.

Pokud je Big-CHAP ziskéan od Sigma, je jeho koncentrace
vyhodné& v rozmezi od 15 do 35 mmol. Lépe je tato koncentrace 20

az 30 mmol. Nejlepdi koncentrace je pribliZné& 25 mmol.

V dal3im provedeni vynalezu jsou poskytnuta &inidla

zesilujiciho pfenos majici vzorec I:

(o]
Il
X1—g—HN —(CHaln—N-—(CH)a—NH—C—X3

=0

X—0O—2Z

2

kde n je celé ¢&islo od 2 do 8, X, je skupina kyseliny cholové
nebo skupina kyseliny deoxycholové a X, a Xs jsou kazdy
nezavisle vybrany ze skupiny skladajici se ze skuplny kyseliny
cholové, skupiny kyseliny deoxycholové a sacharldove skupiny.
Alespon jeden z X, a X3 je sacharidova skupina. Sacharidova
skupina miZe byt vybréna ze skupiny sklddajici se z
pentosamonosacharidovych skupin, hexosamonosacharidovych
skupin, pentosa-pentosa disacharidovych skupin, hexosa-hexosa
disacharidovych skupin, pentosa-hexosa disacharidovych skupin a
hexosa~pentosa disacharidovych skupin. Vv jednom vyhodném
provedeni maji sloueniny podle pfedkladaného vyndlezu vzorec
IT1:

XP*F“N‘@EM—V—mwh-NH—EﬂQ

?=0

X,
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kde X; a X jsou vybrany ze skupiny skladajici se ze skupiny
kyseliny cholové a skupiny kyseliny deoxycholové a X; je

sacharidovad skupina.

Tyto slouCeniny jsou v prost¥edcich podle predkladaného
vynalezu vyhodné pouZity v koncentracich pfibliZné 0,002 az 2
mg/ml, lépe pribliZné& 0,02 a3 2 mg/ml a nejlépe p¥iblizné& 0,2

az 2 mg/ml. Nejvyhodn&j3i koncentrace je pribliZné 2 mg/ml.

Fosfatem pufrovany salinicky roztok (PBS) je vyhodnym
solubilizaénim ¢inidlem pro tyto sloueniny. Nicménég,
odbornikim v oboru bude jasné, Zze pro dosaZeni poZadované
solubility téchto sloudenin v rﬁinych farmaceutickych
prostfedcich miuZe byt iédouci pfidani dalsich pfisad nebo
pomocnych ¢inidel. Napfiklad mohou byt pfidéna dobfe znama
solubiliza&ni ¢&inidla, jako jsou detergen¢ni ¢inidla, estery
mastnych kyselin, surfaktanty, ve vhodnych koncentracich, pro
usnadnéni solubilizace sloudenin v raznych rozpousté&dlech.
Pokud je rozpoudté&dlem PBS, pak je vyhodnym solubilizad&nim

C¢inidlem Tween 80 v koncentraci pfibliZné& 0,15%.
5. Podéani tumof—supresorov?ch proteint

Tumor-supresorové proteiny (polypeptidy) mohou byt podany
injek&né& p¥imo do nadoru, nebo mohou byt podany systémové&, jak
je popséno vySe. Ve vyhodném provedeni jsou tumor-supresorové
proteiny kombinovény s farmaceuticky p#ijatelnym nosi&em
(pfisadou) za vzniku farmaceutického prostfedku, jak je popsan
vySe. Tumor-supresorovy polypeptid je podan v terapeuticky
u¢inné davce. Tak je prostfedek podan v davce, kteréd je
dostatelna pro vyléeni nebo alespoil Edste&né zastaveni
onemocnéni a/nebo jeho komplikaci. U&inné mnoZstvi pro tento
el zavisi na zdvaZnosti onemocné&ni a na celkovém zdravotnim

stavu pacienta.
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Je Jjasné, Ze tumor-supresorové polypeptidy, pokud Jsou
podany or&lné&, musi byt chranény pred travenim. Toto chrénéni
je obvykle provedeno vyrobenim komplexu polypeptidu s
prostrfedkem, ktery je &ini resistentnim na kyselou nebo
enzymatickou hydrolyzu, nebo obalenim polypeptidu vhodnym
resistentnim nosicem, jako jsou napfiklad liposomy popsané
vySe. Prostfedky pro chranéni polypeptidl pfi oralnim podani
jsou v oboru dobfe znamé (viz napfiklad U.S. patent &. 5391377,
ktery popisuje liposomové prostfedky pro oralni podani

terapeutickych &inidel).
ITI. Kombinované farmaceutické prostredky

Tumor-supresorové &inidlo a adjuvantni protinddorové &inidlo
mohou byt podany separovang, kdy je bud tumor-supresorova
nukleovd kyselina &i polypeptid podan pfed adjuvantnim
protinddorovym &inidlem (predléceni tumor-supresorovym
C¢inidlem), nebo je adjuvantni protinddorové &inidlo podano pred
tumor-supresorovou nukleovou kyselinou ¢i polypeptidem
(pfedléCeni protinddorovym C¢inidlem). Tumor-supresorovéa
nukleovd kyselina a/nebo polypeptid a adjuvantni protinadorové

C¢inidlo mohou byt samozrejmé podany simultand.

V jednom provedeni jsou tumor-supresorovad nukleova kyselina
a/nebo polypeptid a adjuvantni protinadorové &inidlo podany v
jednom farmaceutickém prostfedku. V tomto provedeni mohou byt
tumor-supresorovad nukleova kyselina a/nebo polypeptid a
adjuvantni protinddorové &inidlo suspendovany a/nebo
solubilizovany v jednom homogennim vehikulu. Alternativng,
tumor-supresorova nukleova kyselina a/nebo polypeptid a
adjuvantni protinadorové &inidlo mohou byt suspendovany nebo

solubilizovany v rGznych vehikulech, ktera jsou nakonec

A PRI,
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sSuspendovidna v jedné pomocné prisad&, bud v dobs& podani, nebo
trvale. Napfiklad, adjuvantni protinadorové ¢inidlo mzZe byt
solubilizovdno v polarnim rozpoustédle (napfiklad paclitaxel v
ethanolu) a tumor-supresorovd nukleova kyselina miZe byt v
komplexu s lipidem a ob& sloZky jsou spole&né uskladnény v

suspenzi, nebo jsou smiseny v dob& podani.
IV. Lé&ebny reZim: kombinovana a individudlni terapie
A) LécCebny reZim pro tumor-supresorové &inidlo

Objevem predkladaného vynalezu je, Ze tumor-supresorové

" nukleové kyseliny nebo polypeptidy, pfesnéji tumor—supresérové
nukleové kyseliny, maji vy53i G&innost v inhibici nédorového
ristu, pokud jsou podany v opakovanych davkach, neZ kdy? jsou
podany v jedné davce. Vynalez proto obsahuje léCebny reZim pro
tumor-supresorovy gen nebo polypeptid, ktery obsahuje opakovana

podani tumor-supresorové nukleové kyseliny nebo polypeptidu.

Tumor-supresorovy protein nebo tumor-supresorovd nukleova
kyselina mlZe byt podéna v celkové davce. (s nebo bez
adjuvantniho protinadorového ¢inidla) v rozmezi od pribliZng& 1
x 10° do pribliZn& 1 x 10Y, lépe od pribliZn& 1 x 10° do
pPribliZné 7,5 x 10'°, lépe od pfibliZn& 1 x 10! do pfiblizng
7,5 x 10'* adenovirovych &astic v jednom z nasledujicich
léCebnych reZimi: cela davka v jedné davce, cela davka podana
denné b&hem 5 dnl nebo podani bdhem 5 dnd, celd davka podana
denné bé&hem 15 dnd nebo podand bé&hem 15 a celd davka podana
denné bé&hem 30 dnd nebo podand bé&hem 30 dnii. Tento zplisob
podani mlZe byt opakovan dvakrat nebo vicekrat (nejlépe
tr¥ikrat) a cykly jsou podany s odstupem t#i a3 Ctyr tydnu.
LéCba miZe obsahovat jeden cyklus nebo vice cykll, vyvhodné v

rozmezi od 2 do 12, nejlépe od 2 do 6 cyklu.




*
-e
*

70

Zejména vyhodnym lécebnym reZimem je celkova davka rozd&lena
do 5 dnl a podavanad denné&, celkova davka rozdé&lena do 15 dnl a
podavanad denné& a celkova davka rozdé&lend do 30 dnfl a podavana

denné.

V nékterych vyhodnych reZimech miZe byt denni davka od 7,5 x
10° do 7,5 x 10%, vyhodn& od 1 x 10 do 7,5 x 103
adenovirovych &éstic podavéana kaZdy den po dobu aZ 30 dni
(napfiklad reZim trvajici 2 dny, 2 aZ 5 dnfi, 7 dnti, 14 dnu
nebo 30 dnii, kdy stejnd davka je podavana ka?dy den. ReZimy
obsahujici vice davek mohou byt opakovany v cyklech trvajicich

21 aZ 28 dna.

V nékterych provedenich povedou rtizné zplsoby podani k
pouZiti rdznych vyhodnych davek. Napfiklad, pro intraarteriélni
podéani do a. hepatica je vyhodna davka v rozmezi od 7,5 x 10%
do 1 x 10, lépe od 1 x 10 do 7,5 x 10'° adenovirovych &astic
za den po dobu 5 aZ 14 dnll. Tyto reZimy mohou déle obsahovaf
podani adjuvantnich protinaddorovych &inidel, napfiklad FUDR
nebo 5'-deoxy-5~fluoruridinu (5'-DFUR) nebo hydrochloridové
soli irinotekanu (CPT~11l; 7-ethyl-10-[4-(l-piperidino)-1-
piperidinolkarbonyloxycamptothecinu). Pro intratumoralni podéni
je vyhodna davka v rozmezi od 7,5 x 10° do 1 x 103, lépe od 1 x
10" do 7,5 x 10 adenovirovych &&stic za den. Pro
intraperitonedlni podani je vyhodna davka v rozmezi od 7,5 x
10° do 1 x 10*°, lépe od 1 x 10 do 7,5 x 10%* adenovirovych

¢astic za den.
B) LécCebné reZimy pro kombinovanou terapii

Pokud je tumor-supresorové &inidlo pouZito v kombinaci s

adjuvantnim protinddorovym ¢inidlem, tak je tumor-supresorova
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nukleova kyselina podéna ve vy3e uvedené davce. V kombinaci je
adjuvantni protinddorové &inidlo pouZito v celkové davce, ktera
je zavisld na pouZitém ¢inidle. Napriklad, paclitaxel nebo
derivaty paclitaxelu jsou podény v celkové davce v rozmezi od
75 - 350 mg/m® béhem 1 hodiny, 3 hodin, 6 hodin nebo 24 hodin v
léCebném reZimu vybraném z podédni v jedné davce, davce podané v
den 1 a 2, davce podané v den 1, 2 a 3, denni davce podané v 15
dnech, denni davce podané ve 30 dnech, denni kontinu&lni infuse
po dobu 15 dnl a denni kontinudlni infuse po dobu 30 dnfi.

Vyhodn& davka je 100 - 250 mg/m? za 24 hodin.

PredléCeni adjuvantnim protinaddorovym &inidlem (napriklad
paclitaxelem) pfed podédnim tumor-supresorové nukleové kyseliny
zvy3uje u&innost tumor-supresorové nukleové kyseliny. Proto je
Vv jednom vyhodném provedeni buika, tkaid nebo organismus
predléCen adjuvantnim protinddorovym &inidlem pfed podénim
tumor-supresorové nukleové kyseliny. Podéni adjuvantniho
protinadorového &inidla vyhodn& predchdzi podani tumor-
supresorové nukleové kyseliny o pribliZné& 24 hodin, a&koliwv

krat8i nebo del8i obdobi je také prijatelné.

PfedlécCeni je zejména vyhodné tehdy, pokud je adjuvantnim
protinadorovym ¢inidlem sloufenina podobnd paclitaxelu, 1lépe
paclitaxel nebo derivat paclitaxelu (napfiklad Taxol® nebo
Taxotere®). Zejména vyhodnymi tumor—supresofovymi ¢inidly jsou
RB a p53 a nejvyhodnéjsi je p53, nejlépe p53 v adenovirovém
vektoru (napf¥iklad A/C/N/53).

V. LéCba a profylaxe metastas
Jak je uvedeno v prikladech 2 a 3, lé&ba tumor-supresorovym

(napriklad p53) genem je U&inna v 1é&&b& lidskych nadorovych

bunék in vitro, v 1é&b& xenotransplantatd lidskych nadord u
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imunokompromitovanych hostiteldl a v 1écbé lidskych nadord plic
(in vivo). Chirurgické odstrandni primadrnich nadort u pacientt
Casto vede k recidivé& nadoru v primarnim misté& a k
metastazovani nadoru z tohoto nista, které je zplsobeno
mikroskopickymi "hnizdy" nadorovych bunék, ktera jsou chirurgem
ponechdna v téle. Alternativné mije byt pro zajisténi |
odstranéni primarniho nadoru proveden mutilujici zakrok, pri
kterém je odstrané&no velké mnoZstvi normalni tkané sousedici s

mistem primdrniho tumoru.

V jiném provedeni vynélez obsahuje zplisob pro inhibici rtstu
a/nebo proliferace metastas (metastatickych bunék) . Zplisob
obecné obsahuje bud'systémové, nebo lokdlni podani tumor-

supresorového &inidla, lépe lokalni podani p53 nebo RB.
A) Systémova 1léc&ba

Jak je uvedeno v prikladech 2 a 3 , Systémova 1léc&ba
(napfiklad intravenosni injekce) wvektoru obsahujicich tumor-
Supresorovou nukleovou kyselinu (napfiklad A/C/N/53) inhibuje
progresi metastas in vivo. Proto v jednom provedeni vynalez
obsahuje zplsob pro inhibici progrese metastas, pri kterém Jje
organismu poddna tumor-supresorovéa nukleova kyselina a/nebo
tumor-supresorovy polypeptid, jak jsou popsany vy3e. Tumor-
supresorovym ¢inidlem je vyhodné& tumor-supresorova nukleova
kyselina, lépe p53 tumor-supresorova nukleova kyselina a
nejlépe p53 nukleova kyselina v adenovirovém vektoru (napf¥iklad
A/C/N/53). V jiném vyhodném provedeni je tumor-supresorova
nukleovd kyselina obsaZena v liposomech nebo je v komplexu s
lipidem (viz napriklad Debs and Zhu (1993) WO 93/24640; Mannino
and Gould-Fogerite (1988) BioTechniques 6(7): 682-691; Rose,
U.S. patent &. 5279833; Brigham (1991) WO 91/06309; a Felgner
et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7414).
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B) Lok&lni 1léc&ba

V jiném provedeni je lokalni aplikace tumor-supresorového
proteinu nebo tumor-supresorové nukleové kyseliny provedeno
spolu s chirurgickym zakrokem. V tomto provedeni je tumor-
supresorove Cinidlo, vyhodné& ve form& infek&niho vektoru,
aplikovéno do chirurgické réany po odstranéni tumoru. Infek&ni
Castice vnesou p53 do jakychkoliv residualnich nadorovych bundék
v misté chirurgického zakroku, coZ indukuje jejich apoptosu
(programovanou smrt bundk). Tato lé&ba ovlivni dlouhodobé
preZivani pacienta a/nebo redukuje mnoZstvi normalni tkan& v

sousedstvi n&doru, kteri musi byt chirurgicky odstranéna.

Tumor-supresorové &inidlo je vyhodné& obsaZeno v prostredku
pro lokalni podani, jak jsou v oboru znamy. Napfriklad, infek&ni
pripravek lidského p53 tumor-supresorového genu (napriklad
A/C/N/53) se suspenduje ve vhodném vehikulu (jako je napriklad
Zlutd vazelina nebo jiny krém nebo mast), které je vhodné pro
aplikaci do mista chirurgického zakroku. Alternativné miZe byt
tumor-supresorové &inidlo pfipraveno v aerosolovém prostredku
pro aplikaci ve form& spreje do mista zadkroku. V jiném
provedeni miZe byt tumor-supresorové &inidlo pfipraveno jako
degradovatelny (resorbovatelny) materidl, napriklad jako
resorbovatelny porésni material, ktery miZe byt vloZen do
télesné dutiny a ktery miZe uvolifiovat tumor-supresorovy protein

nebo vektor po urditou dobu.

Vyhodna provedeni pro aplikace rekombinantnich adenovirovych
vektorlh do ur&itych definovanych oblasti, napriklad na rohovku,
do gastrointestinalniho traktu, do resek&nich mist nadord
vyuzZivaji pévnych nosi¢ld pro dosaZeni dlouhodobé inkubadni doby

a pro usnadnéni virové infekce. Nosi&e mohou byt gazy nebo
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masti namo&ené do roztoku rekombinantniho adenoviru. Virus miZe
byt aplikovan pomoci gazy na rohovku pro dosaZeni zlepSené
U&innosti transgenu. Drenovand gaza miZe byt takeé profylakticky
aplikovéna do resek&éni plochy po tumoru, aby se predeilo
recidivé. Masti mohou byt aplikovany lokalné do oblasti
gastrointestindlniho traktu, nebo lokalné na slinivku bfisni,

za U&elem terapie tumor-supresorovym genem.

prikladné mastové noside zahrnuji Puralube® zaloZeny na

bazi Zluté vazeliny nebo ve vodé rozpustny KJ-Jelly®. V
prikladu techniky je sterilni gazovy tampon (5 x 5 cm) nebo
testovaci prouZek pro testovani tvorby slz namoCen do roztoku
adenovirového wvektoru (napriklad 1 x 10° PN/ml), takZe je zcela
vlhky. Tampony nebo prouZky jsou poloZeny na povrch cilove
tkdn& a jsou inkubovany pri 37 °C po dobu 30 minut. Odbornikim
v oboru bude jasné, Ze mohou byt pouZity jiné tkaniny, Zelatiny
nebo masti, které které mohou byt vychytavany nebo které jsou
misitelné s vodou. Krom& toho mohou byt pfidéna dalsi ¢inidla,

kterd zvyduji prenos, jak jsou popséna vyse.

VI. Kombinovand lé&ba s jinymi chemoterapeutickymi ¢inidly

A. Tumor-supresorové ¢inidlo podané v kombinaci s

kombinovanymi chemoterapeutickymi reZimy

M&lo by byt jasné, Ze zplsoby podle predkladaného vynalezu
nejsou omezeny na kombinaci tumor-supresorového ¢inidla s
jednim adjuvantnim protinddorovym cCinidlem. Alkoliv obsahuji
zplsoby podle pfedkladaného vynalezu obvykle kontaktovani bunék
s tumor-supresorovym ¢inidle (napfiklad p53) a adjuvantnim
protinddorovym ¢inidlem jako je paclitaxel, zahrnuiji také
zplisoby podle pfedkléadaného vyndlezu také kontaktovani bunék s

tumor-supresorovym genem nebo polypeptidem a dvéma, tfemi nebo
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vice adjuvantnimi protinddorovymi &inidly a volitelnd s dalsimi
chemoterepeutickymi ¢inidly. Kromé& toho, je Jjasné, Ze
chemoterapeutické &inidlo miiZe byt také pouZito s tumor-
supresorovymi proteiny nebo geny, za absence adjuvantniho

protinddorového &inidla.

MnoZstvi chemoterapeutickych 1ék je znamo v odborné a
patentové literatufe; pfiklady 1ékd, které mohou byt pouZity ve
zpusobech podle predkladaného vynalezu, jsou: &inidla
zpusobujici po3kozeni DNA (v&etnd alkylaénich ¢&inidel), jako je
napr. cisplatina, karboplatina (viz napr. Duffull (1997) Clin.
Pharmacokinet. 33: 161-183); Droz (1996) Ann. Oncol. 7: 997-
1003), navelbin (vinorelbin), Asaley, AZQ, BCNU, busulfan,
karboxyftalatoplatina, CBDCA, CCNU, CHIP, chlorambucil,
chlorotozocin, cis-platina, clomeson, kyanmorfolino-
doxorubicin, cyklodison, cytoxan, dianhydrogalaktitol,
fluorodopan, hepsulfam, hycanthon, melfalan, methleCNU,
mitomycin C, mitozolamid, nitrogen mustard, PCNU, piperazin
alkylator, piperazindion, pipobroman, porfiromycin,
spirohydantoin mustard, teroxiron, tetraplatin, thio-tepa,
triethylenmelamin, uracil nitrogen nustard, Yoshi-864);
inhibitory topoisomerasy I (napfikla& topotekan hydrochlorid,
irinotekan hydrochlorid (CPT-11), camptothecin, Na sl
camptothecinu, aminocamptothecin, CPT-11 a dal3i derivaty
camptothecinu); inhibitory topoisomerasy II (doxorubicin,
vCetné doxorubicinu v liposomech (viz U.S. patenty ¢. 5013556 a
5213804), amonafid, m-AMSA, anthrapyrazolové derivaty,;
pyraZoloakridin, bisanthren Hcl, daunorubicin,
deoxydoxorubicin, mitoxantron, menogaril, N,N-dibenzyl
daunomycin, oxathrazol, rubidazon, VM-26 a VP-16);
antimetabolity RNA/DNA (napfiklad L-alanosin, 5-azacytidin, 5-
fluorouracil, acivicin, aminopterin, derivaty aminopterinu,

antifol, Bakertv solubilni antifol, dichlorallyl lawson,
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brequinar, ftorafur (prolé&ivo), 5,6-dihydro-5-azacytidin,
methotrexat, derivaty methotrexatu, N-(fosfonoacetyl)-L-
aspartat (PALA), pyrazofurin a trimetrexat); a antimetabolity
DNA (napriklad 3HP, 2'-deoxy-5-fluoruridin, 5-HP, alfa-TGDR,
aphidicolin glycinat, ara-C, 5-aza-2'-deoxycytidin, beta-TGDR,
cyklocytidin, guanazol, hydroxymod&ovina, inosin,
glykodialdehyd, macbecin II, pyrazolimidazol, thiguanin a
thiopurin). Tumor-supresorovi nukleova kyselina a/nebo
polypeptid mohou byt také podany v kombinaci s
chemoterapeutickymi ¢inidly jako je vinkristin, temozolomid
(viz napfiklad U.S. patent &. 5260291) a toremifen (viz

napriklad U.S. patent 4696949 pro informace o toremifenu).

Preklinické studie provedené na relevantnich zvifecich
modelech ukézaly, Ze p53 adenovirus kombinovaﬁy s cisplatinou,
karboplatinou, navelbinem, doxorubicinem, 5-fluoruracilem,
methotrexatem nebo etoposidem inhibuje proliferaci ﬁéinéji nez -
chemoterapie samotnd pri 1é¢bé nadorovych bun&&nych linii: SSC-
9 hlavy a krku, SSC-15 hlavy a krku, SK-OV-3 ovaria, DU—l45‘
prostaty, MDA-MB-468 prsu a MDA-MB-231 prsu. V jiném provedeni
je zvySend protinddorova ulinnost pozorovana prfi pouZiti
trojkombinace obsahujici p53 gen (exprivovany napfiklad v
adenovirovém vektoru), adjuvantni protinaddorové &inidlo
(napriklad paclitaxel) a &inidlo zplsobujici podkozeni DNA
(napfiklad cisplatinu). Byla prokdzana ulinnost kombinace p53,
paclitaxelu a cisplatiny v modelu ovaridlniho karcinomu. Tato
data podporuji pouZiti genové terapie genem p53 v kombinaci s

chemoterapii v klinickych pokusech.

Tyto dal3i chemoterapeutické léky mohou byt pouZity v
kombinaci s tumor-supresorovou nukleovou kyselinou a/nebo
polypeptidem s nebo bez adjuvantniho protinddorového &inidla.

Vynalez také predpokladad pouZiti aktinoterapie v kombinaci s
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jednim nebo vice zde popsanymi tumor-supresorovymi éinidlv nebo
v kombinaci s tumor-supresorovym &inidlem a adjuvantnim

protinaddorovym &inidlem.

Také se predpoklada, Ze jakékoliv z t&chto
chemoterapeutickych &inidel mfliZe byt pouZito jednotlivé v
kombinaci s tumor-supresorovou nukleovou kyselinou nebo

polypeptidem podle pfedkladdaného vynalezu.

Pokud je tumor-supresorova nukleova kyselina (napfiklad p53)
podana v adenovirovém vektoru s adjuvantnim protinaddorovym
Cinidlem (napfiklad paclitaxelem) a &inidle zplUsobujicim
poS8kozeni DNA (napfiklad cisplatinou, karboplatinou nebo
navelbinem), tak je adenovirovy vektor obvykle podavan po dobu
S5 aZz 14 dnt v davce 7,5 x 10'% a3 7,5 x 10%° adenovirovych
Castic na den. Napfiklad miiZe byt pouzZzita denni davka pribliZné
7,5 x 10" adenovirovych &astic v kombinaci s karboplatinou. V
jednom provedeni je denni dévka pribliZné& 7,5 x 102
adenovirovych ¢astic pouZita pro podani do plic. V jiném

provedeni je p53 podadn v kombinaci s topotecanen.

Obvykle je ¢inidlo zptsobujici poZkozeni DNA podéno v
doporucené davce, viz napfiklad Physician's Desk Reference, 51.
vydadni (Medical Economics, Montvale, NJ, 1997). Napriklad
karboplatina je podana v takové davce, aby bylo dosaZeno AUC

(plochy pod krivkou) p¥ibliZn& 6 - 7,5 mg/ml/min.
Inhibitory proteas

V jeSté jiném provedeni obsahuje predkléddany vynéalez
kombinované pouZiti tumor-supresorové nukleové kyseliny a/nebo
polypeptidu a inhibitoru proteasy. Mezi vyhodné inhibitory

proteasy pat¥i - bez omezeni - inhibitory kolagenasy,
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inhibitory matrixovych metaloproteinas (MMP) (viz napriklad
Chambers (1997) J. Natl. Cancer Inst. 86: 1260-1270). Ve
vyhodném provedeni obsahuje zplsob podle pfedkladaného vynédlezu
souCasné nebo sekvenéni podani G&inného mnoZstvi inhibitoru
proteasy a uc¢inného mnoZstvi tumor-supresorového polypeptidu
a/nebo nukleové kyseliny. Priklady slou&enin, které Jjsou
inhibitory proteas, jsou dobfe znamé v odborné a v patentové

literature.
Imunomodulétory

Tumor-supresorové proteiny a nukleové kyseliny podle
prfedkladaného vyn&lezu mohou byt pouZity spolu s
imunomodulédtory, které bud zvysuji imunitni odpovéd namirenou
proti hyperproliferativnim nebo nadorovym buiikam (napriklad
imunitni odpovéd namifenou proti nadorové specifickym
antigentim), nebo sniZuji imunitni odpovéd namifenou proti
tumor-supresorovému proteinu, tumor-supresorové nukleové
kyseling&, tumor-supresorovému vektoru (napriklad anti-
adenovirovou reakci) a/nebo kombinovanym chemoterapeutickym
Cinidldm. Naptiklad, zplUsob podle pFedkladaného vynalezu
obsahuje kombinované soulasné nebo sekvenéni podani u&inného
mnozstvi tumor-supresorového polypeptidu a/nebo nukleové
kyseliny a U¢inného mnoZstvi imunomoduldtoru. Mezi
imunomodulétory patfi, bez omezeni, cytokiny jako je IL-2, IL-
4, IL-10 (U.S. 5231012; Lalani (1997) Ann. Allergy Asthma
Immonol. 79: 469 - 483; Geissler (1996) Curr. Opin. Hematol. 3:
203—208)), IL-122 (viz napriklad Branson (1996) Human Gene
Ther. 1: 1995-2002) a interferon-y.

Imunomodulatory, které plsobi jako imunosupresiva, mohou byt
pouZity pro zmirnéni imunitni odpov&di namifené proti

terapeutickému ¢inidlu (tumor-supresorovému proteinu nebo
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nukleové kyseliné nebo adjuvantnimi protinddorovému ¢inidlu,
atd.). Imunosupresiva jsou v oboru dobfe znadma&. Mezi vyhodna
imunosupresiva patfi napriklad cyklophosphamid, dexamethason,
cyklosporin, FK506 (tacrolimus) (Lochmuller (1996) Gene Therapy
3: 706-716)), IL-10 a podobné. Také mohou byt pouZity
protildtky proti povrchovym buné&nym receptorlm. Pro tento udel
mohou byt pouZity napfiklad protiléatky, které blokuji wvazbu
ligandu na receptory B bunék, T bunék, NK bunék makrofagli a
nddorovych bunék. Pro pfiklady této strategie viz napriklad
Yang (1996) Gene Therapy 3: 412-420; Lei (1996) Human Gene
Therapy 7: 2273-2279; Yang.(l996) Science 275: 1862-1867.

VII. Terapeutické kity

V jiném provedeni vyndlez obsahuje terapeutické kity. Kity
obsahuji tumor-supresorovou nukleovou kyselinu nebo polypeptid
nebo farmaceuticky prostfedek obsahujici tumor-supresorovou
nukleovou kyselinu nebo polypeptid. Kity mohou také obsahovat:
adjuvantni protinddorové &inidlo nebo farmaceuticky prostfedek.
Razné prostredky mohou byt obsaZeny v oddélenych zasobnicich
pro separované podani nebo pro smiseni pred podanim.
Alternativné mohou byt rGzné prostredky obsaZeny v jednom
zdsobniku. Kity mohou také obsahovat rtizné prostredky, pufry,
testovaci &inidla a podobné, které jsou vhodné pro provedeni
zpusobl podle predkladaného vynédlezu. Kromé toho mohou kity
obsahovat instrukce pro pouZiti kitu v rlznych zplsobech podle
predkladaného vynalezu (napriklad pri lécbé nadorl, pfi

profylaxi'a/nebo 1é&bé metastas a podobné).

Kit mlZe volitelné obsahovat jeden nebo vice imunomodulatorf
(napriklad imunosupresiv). Zejména vyhodnymi imunomodulétory

jsou imunomoduldtory, které zde byly popséany.
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VIII. Bufiky obsahujici heterologni tumor-supresorové

nukleové kyseliny nebo polypeptidy a jinad ¢inidla

Dale obsahuje pfedkladany vyndlez transfektované nebo jinak
zpracované eukaryotické nebo prokaryotické hostitelské buriky
(napfiklad savéi bunky) obsahujici heterologni tumor-
supresorovou nukleovou kyselinu a/nebo tumor-supresorovy
polypeptid. Buiiky mohou dale obsahovat adjuvantni protinddorové
Cinidlo, napfiklad paclitaxel, nebo jiné ¢inidlo ovlivAujici

¢innost mikrotubult.

Mezi vhodné prokaryotické buiiky patfi napriklad bakteridlni
buriky jako jsou bufiky E. coli. Mezi vhodné #ivodisné bunky
patri napr¥iklad jakékoliv savdi buniky, lépe jakékoliv
-neoplastické nebo nadorové buriky, jako jsou buiiky, které jsou

zde popsané.

Transfektované hostitelské butiky podle predkladaného
vynalezu jsou pouZitelné jako prostfedky pro diagnostiku nebo
terapii. P¥i farmaceutickém pouZiti mohou byt kombinovany s
farmaceuticky pfijatelnymi nosidi jak jsou popsany vy3e pro
genovou terapii ex vivo. Buiiky mohou byt podany profylakticky
nebo terapeuticky v uinnych mnoZstvich, jak byla podrobné
popsana vySe. V diagnostice mohou byt buniky pouZity pro vyukové
nebo jiné referendni uely a jsou vhodnym modelem pro

identifikaci takto transfektovanych a/nebo oSetfenych buné&k.

IX. Preklinickd a klinicka U&innost genové terapie p53

adenovirem

V nékolika zemich v soulasnosti probiha& faze I/II klinickych
studii adenovirem zprostrfedkované P53 genové terapie.

Farmaceutické prostrfedky pouZité v té&chto klinickych studiich
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jsou napfiklad adenovirus expriwmujici prirozeny p53 podle
predkladaného vyndlezu (rAd/p53), ktery se skladda z replikace-
defektniho, adenovirové (typ 5) vektoru exprivujiciho lidsky
tumor-supresorovy gen pod kontrolou cytomegalovirového
promotoru ("rAdS5/p53"), jak je zde popsén (viz Wills (1994),

vysSe) .

Region&lni podéani

Karcinom ovaria omezeny na dutinu bridni je jednou klinickou
situaci, ve které je vyhodnou lé&bou regionadlni terapie p53

genem, t.j. intraperitonedlni aplikace.

Pfiklady provedeni vyndlezu

Nasledujici pfiklady ilustruji, ale neomezuji predkladany

vynéalez.
Pfiklad 1: Kombinovand terapie p53 a Taxolem®

Vynadlez obsahuje kombinované podani nukleové kyseliny
exprivujici tumor-supresorovy polypeptid a paclitaxelu pro
léc¢bu neoplastickych onemocnéni. Nasledujici priklad podrobné
popisuje schopnost adenoviru exprimujiciho p53 podle
pfedkladaného Qynélezu v kombinaci s Taxolem ® 1é&it nadory a
uvadi, Ze kombinovand terapie je GCiné&jsi v usmrceni nadorovych

bunék neZ terapie kaidym ¢inidlem samostatné.
Kombinovan& terapie in vitro
Buiiky byly podrobeny jednomu ze t¥i 1léCebnych reZimG: v

1é¢bé 1 byly buniky nejprve pfedoSetfeny Taxolem® 24 hodin pred
expozici p53 adenovirovému konstruktu A/C/N/53; v 1éCbé 2 byly
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bufiky predem o3etreny p53 adenovirovym konstruktem a pozdéiji
vyly vystaveny taxolu®; v 1&&b& 3 byly butiky vystaveny zaroven
plsobeni Taxolu® a p53 adenoviru. p53 Ad a Taxol® mohou tedy

byt podany ve stejné 24-hodinové periodé&.

PribliZné 1,5 x 10' bundk v kultivadnim mediu (buné&éné linie
nadortd hlavy a krku SCC-9, SCC-15, a SCC-29 v 1:1 sm&si DMEM +
Ham's F12 media s 0,4 pg/ml kortisolu a 10% FBS a 1%
neesencidlnich aminokyselin; prostatickd bun&cna linie Du-145 a
ovarialni buné&na linie SK-0OV-3 v Eaglové esencidlnim mediu s
10% FBS) se pfida do kaZdé jamky 96-jamkové mikrotitradni
plotny a provede se kultivace po dobu pribliZné& 4 hodin pfi 37
°C a 5% CO,. Do kazdé Jamky se prida lék (Taxol®), p53
adenovirus nebo vhodné vehikulu/pufr. ProtoZe paclitaxel neni
rozpustny ve vodé, rozpusti se 1lék pred aplikaci v alkoholu.
Buiky se potom kultivuji pfes noc pfi 37 °C a v 5% CO,. p53
adenovirus se aplikuje ve fosfatovém pufru (20 mM NaH,PQ,, pH

8,0, 130 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 2% sacharosa).

Smrt bunék se kvantifikuje za pouZiti techniky, kterou
popsal Mosmann (1983) J. Immunol. Meth. 65: 55-63. Stru&né&, 25
ul 5 mg/ml MTT vital barviva [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5~
difenyltetrazoliumbromid] se pridéd do kaZdé jamky a provede se
inkubace po dobu 3-4 hodin pfi 37 °C a v 5% CO,. Potom se do
kazdé jamky prida 100 pl 10% SDS detergentu a provede se
inkubace pfes noc pfi 37 °C a v 5% COz2. Signal v kaZdé jamce je
kvantifikovan za pouZiti CteCky mikroploten (Thermo-Max,
Molecular devices). PouZité bun&&né linie a ziskané vysledky

jsou uvedeny v tabulce 1.




Tabulka 1: In vitro hodnoceni adjuvantniho protinadorového

¢inidla

kyselinou

(Taxol®) v kombinaci s tumor-supresorovou nukleovou

Lécba

Bunécnad linie | Davka Davka Pred- Pred- Soucasné
nador Taxolu® |A/C/N/53 | 1é&eni léceni podani

(pg/ml) | (m.o.i.) |Taxolem® |[p53
SK~-0V-~3 0,37 40 aditivni bez aditivni
Karcinom efekt efektu efekt
ovaria p<0,0001 |p>0,2000 p<0,0001
SCC-25 0,10 2,5 nebo |aditivni velmi aditivni
Karcinom nebo 5,0 efekt maly efekt
hlavy a krku {0,01 p<0, 0001 efekt p<0,0001

p=0,0606

SCC-15 0,10 2,5 nebo | aditivni aditivni aditivni
Karcinom nebo 5,0 efekt efekt efekt
hlavy a krku |0,01 p<0,002 p<0,0001 |p<0,0001
Du-145 0,36 2,5 nebo |aditivni aditivni aditivni
Karcinom nebo ’ efekt efekt efekt
prostaty 0,036 p<0,03 p<0,0001 p<0, 0001

nebo

0,0036
SCC-9 0,12 2,5 nebo |aditivni aditivni aditivni
Karcinom nebo ' efekt efekt efekt
hlavy a krku |0,012 p<0,01 p<0,0001 |[p=<0,0001

nebo

0,0012
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Obecné je pS53 adenovirus U&inndjii, kdyZ je podan po nebo
souCasné s Taxolem®, ne? kdy? je pred Taxolem®. Tyto vysledky

ukazuji na synergismus mezi A/C/N/53 a Taxolem®.

Isobologramové analyza urdujici synergisticky udinek

SK-0V-3 (p53-nulova varianta) ovarialnich nadorovych bundk
je oSetfena kombinacemi Taxolu® a p53/adenovirem (A/C/N/53),
jak je uvedeno v tabulce 2. Davkovani bylo stejné, jak je
uvedeno vySe. Smrt bundk byla kvantifikovana v den 3 za pouziti
MTT testu, jak je popsan vyse. Krom& toho byly vytvofeny kr¥ivka
davka-odpovéd pro p53 Ad samotny (za pouZiti davek uvedenych v
- tabulce 2) (po 2 dnech expozice bun&k 1éku) a kfivka davka-

odpovéd pro Taxol® samotny za pouZiti davek uvedenych vyse

(po 3 dnech expozice bundk léku).

Tabulka 2: LéCebné skupiny pro kombinovani ofetfeni Taxolem® a

p53 Ad (A/C/N/53)
Skupina |[Taxol® p53 Ad Skupina [Taxol® p53 Ad
(Lg/ml) (m.o.i.) (ng/ml) (m.o.i.)

1 0,001 0,5 25 0,001 10

2 0,01 0,5 26 0,01 10

3 0,1 0,5 27 0,1 10

4 0,5 0,5 28 0,5 10

5 1 0,5 29 1 10

6 5 0,5 30 5 10

7 10 0,5 31 10 10

8 20 0,5 32 20 10

9 0,001 1 33 0,001 25

10 0,01 1 34 0,01 25

11 0,1 1 35 0,1 25

12 0,5 1 36 0,5 25
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13 1 1 37 1 25
14 5 1 38 5 25
15 10 1 39 10 25
16 20 1 40 20 25
17 0,001 5 41 0,001 50
18 0,01 5 42 0,01 50
19 0,1 5 43 0,1 50
20 0,5 5 44 0,5 50
21 1 5 45 1 50
22 5 5 46 5 50
23 10 5 47 10 50
24 20 5 48 20 50

Obr. 1 ilustruje inhibici proliferace bunék (ve srovnani s
kontrolnimi bufikami oSetfenymi pufrem) v zavislosti na typu
o3etrfeni. Obecné, stoupajici davky bud Taxolu®,nebo p53
sniZuji rychlost proliferace bunék, kdy kombinace pb53 a

Taxolu® mad vys$si UCinost neZ kaZdé 1éCivo samostatné.

Obr. 2 ilustruje isobologramovou analyzu té&chto dat za
pouZziti Isobole metody, kteté je popséana v Berenbaum (1989)
Pharmacol. Rev. 93-141. Synergismus mezi Taxolem® a p53
(A/C/N/53) byl pozorovan tehdy, kdyZ byly buiiky pfedem o3etrfeny
Taxolem® 24 hodin pfed expozici p53 (A/C/N/53). Na obr. 2
predstavuje primka (isobola pro ED;3) v1iv na proliferaci
bunék, ktery by byl olekdvan, pokud by ucinek dvou 1éka byl
pouze aditivni. Ve skuteénosti jsou pozorovaﬁé ucéinky vice
vlevo od predpokladané primky, coZ ukazuje, Ze byly nutné nizsi
neZ predpokladané koncentrace pro kaZdé lécivo a Ze doslo k

synergismu mezi témito dvéma lécivy.

Prfiklad 2: Genova terapie zprostfedkovanad p53-adenovirem pri

1&&b& metastas
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Vyndlez obsahuje zplisob pro podani nukleové kyseliny
exprivujici tumor-supresorovy polypeptid pri 1éc¢bé metastas.
Nasledujici pfiklad podrobné& popisuje schopnost p53
exprivujiciho adenoviru podle pfedkladaného vynalezu infikovat

riizné tkdné v téle a 1é&it metastasy.

Samicim SCID my3i (my8i homozygotnich pro SCID mutaci,
kterych chybi jak B, tak T bufiky z davodd V(D)J rekombinace)
byly podany do tukové vrstvy v oblasti prsni Zlazy buiiky
karcinomu prsu MDA-MB-231 v davce 5 x 10°. Po uchyceni
primdrnich nddorl a po jejich metastasovani do plic byly
primarni nadory chirurgicky odstranény (v den 11). My3i byly
léCeny intravenosnim podanim A/C/N/53 nebo kontrolniho pufru v
den 23, 30, 37, 44 (lgW), kdy A/C/N/53 (p53 v adenoviru) byl
podédn v davce 4 x 10° C.I.U./injekci. V den 49 byly plice

odebrany, fixovany, barveny a mikroskopicky vYéetfovény.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Inhibice plicnich metastas MDA-MB-231 za pouziti
A/C/N/53.

Lécba PoCet metastas < 6 metastas |> 84 metastas
Pufr 11 (65%) 1 (6%) 5 (29%)

n =17

A/C/N/53 |5 (50%) 4 (40%) 1 (10%)

n =10

LéCba A/C/N/53 sniZuje polet metastas u my3i s prokézanymi

metastasami.

Ve druhém pokusu byly do 231 tumord v tukové tké&ni prsnich

Zlaz SCID nebo SCID-beige my3i podany peritumoralni injekce
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A/C/N/53. Celkova davka 2-4 x 10° C.I.U. podana v 10 injekcich
sniZila pocCet my3i s plicnimi metastasami o 80% u SCID mnysi a o
60% u SCID-beige my3i. Také podet metastas na my$ se vyrazné
sniZil u my3i s jakymikoliv plicnimi nadory. Jak je uvedeno
vySe, intravenosni podani A/C/N/53 je také udinné pri 1lécbé
plicnich metastas u SCID my$i. Tato data ukazuji, Ze
protinddorové genovad terapie A/C/N/53 miZe ovliviiovat kroms
ristu primarniho nadoru také zavaZnost metastatického

onemocnéni,

V jiném pokusu bylo samicim SCID my3i podano 5 x 10° MDA-MB-
231 bunék na&doru prsu/my3 do tukové tkané prsni Zlazy v den 0.
Primarni (prsni) nadory byly chirurgicky odstranény v den 18.
MyS8i byly léleny intravenosni injekci pufru, B-gal AD, nebo p53
Ad (A/C/N/53) ve dny 21, 24, 32, 39 a 36. Davka viru na injekci
byla 4 x 10° C.I.U (A/C/N/53) (PN/C.I.U = 23,3) a 9,3 x 10°
Castic B-gal Ad (PN/C.I.U. = 55,6; 1,7 x 10® C.I.U.).

Plice a jatra byly odebrany v den 51 a byly fixovany ve
formalinu. Tkéaflové fezy byly vyZetf¥ovany na pritomnost plicnich
nadort a na podkozeni jater. Hlavni organy od 2 my3i o3etfenych
pufrem a od 2 my3i oSetfenych B-gal Ad byly zmrazeny pro
prokrdjeni za zmrazeného stavu a analyzu B-galaktosidasové

enzymatické aktivity.

Tabulka 4: Inhibice plicnich metastas MDA-MB-231 za pouZiti
A/C/N/53

Plicni metastasy na Pufr * B-gal Ad * |p53 Ad
mys

< 20 11% (1) 8% (1) 21% (3)
> 20 a £ 100 11% (1) 33% (4) 79% (11)
> 100 a < 200 33% (3) 33% (4) 0% (0)
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> 200 a < 300 33% (3) 17% (2) 0% (0)

> 300 11% (1) 8% (1) 0% (0)
Celkovy hodnoceny 9 12 14

pocet

Opétovny rlst 82% (9/11) [88% (14/1¢6) 100% (14/14)
primarniho néadoru

* Polet metastas je podhodnocen. V plicich rostly viceletné

nadory.

Polet metastas na plici ve skupiné lécené pufrem a PB-gal Ad

nebyl signifikantn& odlisny (p = 0,268, viz tabulka 4).

Lé&ba p53 Ad vyznamné redukﬁje polet metastas na plici ve
srovnédni s lécbou pufrem I f-Ad (p < 0,001 a p < 0,002, v
prislusném pofadi). Kromé redukce poltu metastas byla také
pozorovana vyrazna redukce velikosti plicnich metastas ve
skupiné 1lé&ené p53 Ad. V kontrolnich skupindch byly tkétiové
fezy z vé&tSiny plic z vice neZ 50% tvofeny nadorovou tkéani a
jednotlivé metastasy jiZ nebylo moZno v plicich rozeznat.
Oproti tomu, plicni metastasy u vét&iny pfipadd ze skupiny
léCené pb53 Ad byly malé a snadno rozliditelné jako jednotlivé

nadory.
Tkanovad distribuce adenoviru

V jaterni tkani byl detekovan velky podet infikovanych bunék
(pfibliZné 50%) a aktivita P-galaktosidasy byla silna. Vv
plicich byly rozptylené plochy infikovanych bunék rovnomérné.
distribuovany ve tkani. Ve stfevu a v Zaludku byla pozorovana
periodickd infekce bunék v zevni sténé hladkého svalu okolo
organli. Byla také detekovéna aktivita PB-galaktosidasy v
Zevni vrstva hladkého svalu

rozptylenych mikroklcich v lumen.

délohy vykazovala podobny periodicky charakter infekce jako byl
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pozorovan ve strfevu. Vét3ina bunék stromatu vaje&niktl byla
infikovana. Ve sleziné& byla detekovana rozptylend aktivita B-
galaktosidasy ve sloZce hladkého svalu organu. Velmi mélo
infikovanych bunék (< 1%) bylo detekovdno v pf¥i&né& pruhovaném
srde¢nim svalu. Témér nebyly detekovény infikované buiiky v
tukové vrstvé prsnich Zlaz, ani v priéné pruhovaném svalu pod
prsni Zlazou. Zadné infikované buiiky nebyly detekovany v

ledviné&ch.
Jaterni patologie

V8echny jétra byly pfi pitvé vizudlné& normidlniho vzhledu. NV
Zadnych jatrech nebyla detekdvéna pritomnost nadmérnych nekros.
Nicmén&, u my3i lé&enych adenovirem byly detekovany abnormality
hepatocytld (které nebyly pfitomné u skupiny lé&ené pufrem),
které zahrnovaly vy3$i poCet bunék v mitose, buné&&né inkluse a

zmény velikosti a tvaru hepatocytt.

Priklad 3: Genova terapie p53 adenovirem pri 1é&&bé&

xenotransplantatd lidského karcinomu prsu

Vynédlez obsahuje zplsoby pro lé¢bu rliznych nadorti, které
obsahujic poddni nukleové kyseliny exprivujici tumor-
supresorovy polypeptid. Nésledujici pfiklad popisuje schopnost
adenoviru exprivujiciho p53 podle prfedkladaného vynalezu 1lé&it

lidsky karcinom prsu.

VloZeni prirozeného p53 do nadord bez p53 nebo s mutantnim
p53 je novou strategii pro kontrolu naddorového rilistu. Casey
(1991) Oncogene 6: 1791-1797, vloZil pfirozeny p53 do bunék
karcinomu prsu in vitro pomoci plasmidového DNA vektoru. Poclet
rostoucich kolonii MDA-MB-468 (p53™%) a T47D (p53™%) se po

plasmidové transfekci sniZil o 50%. Zadn& z vyslednych kolonii
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také neexprimovala prirozeny p53. Oproti tomu, po&et kolonii
MCF-7 (prirozeny p53) nebyl ovlivn&n. Negrini (1994) Cancer
Res. 54: 1818-1824, provedl podobnou studii za pouZiti MDA-MB-
231 bunék. Tvorba kolonii se po transfekci plasmidem
obsahujicim pfirozeny p53 sniZila o 50% a Zadn& z vyslednych
kolonii neexprimovala pIirozeny p53. Paradoxné& byly v této

studii podobné vysledky pozorovany pro MCF-7 builky.

Ve studii popsané v tomto pfikladu byla G¢innost replikace
defektniho, rekombinantniho p53 adenoviru s deletovanym E1l1
regionem (p53 Ad; (A/C/N/53) Wills (1994), vy3e) testovana na
nddorovych liniich lidského karcinomu prsu exprimujicich
mutantni p53 MDA-MB-231, MDA-MB-468 a MDA-MB-435. Bufiky MDA-MB-
231 obsahuji mutaci Arg na Lys v kodonu 280 genu pro p53
(Bartek- (1990) Oncogene 5: 893—899). MDA-MB-468 obsahuji mutaci
Arg na His v kodonu 273 (Id.). MDA;MB-435 buntiky obsahuji mutaci
Gly na Glu v kodonu 266 genu pro p53 (Lesoon-Wood (1995) Hum.
Gene Ther. 6: 395-405).

Drivéjsi studie prokdzaly vysoké hladiny exprese pfirozeného
p53 v nadorovych bunkdch odvozenych z naddord prsu, ovaria,
plic, kolorekta, jater, mozku a modového mé&chyre po infekci p53
Ad in vitro (Wills (1994), vySe; Harris et al., (1996) Cancer
Gene Therapy 3: 121-130). Adenovirem zprostfedkovanad exprese
p53 nakonec vede ke zmé&ndm v morfologii bunék a k indukci
apoptosy u nadorovych bunék bez p53 nebo bunék s mutantnim p53.
Infekce banék karcinomu prsu 468 p53 Ad v davce 10 m.o.i.
(opakovand infekce) zplsobuje témé&f¥ 100% inhibici syntézy DNA
za 72 hodin po infekci. Kromé& toho, infekce p53 Ad in vitro
také inhibuje proliferaci MDA-MB-468 a MDA-MB-231 bunék s -
hodnotami EDsg 3 = 2, resp. 12 £ 10 m.o.i. Proliferace tFi
dalsi nadorovych linii karcinomu prsu s mutaci p53 byla také

inhibovéana pfri nizkych koncentracich p53 Ad.
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Hodnoty EDsp byly 16 £ 4 m.o.i. pro SK-BR-3 bufiky, 3 +* 3 m.o.1i.

pro T-47D bunky a 2 £ 2 m.o.i. pro BT-549 bufiky. Infekce MDA-
MB-468 a MDA-MB-231 bunék davkou 30 m.o.i. ekvivalentniho,
rekombinantniho adenoviru exprimujiciho P-galaktosidasu E. coli
(B-gal), misto p53, vedla ke vzniku > 67% P-gal pozitivnich
MDA-MB-468 bun&k a 33-66% P-gal pozitivnich MDA-MB-231 bunék.
Pri korelaci procenta B-gal pozitivnich buné&k s
antiproliferativnim G&inkem p53 na velkém panelu nadorovych
bunék Harris et al. (vySe) prokdzali silnou pozitivni korelaci
mezi stupném inhibice indukované p53 a stupné&m pfenosu
adenoviru. Naopak, buné&cné linie exprimujici normdlni hladiny
prirozeného p53 byly minimdlné ovlivnény pfenosem p53, bez

zadvislosti na rychlosti p¥enosu adenoviru.

Proliferace MCF7 a HBL-100 bunék, dvou buné&énych linii
lidského karcinomu prsu, které obsahuji pfirozeny p53, byla in
vitro relativn& neovlivné&na p53 Ad v koncentracich vy$8ich nebo
rovnych 99 m.o.i. Jinymi slovy, inhibice rGstu MCF-7 a HBL-100
bunék vyZaduje koncentrace p53 Ad alespoil 8-, resp. 33-krat
vy85i, neZ jsou hodnpty EDsq pro MDA-MB-231, resp. MDA-MB-468
bunky. P¥i pouZiti podobného rekombinantniho p53 Ad prokézal
Katayose, (1995) Clin. Cancer Res. 1: 889-897, vy33i expresi
p53 proteinu, niZ3i proliferaci bunék a vy3si stupen apoptosy u
MDA-MB-231 bunék transformovanych in vitro. Tato studie
rozsiruje in vitro vysledky pro MDA-MB-468 a MDA-MB-231 bufiky
na xenotransplantdty karcinomu prsu in vivo. U&innost genové
terapie p53 adenovirem je hodnocena na jiné bunécéné linii
karcinomu prsu (MDA-MB-435), kterd je resistentni na

transformaci adenovirem in vitro.
Materidl a metody

Bunééné linie a adenovirovd infekce in wvitro
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Bunécné linie lidského karcinomu prsu MDA-MB-231, -468 a -
435 byly ziskény od ATCC (Rockville, Maryland, USA). MDA-MB-231
byly kultivovany v DMEM (Life Technologies, Grand Island, NY) s
10% fetalnim telecim sérem (FCS; Hyclone, Logan, utah) p#i 37
°C a v 5% CO;. MDA-MB-468 bufiky byly kultivovany v Leibovitzové
L-15 mediu (Life Technologies) obsahujicim 10% FCS p¥i 37 °C.
MDA-MB-435 bunky byly kultivovany v Leibovitzové IL-15 mediu
obsahujicim 15% FCS a 10 pg/ml hové&ziho inzulinu (Sigma Chem.
CO., St. Louis, Missouri) p#¥i 37 oc,

Konstrukce a propagace rekombinantnich adenovira (rAd)
exprimujicich lidskynpfirozeny p53 a P-galaktosidasu E. coli,
ve kterych je exprese transgenu fizena lidskym
cytomegalovirovym promotorem, byla popsdna dfive (Wills (1994),
vySe). Adenoviry byly poddny ve fosfatovém pufru (20 mM
NaH,PO4, pH 8,0, 130 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 2% sacharosa). C.I.U.
oznaCuje buné&&né infekéni jednotky. Koncentrace infékénich
virovych ééstic byla stanovena méfenim 293 bun&k pozitivnich na

virovy hexonovy protein 48 po infekci (Huyghe (1995) vyse).

Pro in vitro studie infekce p53 Ad byly bufiky umisté&ny v
hustoté 1 aZ 5 x 10! bun&k/jamku ve 12-jamkovych tk&hovych
kultivacnich plotnach (Becton Dickinson, Lincoln Park, New
Jersey, USA). Bunky byly transformovény 0, 10 nebo 50 m.o.i.
(mnoZstvi infekce = C.I.U./buniku) p53 Ad a byly kultivovany po
dobu 72 hodin, jak bylo popséno dfive (Wills (1994, vy3e). Pro
in vitro studie infekce fgal Ad byly buiky umist&ny v hustoté 1
x 10° bun&k/jamku. Buiky byly transformovany 0, 10, 50 nebo 100
m.o.i. B-gal Ad. Po 48 hodinach byly butiky fixovany 0,2%
glutaraldehydem (Sigma Chemical Co.) a potom byly 3-krat
promyty PBS (Life Technologies). Bufiky byly potom testovany v 1
ml X-Gal roztoku (1,3 mM MgCl,, 15 mM NaCl, 44 mM Hepes pufru,
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PH 7,4, 3 mM ferrikyanidu draselného a 1 mg/ml X-Gal v N, N-
dimethylformamidu (10% konecnéa koncentrace)). X-Gal byla
zisk&dna od Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, Indiana.

V8echny ostatni chemikalie byly ziskany od Sigma.

Pro urceni procenta transformovanych bunék bylo z kadé
kultivac¢ni jamky prohliZeno 5 mikroskopickych poli a pro 3
jamky p¥i kaZdé m.o.i. bylo vypolitdno prtmé&rné procento bunék

exprimujicich PB-gal.
LécCba adenovirem in vivo

Athymické samice holych my3i byly ziskany od Charles River
Laboratories (Wilmington, Massachusetts, USA) . V3echny mysi
byly chovény ve VAF-barrier boxech a v$echny pokusy na
zvifatech byly provedeny podle pravidel uveden?ch v N.I.H.
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Nadorové
bunky byly injek&né& podany bud podkoznég, nebo do tukové vrstvy

prsnich Zlaz.

Inokulaéni davky buné&k byly: 5 x 10° bunék MDA-MB-231/my$; 1
x 10" bun&k MDA-MB-468/my3 a 1 x 107 MDA-MB-435 bun&k/my5.
Nadory se nechaly rist in vivo po dobu 10 a% 11 dni pred
podanim prvni davky, s vyjimkou pokusu s bufikami MDA~-MB-468, ve
kterych rostly‘nédory po dobu 33 dni pred zah&djenim 1lé&by.
Objem nadord byl stanoven méfenim ve t¥ech rozm&rech. Objemy
nadorll pro kaZdou skupinu kaZdy den byly srovnavany za pouZiti
Student testu pomoci Statview II softwaru (Abacus Concepts,
Berkeley, California). Primérna procenta inhibice pro skupiny s
podanou davkou ve dny 0 aZ 4 a 7 aZ 11 byla vypo&itdna za
pouziti hodnot statistické vyznamnosti (p < 0,05) pro dny od

14. aZ? do konce studie.
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Specifické ucinky p53 byly odliZeny od G&inkh adenovirového
vektoru odeCtenim primé&rné inhibice rdstu zptsobené B-gal Ad od
inhibice rlstu zplsobené p53 Ad. VSechny injekce viru byly
peri/intranddorové. Obecné& byly kaZdé my3i podany dvé 5 denni
serie protinddorové terapie (t.j. 5 injekci), které byly
oddéleny 2 denni "odpoc&inkovou periodou". V nékterych pfipadech
bylo podavani davky prodlouZeno na vice nei 2 tydny a/nebo byl
misto nékterych injekci viru podan pufr. Krivky rlGstu nadoru

uvadéji primérny objem nadoru + SEM.
Histologické a Apoptag imunohistochemické vySetfeni

Vzorky tkané byly fixovany v 10% pufrovaném formalinu, byly
zpracovany pres noc v Miles VIP Tissue Processor a potom byly
ponofeny do parafinu. Tk&flové Fezy o sile 5 mikronti byly
vyrobeny za pouZiti Leitzova mikrotomu. Rezy byly barveny
bé&Znym Harrisovym hematoxylinem a eosinem (Luna et al. (1968),
Manual of Histologic Staining Methods of the Armed Forces

Institute of Pathology, New York, McGraw Hill Book Co.).

Apoptag in situ kity pro detekci apoptosy byly ziskany od
Oncor (Gaitherburg, Maryland, USA). Vzorky byly analyzovéany
podle navodu pro pouZiti kitu. Stru&né&, deparafinované,
rehydratované tkanové fezy byly zpracovany s Oncor Protein
Digesting Enzyme, byly inkubovany s TdT a byly vyvijeny za
pouziti avidirperoxidasového kitu (krali¢i IgG - Sigma Chem.
Co. <. Extra-3) a DAB (Vector Lab. &. SK4100). Rezy byly

kontrastné barveny methylovou zeleni.

B~galaktosidasovy test

Nadory byly ponofeny v TBS (Triangle Biomedical Sciences,

Durham, Nort Carolina, USA) a byly rychle zmrazeny v lazni 2-
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methylbutan/suchy led. Zmrazené tkanové fezy (tloudtky 8 pm)
byly fixovény v 0,5% glutaraldehydu p¥i 4 °C po dobu 5 minut a

potom byly testovény na expresi PB-gal zplsobem popsanym vySe.
FACS analyza integrinu

Bufiky byly suspendovéany pomoci 0,02% EDTA, byly peletovany a
potom byly promyty 2x PBS. Potom byly bufiky resuspendovany v
koncentraci 1 x 10° bund&k/ml a byly inkubovadny s primdrnimi
protilatkami (kone&na koncentrace 1:250/ml) pfi 4 °C po dobu 1
hodiny. Buné&&né suspenze byly promyty 2x PBS pro odstranéni
nadbytku primérni protilatky. Potom byly buﬁky inkubovany s
FITC-konjugovanou krali&¢i anti-my3i pomocnou protilatkou
(koneCna koncentrace 1:250/ml, Zymed) pf¥i 4 °C po dobu 1
hodiny. Buiiky byly opé&t promyty PBS a ihned byly analyzovany.
Fluorescence byla mérena za pouZiti FACS Vantage priatokového
cytometru (Becton Dickinson, Mountain View, California, USA).
Vedlejsi rozptyl a rozptyl vpfed byly stanoveny simultané& a
vSechna data byla zpracovivana za pouZiti po&ita&e Hewlett
Packard vybaveného FACS research softwarem (Becton Dickinson) .
Primadrni protilatky pouZité pro detekci receptori pro integriny
byly ziskény od nasledujicich dodavatel®i: anti-a, (12084-018,
Gibco BRL; anti-f; (550036, Becton Dickenson); anti-a,p;
(MAP1976, Chemicon); anti-f; (550034, Becton Dickenson); a

anti-a,fs (MAB 1961, Chemicon).
Vysledky

Transformacni uc¢innost adenoviru a inhibice rtistu zplisobena

p53 in vitro

MDA-MB-231 a MDA-MB-468 butiky byly vysoce u&inné

transformovany in vitro p¥i m.o.i. 10. Naopak, MDA-MB-435 buiiky
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byly transformovédny ojedinéle, a to i p¥i 100 m.o.i. Pro MDA~
MB~231 buniky bylo 8% (10 m.o.i.), 46% (50 m.o.i.) a 62% (100
m.o.i.) bunék transformovéno B-gal Ad. Pro MDA-MB-468 buiiky
bylo B-gal Ad transformovéno 78% (10 m.o.i.), 84% (50 m.o.i.) a
97% (100 m.o.i.) buné&k. Pro MDA-MB-435 buiky bylo P-gal Ad
transformovéano 0,5% (10 m.o.i.), 1% (50 m.o.i.) a 1,3% (100

m.o.i.) bunék.

Infekce 50 m.o.i. p53 Ad vedla témé&f ke kompletni smrti
bunék v kulturdch MDA-MB-468 a MDA-MB-231 bun&k. Naopak, p53 Ad
nemél Zadny detekovatelny vliv na MDA-MB-435 bufiky.

U&innost p53 Ad proti xenotransplantdttim lidského karcinomu

prsu

p53 genova terapie zprostfedkovand adenovirem byla vysoce
uc¢inna proti xenotransplantattm MDA-MB-468 a MDA-MB-231 bunék
(obr. 3a a 3b. V pokusu s MDA-MB-231 byla 1 my3 ve skupiné B—‘
gal Ad a 3 mySi ve skupin& p53 Ad bez nddoru na konci pokusu a
vSechny nadory regredovaly b&hem 1é&by p53 Ad. Inhibice rastu
-231 nadorl byla primé&rné 86% (p < 0,01). SloZka inhibice ristu
zpusobené p53 byla primérné& 37%, zatimco inhibice specificka
pro adenovirus byla primérné 49% (p < 0,01). Inhibice rtstu
-468 néadort bylé pramérné 74% (p < 0,001). Jedna my3 ve skupiné
p53 Ad byla bez nadoru na konci pokusu a v3echny nadory
regredovaly bé&hem 1é¢by p53 Ad. Inhibice rustu -468 nadort
zplsobend pS53 byla primé&rné 45% (p<0,001), zatimco inhibice
specifickd pro adenovirus byla primé&rné& 28% (p < 0,05). V
Zadném pokusu nebyly pozorovany vedlejsi G&inky. Hodnoty EDsg
pro inhibici rustu -231 a -468 nadora byly 3 x 10%® C.I.U.
(buné&énych infek&nich jednotek), resp. 2 x 10%® C.I.U. (obr. 4).

-435 nadory byly témé&f uUplné resistentni na 1lé&bu p53
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Ad (obr. 3c). Inhibice rtstu ve skupiné& -435 néadort léCenych

adenovirem nebyla statisticky vyznamné.

Obr. 5 ukazuje srovnadni uU¢innosti dvou reZim podani p53 Ad
pri lécbé -231 nadord. VSem my3im bylo podéno 5 perinddorovych
injekci za tyden. V8echny my3i lé&ené terapeutickym &inidlem
(P53 Ad) dostaly celkem 2,2 x 10° C.I.U./my3/tyden. Jedné
skupin& byla podéna jedind bolusovad injekce celé tydeni déavky
adenoviru. Dalsi 4 injekce pro dany tyden obsahovaly vehikulum
(skupina IX). V dal8ich léCenych skupinach byla podéna stejna
davka Ad rozdé&lend do 5 injekci za tyden (skupina 5X). Tento
davkovaci reZim byl podan bé&hem tydnd 1 a 3 (dny 0-4, 14-18).
Inhibice ristu byla primé&rné 73% pro skupinu 5X (p < 0,01), ale
pouze 44% pro skupinu 1X (p < 0,05 pro prvni t¥i tydny pokusu,
nesignifikantni po dnu 21). Prvni cyklus genové terapie p53 byl
ucinéjsi neZ druhy cyklus. Po prvnim cyklu byly 4 my3i ve
skupiné 1X, 5 my3i ve skupiné 5X a 1 my3 v kontrolni skupind
(vehikulum) bez nédoru. U jedné my3i ve skupiné& 5X do3lo k
relapsu velmi malého nadoru v den 21. Po druhém cyklu terapie

nebylo pozorovadno Zadné daldi "vylé&eni”.

Obr. 6 ukazuje pokusy na 468 nadorech, které byly na podatku
4-krat vét3i ne? 468 nadory uveden& na obr. 3b a které byly
léCeny 10-krat niZsi davkou adenoviru. Byla podana celkova
davka 2,2 x 10° C.I.U./my§/tyden. Jedné skupiné& byla podéna
jedinad bolusové injekce viru a daldi 4 injekce pro dany tyden
obsahovaly pufr (skupina IX). Dalsi lé&ené skupin& byla podéana
stejna davka Ad rozdé&lend do 5 injekci za tyden (skupina 5X).
Tyto davkovaci reZimy byly podavany po dobu 6 tydnti. Celkova
podanad davka viru byla pfibliZné& polovi&ni ve srovnani s davkou
pouzZitou na obr. 3. Toto schema davkovani m&lo cytostaticky
uCinek na objem nadoru u my3i lé&enych p53 Ad (p < 0,05). Davky

podané v pokusu drive se jevily jako u&iné&j3i neZ davky podané
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pozdéji. Jedna my3 ve skupiné 5X byla bez naddoru v den 21.
Nicméné, pokud byla srovnavédna inhibice rtstu nadoru u viech
myS8i, tak bylo schema IX (60%) o né&co u¢inéj3i, ale ne
statisticky vyznamné U¢inéjs$i, neZ schema 5X (55%). Za jeden
tyden po skonceni davkovani se rychlost rastu nadorlt ve skupingé
5X zacala zvy3ovat. Jeden mésic po zahdjeni studie zacaly
nadory ve skupin& léZené vehikulem nekrotizovat a doséhly faze

platé.
In vivo infek&nost po opakované expozici adenoviru

Na konci studii uvedenych na obr. 5 a 6 byla do né&kterych
naddorll podéna injekce B-gal Ad. Tyto nadory byly odebréany o 24
hodin pozdé&ji a zmrazené tkanové rezy byly vySetfovany na
expresi PB-galaktosidasy. Nadory lé&ené p53 Ad po dobu 2 nebo 6
tydnl je$té stale exprivovaly B-gal Ad, alkoliv transformace
byla nejniZ3i u -468 nadorl lécenych po dobu 6 tydnt p53 Ad 5x
tydné. V rezech pouze z 1 ze 3 -468 nadorli ve skupiné 5X byly

identifikovéany bunitky exprivujici PB-galaktosidasu.
Indukce apoptosy p53 Ad in vivo

Do xenotransplantatd MDA-MB-231 a MDA-MB-468 karcinomu prsu
na holych my3ich bylo podéno injeké&né& 1-5 x 10° C.I.U. p53 Ad
nebo pufru 48 aZ 72 hodin pred odbérem. Indukce apoptosy
zplsobend p53 Ad byla stanovena za pouZiti Apoptag
imunohistochemické metody na tkéniovych fezech. U nadortd, do
kterych byl aplikovan p53 Ad, byly prokdzany rozsédhlé plochy
apoptotickych bunék podél drdhy jehly u intranddorové aplikace
a v zevni hranici nddorl u perinaddorové aplikace. Naopak, u
naddorl s aplikaci pufru byly identifikovany pouze rozptylené

apoptotické buiiky, jak bylo olekéavano.
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Srovnani exprese integrinu u MDA-MB-231 a MDA-~MB-435 bunék

FACS analyza exprese integrinu byla provedena na MDA-MB-231
a MDA-MB-435 buiikdch pro ur&eni toho, zda nizky stupen
transformace MDA-MB-435 bunék byl zptsoben deficitem a,
integrind nutnych pro internalizaci Ad typld 2, 3 a 4 (Wickham
et al. (1993) Cell 73: 309-319; Wickham et al. (1994) J. Cell
Biol. 127: 257-264; a Mathias et al. (1994) J. Virol. 68: 6811~
6814) . Oba typy bunék exprivovaly a,, o.ps, o.Bs a B: integriny
pEibliZné na stejné urovni. Exprese integrinu o,f; a B; byla

vy$8i na MDA-MB-435 buiikdch ne? na MDA-MB-231 bufikich.

Diskuse: Pri aplikaci 2,2 x 10° C.I.U. p53 Ad v 10
“injekcich je inhibice rustu nadoru 74% pro MDA-MB-468 néadory a
86% pro MDA-MB-231 nadory, ale ZAadna vyznamnd inhibice neni
prozorovéna pro MDA-MB-435 nadory. U MDA-MB-468 nadorti je 61%
celkové odpovédi specifickych pro p53, zatimco u MDA-MB-231
nadorll nadort je 43% celkové odpovédi specifickych pro p53.
Schopnost B~gal Ad transformovat MDA-MB-231, MDA-MB-468 a MDA-
MB-435 buniky in vitro je oby&ejné prediktivni pro vysledky in
vivo. Pfi stejné koncentraci viru maji MDA-MB-468 bunky o néco
vy35i1 rychlost transformace neZ MDA-MB-231 buiiky, zatimco MDA-
MB-435 bunky jsou resistentni na transformaci adenovirem.
Vysledky pro MDA-MB-435 buitky ziskané in vitro koreluji velmi

Spatné odpov&di in vivo.

Bylo prokézédno, Ze systémova 1lé&ba holych my3i s MDA-MB-435
nadory vektorem p53-liposom zplsobuje inhibici rustu nadoru a
v nékterych pripadech regresi nadoru (Lesoon-Wood et al. (Hum.
Gene. Ther. 6: 395-405). Lé&ba p53-liposomy také redukuje podet
plicnich metastas. Tyto vysledky naznacuji, Ze chybé&ni odpové&di
MDA-MB-435 nadorl na terapii p53 Ad nebylo zplsobeno

neschopnosti inhibovat rlst a metastasovani MDA-MB-435 nadord.




100 [ X XX ] (X ) .

Pravdépodobné&ji bylo toto chybé&ni odpovédi na 1é&bu p53 Ad
zpusobeno nizkou Uéinnosti adenovirové transformace MDA-MB-435

bunék.

o, integriny se povaiuji za bunélné elementy nutné pro
U¢innou internalizaci adenovird typu 2, 3 a 4 (Wickham (1993)
vySe; Wickham (1994), vySe; a Mathias (1994), vy® . Je
pravdépodobné, Ze o, integriny maji stejnou ulohu pro Ad typu
5. Wickham et al. (1994), vySe, pozoroval 5-10-nasobn& vyZ3i
internalizaci rekombinantniho adenoviru typu 5 v bufikdch
transformovanych a.fs ve srovnadni s bufikami bez exprese o, nebo
s bufikami transformovanymi o.B;. Zde pouZité -293 buiiky lidské
embryondlni ledviny pouZité pro produkci p53 Ad exprivuji o,pB:
integriny, ale nikoliv «,8; integriny (Bodary (1990) J. Biol.
chem. 265: 5938-5941). Proto se zd& rozumné mérit expresi .,
B1, Bs a as integrinovych podjednotek na -435 butikdch. MDA-MB-
231 a MDA-MB-435 bufiky exprivuji pribliZné& stejnéa mnoZstvi
molekul integrinové rodiny. Proto neni chybé&ni Ad transformace
MDA-MB-435 bunék zpusobeno deficitem v expresi as integrinu. V
souc¢asnosti neni v literatufe znaméd totoZnost buné&&nych
receptorll nutnych pro vazbu Ad na cilové buriky. Je moZné, Ze
MDA-MB-435 buniky jsou deficitni pro tento receptor nebo pro
né&jakou jinou sloZku nutnou pro vazbu viru, pro internalizaci

nebo pro genovou expresi.

Pretrvavajici dG¢innost p53 Ad bé&hem opakovanych cykll
terapie byla vySetrfovdna na MDA-MB-231 a MDA-MB-468 nadorovych
modelech. Zda se, Ze UCinnost se sniZuje s pokradujicim
podadvanim; nicméné&, tento ulinek musi byt prozkoumén
podrobnéji. PrevazZujici teorie tvrdi, Ze infekce adenovirem
vyvolava rychlou z&nétlivou a cytolytickou odpovéd

zprostfedkovanou cytotoxickymi T bufikami u hostitele s plné&
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funk&nim imunitnim systémem (Wilson (1995), Nature Med. 4: 887
- 889). Tato odpovéd T bunék je stimulovéna adenovirovymi
antigeny produkovanymi v hostitelskych butikdch a presentovanymi
spolu s MHC molekulami na povrchu bunék. Neutralizadni
protilatky specifické pro cilové bufiky transformované
adenovirem jsou produkovdny v imunitni odpov&di pozd&ji a soudi
se, Ze jsou odpov&dné za redukovanou schopnost adenoviru
reinfikovat hostitelské bufiky po poldtedni inokulaci. Athymické
holé my3i pouZité v téchto pokusech m&ly defektni T-buné&nou
imunitni odpovéd na cizorodé antigeny, ale byly schopné B-
bunikami zprostredkované protilatkové odpové&di (Boven (1991) The
Nude Mouse in Oncology Research, Boston: CRC Press). Produkce
neutralizalnich anti-adenovirovych protilatek mbZe vysvétlit
redukovanou uc€innost terapie p53-adenovirem (p53 Ad) s
postupujicim podavanim dévky v presentovanych pokusech.
PoruSend funkce imunitniho systému u holych my%i a Spatné
krevni zéasobeni centra nadorovych xenotransplantatd miZe
vysvetlit castecCnou U&innost p53 Ad I po 6 tydnech 1léc&by a
schopnost fB-gal Ad infikovat malé mnoZstvi naddorovych bunék i

po opakovanych injekcich p53 Ad.

Kromé& nédorli prsu bylo velké mnoZstvi nadortd lé&eno
rekombinantnimi adenoviry exprivujicimi pfirozeny p53. Mezi
tyto studie patfi modely karcinomu &ipku dé&loZniho (Hamada
(1996) Cancer Res. 56: 3047-3054), karcinomu prostaty (Eastham
(1995) Cancer Res. 55: 5151-5155), n&dort hlavy a krku (dayman
(1995) Cancer Res. 55: 1-6), karcinomu plic (Wills (1994),
vySe), karcinomu vajelnikd (13), glioblastomu (27, 28) a
kolorektdlniho karcinomu (13, 29). Dohromady tyto studie
podporuji probihajici klinicky vyzkum hodnoceni u&inkh
adenovirem zprostredkované terapie genem p53. Predkladané
vysledky demonstruji schopnost pfirozeného p53 omezit rist

nadorovych bunék in vivo u xenotransplantat® nadoru prsu
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exprimujicich mutantni pb3. Tyto studie také potvrzuji, Ze
adenoviru je u¢innym prostfedkem pro prenos p53, pokud

exprivuji cilové buniky odpovidajici virové "receptory”.
Priklad 4: Dal$i vyzkum lécebnych reZimi pro inhibici nadort

Vynédlez dale obsahuje zplsoby pro lécbu rlznych nédord
podédnim nukleové kyseliny exprivujici tumor-supresorovy
polypeptid, které vyuZivaji rlGznych schemat davkovani.
Nasledujici pfiklad popisuje vy38i ulinnost rozdéleného
davkovani pfi podéni adenoviru exprivujiciho p53 podle

predkléddaného vynélezu.

Pro srovnani ucinkd reZimu jedné davky s reZimem vice davek
za uréitou dobu byla SCID my$im s implantovanymi MDA-MB-468 a
MDA-MB-231 nadory podéna celkova davka 1 x 10° I.U. p53 Ad
(A/C/N/53) na my3, kterd byla podana bud jako bolusova injekce,
nebo ve 3 nebo 5 davkach podanych jednou denné béhem tydne (jak

ukazuji Sipky na obr. 7).

Vysledky ziskané pro MDA-MB-468 nadory byly podobné jako
vysledky ziskané pro MDA-MB-231 nadory, Jjak je uvedeno na obr.
7a, 7b a 7c. Obecné&, reZimy obsahujici vice davek inhibuji rlst
nadoru lépe neZ jedinad bolusova injekce, kdy reZim 5 injekci je

vyznamné lep3i neZ reZim 3 injekci.

Priklad 5: Dexmathason mirni inhibici rdstu naddord spojenou
s anti-adenovirovou imunitni odpovédi zprostredkovanou NK-

buntikami

Bylo prokdzano, Ze opakované podéni adenovirovych vektora
miZe indukovat imunitni odpovéd proti adenoviru. Pro vyzkum

toho, zda mohou imunosupresivni vlastnosti nizkych davek
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dexamethasonu (dex) inhibovat imunitni odpovéd proti adenoviru
(napriklad odpovéd NK bunék) byly MDA-MB-231 nadory u SCID my3i
léceny rekombinantnim virem podle pfedkl&daného vynédlezu za

absence nebo za pritomnosti dexamethasonu.

P¥ibli?n& 5 x 10° MDA-MB-231 bun&k/my3 bylo injek&nd podano
do tukové vrstvy prsni Zlazy samic SCID my3$i v den 0. V den 11
byly podkoZné implantovany pelety obsahujici dexamethason nebo
placebo. 5 mg pelety byly navrieny tak, aby uvolifiovaly 83,3 pg
dexamethasonu/den kontinudlné po dobu 60 dnt (Innovative
Research of America, Sarasota, FL). VSem my3im bylo podano
celkem 10 perinddorovych injekci podanych jednou denné v dny
14-18 a 21-15 (0,1 ml na injekci). Celkovd davka viru byla 2 x
10° C.I.U./my8 (p53 Ad (A/C/N/53) nebo P-galaktosidasa Ad).

Lécba je uvedena v tabulce 5.

Tabulka 5: Lécba MDA~MB-231 n&dortl u SCID mysi

Skupina |Hormon genova terapie
1 placebo pufr

2 placebo B-gal Ad

3 placebo p53 Ad

4 dexamethason |pufr

5 dexamethason B-gal Ad

6 dexamethason |p53 Ad

LéCba nizkymi davkami dexamethasonu nemé&la statisticky
vyznamny v1liv na rist MDA-MB-231 n&dorQ u SCID my3i (p > 0,05).
Nebyly pozorovany Zadné neZédouci u¢inky dexamethasonu. LécCba
nador B-gal adenovirem zplsobila signifikantni inhibici rlstu
nadort u kontrolnich nadorl s podavanim placebo (p £ 0,001, dny

21-30), ale ne ve skupiné& lécené dexamethasonem (p > 0,05, viz
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obr. 8). Nadory léc&ené placebem a B-gal Ad rostly pomaleji, nes

nadory léZené placebem a dexamethasonem (p < 0,01, dny 23-30).

Nebyla pozorovana signifikantni p53-specifickd inhibice
rustu nadorll ve skupiné kontrolnich nadort lé&enych placeben (p
> 0,05). Naopak, nadory lé&ené dexamethasonem a p53 Ad rostly |
vyznamné pomaleji, neZ nadory lédené dexamethasonem a B—gdl Ad

(p < 0,02, dny 21-30) nebo placebem a p53 Ad (p < 0,04, dny 21-
30).

LéCba nizkymi davkami dexamethasonu tak mirni inhibici rastu
nadorll spojenou s anti-adenovirovou imunitni odpov&di (napf.
zprostrfedkovanou NK-butikami) u SCID mySi bez neZadoucich
vedlejSich UCinkl. Tato data také naznacuji, Ze lécba nizkymi
davkami dexamethasonu mtZe stimulovat expresi transgenu
(napriklad p53) ¥izenou CMV promotorem v rekombinantnim
adenoviru. Naopak, dexamethason miZe zvySovat transdukéni

U¢innost adenoviru a tak zvySovat odumirani nadorovych buné&k.

Model MDA¥MB—231 karciinomu prsu byl potom pouZit pro
hodnoceni protinadorové u¢innosti Ad s nebo bez p53 u mysi
liSicich se schopnosti imunitni odpovédi na cizorodé antigeny.
Byly studovany holé my3i s nefunkénimilT—buﬁkami, SCID mys3i s
nefunkénimi T a B buiikami, ale se zvySenym mnoZstvim NK bunék a

SCID-beige my8i s nefunk&nimi T, B a NK butikami.

Pro vyzkum uUc¢innosti rAd5/p53 (popsany vySe) proti MDA-MB-
231 xenotransplantatim byla: holym my8im podana celkova davka
2,2 x 10° C.I.U. Ad na my$ v 10 injekcich v den 0 aZ 4 a 7 a%
11; SCID my$im podéna celkovd davka 4 x 10° C.I.U. Ad na nys v
10 injekcich v den 0 a% 4 a 7 a¥ 11; SCID-beige my3im podéana

celkova davka 1,6 x 10° C.I.U. Ad na my& v 10 injekcich v den 0
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az 4 a 7 aZ 11. VZem my3im byl podan p53 Ad, B-gal Ad nebo

vehikulum samotné.

U holych my$i (s nefunk&nimi T bufikami) a u SCID mysi (s
nefunk&nimi T a B bufikami, ale se zvySenymi NK buiikami)
zpusobilo intranddorové podani kontrolniho Ad vektoru (bez p53v
insertu) urd&itou inhibici rustu nadoru. Ad expriwmujici p53
(rAd5/p53) mél vyrazné vyssi protinddorovou u&innost ve
srovnani s kontrolnim Ad. Naopak, u SCID-beige my3i (s
nefunk&nimi T, B a NK buiikami) byla ve3kera protinddorova
Uc¢innost zplsobena p53, bez sloZky Ad vektoru v inhibici rtstu
nadoru. Tato data ukazuji na dfive nezn&mou Ulohu NK bunék v
inhibici nédorového rustu zprostredkované adenovirem. Tato data
také naznacuji, Ze suprese imunitniho systému mlZe zrusit
nékteré vedléjéi ucinky specifické pro vektor, které jsou

zprostredkované NK buiikami.
Priklad 6: Kombinovana terapie p53 adenovirem a chemoterapie

Vyndlez obsahuje kombinované podani nukleové kyseliny
exprimujici tumor-supresorovy polypeptid a chemoterapeutického
¢inidla pfi 1é&bé& nadoru. Nasledujici priklad popisuje
schopnost adenoviru exprivujiciho P53 podle predkladaného
vynadlezu v kombinaci s riznymi protinadorovymi léky, jako je
cis-platina, doxorubicin, 5-fluoruracil (5-FU), methotrexat a
etoposid, 1éCit nadory a dale popisuje to, Ze kombinovanéa
terapie je U&mé&j3i, t.j. synergni, v plsobeni na nadorové

bufiky, neZ terapie ka¥dym &inidlem samostatns.
P53 podany s chemoterapeutiky in vitro

Cis-platina, doxorubicin, 5-fluoruracil, methotrexat a

etoposid v kombinaci s p53




106

U&inek klinicky relevantnich protinaddorovych 1lékd cis-
platiny, doxorubicinu, S5-fluoruracilu, methotrexatu a etoposidu
v kombinaci s tumor-supresorovym vektorem podle pfedkladaného
vynalezu (A/C/N/53), byl zkouman in vitro. Buriky SCC-9
spinocelularniho karcinomu hlavy a krku, scc-15
spinocelularniho karcinomu hlavy a krku, Scc-25
spinocelularniho karcinomu hlavy a krku a Du-145 karcinomu
prostaty byly léeny jednim z nasledujicich reZimti: v reZimu 1
byly butiky nejprve lé&eny protinadorovym chemoterapeutickym
lékem 24 hodin pred 1é&bou P53 adenovirovym konstruktem
A/C/N/53; v reZimu 2 byly buiiky léCeny nejprve p53 adenovirovym
konstruktem a potom byly léc&eny protinadorovym
chemoterapeutickym lékem; a v reZimu 3 byly bufiky lé&eny
soucasné protinadorovym chemoterapeutickym lékem a p53‘

adenovirem.

VSechny buné&&né linie byly ziskany od ATCC (Rockville, MD).
SCC-3, SCC-15 a SCC-25 butiky nadord hlavy a krku (p53™) byly
kultivovédny v 1:1 sm&si DMEM a Ham F-12 (GIBCO/Life
Technologies, §rand Island, NY) s 10% fetédlnim telecim sérem
(FCS; Hyclone, Logan, Utah), 0,4 Hg/ml hydrokortisonu (Sigma
Chem. Co., St. Louis, MO) a 1% neesencidlnich aminokyselin
(GIBCO) pri 37 °C a 5% CO,. SK-OV-3 lidské ovarialni nadorové
butiky (p53™!') a DU-145 lidské prostatické néddorové buiiky
(p53™) byly kultivovany v Eaglové MEM plus 10% FCS p&i 37 °C
a 5% CO,. MDA-MB-231 buiiky lidského karcinomu prsu (p53™F)
byly kultivovany v DMEM (GIBCO) s 10% fetdlnim telecim sérem
(Hyclone) pf¥i 37 °C a 5% CO2. MDA-MB-468 butiky lidského
karcinomu prsu (p53™¢) byly kultivovény v Leibovitzovd& L-15

mediu (GIBCO) s 10% FCS p#i 37 °C, bez CO,.
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MDA-MB-231 butiky karcinomu pPrsu maji Arg na Lys mutaci v
kodonu 280 genu pro p53 a exprimuji mutantni p53 (Bartek
(1990), vy3e). Du-145 bunky karcinomu prostaty maji dvé& mutace
P53 na rlznych chromosomech, Pro na Leu mutaci v kodonu 223 a
Val na Phe mutaci v kodonu 274 (Isaacs (1991) Cancer Res. 51:
4716-4720) a exprimuji mutantni pP33. SK-0V-3 ovarialni nadorové
buriky neobsahuji p53 (Yaginuma (1992) Cancer Res. 52: 4196-
4199) . SCC-9 buiky obsahuji deleci mezi kodony 274 a 285,
kterd vede k mutaci ve &tecim ramci; v jadrech SCC-9 neni
detekovatelny Z4dny imunoreaktivni P33 protein (Jung (1992)
Cancer Res. 52: 6390-6393; Caamano (1993) Am. J. pathol. 142:
1131-1139; Min (1994) Eur. J. Cancer 30B: 338-345) . Scc-15
butiky obsahuji inserci 5 parl bazi mezi kodony 224 a 225;
produkuji nizké hladiny p53 mRNA, ale ne detekovatelny p53
protein (Min (1994), vyZe). SCC-25 obsahuji ztratu
heterozygotnosti (LOH) na chromosomu 17 a deleci 2 parQ bazi v
kodonu 209 na zbylé alele; p53 mRNA neni detekovatelna v SCC-25
bunkach a v jejich jadfe neni detekovatelny Zdany
imunoreaktivni p53 protein (Caamano (1993) vyse). PFibliZné 1,5
x 10* bun&k v kultivadnim mediu (Jak je popséno v prikladu 1)
se pridéd do kaZdé jamky 96~jamkové mikrotitradni plotny a
provede se kultivace po dobu pribliZné& 4 hodin pfi 37 °C a v 5%

CO;.

Konstrukce a propagace adenovirt (Ad) exprivujicich lidsky
pfirozeny p53 a B-galaktosidasu E. coli byla popsana dfive
(Wills (1994), vySe). Koncentrace infek&nich virovych &astic
byla stanovena mé&f¥enim 293 bun&k pozitivnich na virovy hexonovy
protein 48 po infekci (Huyghe (1995) vy%e). C.I.U. oznacuje
bunééné infek&ni jednotky. Adenoviry exprimujici p53 byly
podany ve fosfatovém pufru (20 mM NaH,PO,, PH 8,0, 130 mM NacCl,
2 mM MgCl,, 2% sacharosa). Do kaZdé jamky byl podan 1ék, p53

adenovirus nebo vhodné vehikulum/pufr. Pro in vitro pokusy s
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P53 Ad byly buiiky umist&ny na plotnach v hustoté& 1,5 x 10*
bunék/jamku 96-jamkové plotny a provedla se kultivace po dobu 4
hodin p#i 37 °C a v 5% CO,. Lék, p53 Ad nebo vhodné vehikulum
se pridalo do kaZdé jamky a kultivace pokracdovala pres noc.
Potom se 1lék, p53 Ad nebo vhodné vehikulum se pridalo do kaZdé

jamky a kultivace pokra&ovala po dobu dal&i 2 dnt.

Smrt bunék se kvantifikovala za pouziti MTT testu, ktery
popsal Mosmann (1983) J. Immunol. Meth. 65: 55-63. Strud&né&, 25
pl 5 mg/ml MTT vital barviva [3- (4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5~
difenyltetrazoliumbromid] se pfidalo do kaZdé jamky a provedla
se inkubace po dobu 3-4 hodin p¥i 37 °C a v 5% CO,. Potom se do
kazdé jamky pfidalo 100 pl 10% SDS detergentu a provedla se
inkubace pfes noc p¥i 37 °C a v 5% COz. Signal v kaZdé jamce je
kvantifikovan za pouZiti CteCky mikroploten (Molecular

devices).

Ve v3ech pripadech bylo pouZiti cis-platiny (viz tabulka 6,
souhrnné vysledky), doxorubicinu (viz tabulka 7, souhrnné
vysledky), 5-FU, methotrexatu a etoposidu v kombinované
terapii u¢iné&jsi v usmrceni bun&k ne? terapie kaZdym ¢inidle
zv14ast. Kombinace methotrexatu a P53 Ad byla testovana na jedné
bun&fné linii. KdyZ byly SCC-15 buriky oSetefny 0,7 uM
methotrexatu 24 hodin pred podanim 5 m.o.i. P53 Ad, byl
kombinovany antiproliferativni u&inek t&chto dvou léc¢iv pouze o
5% vy38i neZ ulinek p53 samotného, ackoliv nebyl tento rozdil
statisticky vyznamny (p < 0,003). Predlédeni Du-145 bunék 2,6
UM etoposidu 24 hodin pfed oZetfenim 5 nebo 10 m.o.i. p53 Ad
vedlo k vétSimu kombinovanému u&inku ne# podani 1ékl samostatné
(p < 0,0001). KdyZ byly SCC-15 buniky oSetefny 0,3 uM etoposidu
24 hodin pfed podanim 5 m.o.i. p53 Ad, byl kombinovany
antiproliferativni G&inek té&chto dvou 1lé&iv pouze o 5% vys3i

.

neZ GCinek p53 samotného, adkoliv nebyl tento rozdil
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statisticky vyznamny (p £ 0,003). Kombinace terapie tumor-
supresorovym genem a protinddorovym &inidlem nevykazovala

antagonistické udinky.

Ve druhém pokusu byl G&inek 1é¢by na norméalni buriky (MRC-9)
Srovnavan s U&inkem na buifiky nddorové (obr. 9). V tomto pokusu.
byl r@st hodnocen spife podle inkorporace 3H—thymidinu, neZ MTT
testem. Normalni buniky (diploidni fibroblasty MRC-9)
nevykazovaly zvyraznéné U¢inky pri kombinované terapii. Jak
bylo olekavano, G&inek tumor-supresorového &inidla samotného
byl u normalnich bund&k zanedbatelny a byl vysoce signifikantni
u buné&k nadorovych. Naopak, protinadorové &inidlo samotné
(napriklad cis-platina, doxorubici, 5-FU, methotrexat a
etoposid) bylo UCin&j31i u normdlnich bun&k neZz u buné&k

nadorovych (viz obr. 9).
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Tabulka 6: Antiproliferativni Uc¢inky p53 Ad v kombinaci s cis-

platinou
Vy881i dc¢innost v kombinaci?
Bunécna p53 Typ tkéané | Prvni Prvni Simultdné
linie protein cis- p53 Ad
platina
SK-0V-3 bez ovarium ano ano ano
p<0, 0001 p<0, 0001 p<0, 0001
SCC-9 bez hlava a ano ano ano
krk p<0, 0001 p<0, 0001 pS0,000l
SCC-15 bez hlava a ano ND ND
krk p=<0, 0001
SCC-25 bez hlava a ano ano ano
krk p<0,0001 |p<0,0001 |p<0,0001
MDA-MB- mutantni |prs ano ND ano
468 p<0, 0001 p<0, 0001
MDA-MB~ mutantni prs ano ano ano
231 p=<0,0002 |p<0,0001 |p<0,0001
ND = neprovedeno
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Tabulka 7: Antiproliferativni u¢inky p53 Ad v kombinaci s

doxorubicinem
Vy§81i ucinnost v kombinaci?
Bunédénéa P53 Typ tkéné | Prvni Prvni Simultémé
linie protein doxoru- p53 Ad
bicin
SK~-0v-3 bez ovarium ano ano ano
p<0, 0001 p<0,0001 p<0, 0001
SCC-9 bez hlava a ano ano ano
krk pP<0, 0001 |[p<0,0001 |p<0,0001
SCC-15 bez hlava a ano‘ ano ano
' krk A p<0,0001 |p<0,0001 |p<0,0001
SCC-25 bez hlava a ano ano ano
krk p<0,0001 |p<0,0001 |p<0,0001
Du-145 mutantni prostata ano ano ano
p<0, 0001 |[p<0,0001 |p<0,0001
MB-231 mutantni |prs ano ano ano
p<0, 0001 |p<0,0001 |p<0,0001

U¢inky doxorubicinu a p53 na

lidsky hepatocelularni karcinom

Nédsledujici priklad popisuje schopnost adenoviru

exprimujiciho p53 podle prfedkladdaného vynalezu v kombinaci S

doxorubicinem lé&it nadory a déle popisuje to,

Ze kombinovana

terapie je U¢in&jsi, t.j. synergni, v pasobeni na nadorové

buniky, neZ terapie kaZzdym ¢inidlem samostatn&. Vysledky

demonstruji synergistickou kombinaci mezi p53 expresnim

vektorem podle predkladaného vynalezu (A/C/N/53) a

doxorubicinem.
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Doxorubicin (Adriamycin) a p53 (A/C/N/53. rekombinantni
adenovirovy konstrukt exprimujici pfirozeny lidsky p53
transgen) byly testovany na nasledujicich buné&nych liniich:
HLE, bunéc¢nd linie lidského hepatocelulédrniho akrcinomu (Hsu
(1993) Carcinogenesis 14: 987-992; Farshid (1992) J. Med.
Virol. 38: 235-239; Dor (1975) Gann. 66: 385-392), s mutovanym'
p53; HLF, bund&na linie lidského hepatocelularniho akrcinomu s
mutovanym p53 (ibid); Hep 3B, buné&&na linie lidského
hepatocelularniho akrcinomu bez p53 (Hasegawa (1995) In Vitro
Cell. Dev. Biol. Anim. 31: 55: 55-61; Hep G2, buné&&na linie
lidského hepatoceluldrniho akrcinomu s pfirozenym p53 (ibid); a
SK-HEP-1, lidsky adenokarcinom Jjater s pFirozenym P53 (Lee
(1995) FEBS Lett. 368: 348-352) ., Zivotaschopnost bunék byla
mérena za pouZiti calcein AM sondy pro Zivé butiky (Molecular
Probes) (viz napfiklad Poole (1993) J. Cell Sci. 106: 685- 691)
Substradt calcein AM je Sté&pen bunéénymi esterasami za vzniku

fluorescentni slouceniny.

Buriky byly umistény v 96-jamkovych plotnach (5 x 10°
bunék/jamku), nechaly se prfes noc adherovat, tr031te se oSetrily
raznymi fed&nimi A/C/N/53 a doxorubicinu v den 0, takZe byla
stanovena kfivka davka-odpovEd pro doxorubicin a kaZzdou davku
A/C/N/53. V den 3 bylo medium aspirovano a k buiikdm byl pridan
calcein AM v PBS. Intenzita fluorescence kazdé jamky byla
urcena za pouZiti CteCky mikroploten. Hodnoty fluorescence z
jamek bez bunék byly ode&teny a hodnoty byly vyjadreny jako
procento Zivotaschopnosti (intenzity fluorescence) vzhledem k
neoSetfenym kontrolnim jamkdm. Pro vytvofeni isobolografi pro
stanoveni interakci mezi A/C/N/53 a doxorubicinem byly pouZity

hodnoty ECs,.

Isobologramova analyza pro kaZdou buné&cnou linii ukazuje

synergni interakce mezi p53 exprimujicim vektorem podle
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predkléddaného vynalezu (A/C/N/53) a doxorubicinem; tato
synergie byla nezavisla na P53 stavu bunédné linie. Nicméng,
‘EDso pro A/C/N/53 za absence doxorubicinu Je vy88i u buné&&nych

linii s pfirozenym p53 neZ u buné&nych 1linii s alterovanym p53.

V jiném pokusu byly HLE bunky umistény v 96-jamkovych
plotnach (5 x 103 bun&€k/jamku), nechaly se pfes noc adherovat,
oSetfily rliznymi fed&nimi A/C/N/53 (trojmo) a doxorubicinu v
den 0, takZe byla stanovena kfivka davka-odpov&d pro
doxorubicin a kaZdou davku A/C/N/53. Tri skupiny byly pouZity

pro testovani u&inkt pofadi davek na interakce mezi A/C/N/53 a

doxorubicinem.

skupina den 0 den 1 den 2 den 3

simul tdmé A/C/N/53, odbé&r
doxorubicin

prvni A/C/N/53 A/C/N/53 doxorubicin odbér

prvni doxorubicin A/C/N/53 odbér

doxorubicin

Bufiky byly inkubovény po dobu t#i dnf po prvni 1éZ¢bé&. Medium
bylo aspirovano a k buiikam byl pfidén calcien AM v PBS.
Intenzita fluorescence v kaZdé jamce byla urd&ena pbmoci Ctecky
fluorescence mikroploten. Hodnoty fluorescence z Jjamek bez
bunékvbyly odeCteny a hodnoty byly vyjadreny jako procento
Zivotaschopnosti (intenzity fluorescence) vzhledem k
neoSetfenym kontrolnim jamkam. Pro vytvofeni isobolografidl pro
stanoveni interakci mezi A/C/N/53 a doxorubicinem byly pouZity
hodnoty ECso. Isobologramova analyza pro kaZdy reZim ukazovala
na podobné interakce odpovidajici synergii mezi A/C/N/53 a
doxorubicinem u HLE buné&k, kde tato synergie nebyla zavislad na

poradi podéani davek.
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p53 s chemoterapeutickymi léky in vivo

U&inek klinicky relevantich protinaddorovych 1ékt (cis-
platiny, doxorubicinu a S5-fluoruracilu (5-FU)) v kombinaci s
tumor-supresorovym vektorem podle predkladaného vynalezu

(A/C/N/53) byl dale zkoumédn in vivo.

C.B. 17/ICR-scid my&i byly zakoupeny od Tac; onic Farms
(Germantown, NY) nebo od Charles River Laboratories
(Wilmington, MA). Athymické nu/nu mySi byly ziskany od Charles
River Laboratories. VSechny my3i byly chovany ve VAF-barrier
boxech a vZechny pokusy na zvirfatech byly provedeny podle
pravidel uvedenych v N.I.H Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. Objemy n&dort pro kaZdou skupinu kaZdy den
byly srovnévényvza pouZiti Student testu pomoci Statview II
softwaru (Abacus Concepts, Berkeley, California). Byly
vypracovany kfivky rdstu nadort a ukazuji prﬁmérny objem nadoru

* s.e.m. Oby&ejné bylo 10 my3i na skupinu.
Model SK-0V-3 nadoru ovaria

Uchycené intraperitonealni SK-OV-3 nadory byly lé&eny
intraperitonedlnimi davkami vehikula, p53 Ad, cis-platiny nebo
ob&ma léky. My&im bylo podano Sest injekci p53 Ad bdhem dvou
tydnd. Celkova davka viru byla 1,5 x 10° C.I.U. (3,1 x 10%°

virovych &astic).

U¢innost cis-platiny: Samicim scid my3i bylo injeké&n& podano
5 x 10° SK-OV-3 ovaridlnich nadorovych bun&k, i.p. v den 0. Ve
dny 6, 8, 10, 13, 15 a 17 byly my3im podavany davky (p53 Ad:
pouze v den 17). Byl podavéan celkovy objem 0,2 ml (0,1 ml
vehikula pro cis-platinu nebo cis-platina plus 0,1 Ad pufru

nebo p33 Ad). Davka p53 byla 2,5 x 10° C.I.U./my8/den (5,2 x
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10° virovych &&stic). Davka cis-platiny byla 2 mg/kg/den.
Nadory byly odebrany a zvaZeny v den 20.

MySi v jedné 1lé&ené skupiné& dostaly p&t davek cis-platiny
simultdhé s prvnimi péti davkami p53 Ad. Tato davka p53 Ad
redukovala rust nadora u my$i pouze o 17% v den 20 (p < 0,0l)..
Nicméné, p#i kombinaci s cis-platinou zplisobil p53 Ad 38%
redukci rdstu nadord ve srovnani s podanim cis-platiny samotné
(p = 0,0008). My3i 1léZené vehikuly nebo p53 Ad samotnym m&ly
krvavy ascites a invazivni nadorové uzly na branici. Tyto
priznaky nebyly pfitomné u my3i iééenYch cis-platinou samotnou

nebo cis-platinou s p53 Ad.

U&innost cis-platiny/paclitaxelu: Samicim scid my$i bylo
injek&n& podano 2,5 x 10° SK-OV-3 ovarialnich naddorovych bungk,
i.p. v den 0. Ve dny 7, 9, 11, 16 a 18 byly my3im podavany
davky. Byl podavan celkovy objem 0,3 ml (0,1 ml vehikula pro
cis-platinu nebo cis-platina plus 0,1 vehikula pro paclitaxel
nebo paclitaxel plus 0,1 Ad pufru nebo p53 Ad). Davka p53 Ad
byla 2,5 x 10° C.I.U./myS/den (5,2 x 10° virovych &astic).
Davka cis-platiny byla 0,5 mg/kg/den. Davka paclitaxelu byla 1
mg/kg/den. Nadory byly odebrany a zvaZeny v den 30. n = 7 = 10

my$i na skupinu.

V této druhé studii byly SK-0OV-3 ovarialni nadory léc&eny
intraperitonealnimi davkami vehikula, p53 Ad, Cis-platiny a
paclitaxelu nebo vSemi t¥emi léky zaroveri. Kombinace viech t#1i
1ékd redukovala rlist nadorti o 34% vice neZ kombinace cis-
platiny a paclitaxelu, co? ukazuje na vy33i G&innost

trojkombinace (p < 0,00006) .

Model Du-145 nadoru prostaty
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* U&innost Ccis-platiny: Intraperitonealni Du-145 nadory byly
léCeny intraperitonealnimi davkami vehikula, p53 Ad, cis-
platiny nebo obé&ma léky zaroveni. Samctm scid my$i bylo injek&né
podano 2,5 x 10° Du-145 bun&k, i.p. v den 0. Ve dny 7, 9, 11,

14 a 16 byly mySim podavany davky. Byl podavan celkovy objem
0,2 ml (0,1 ml vehikula pro cis-platinu nebo cis-platina plus
0,1 Ad pufru nebo p53 Ad). Davka p53 byla 8,3 x 10°
C.I.U./my8/den (2,9 x 10 PN). Davka cis-platiny byla 1
mg/kg/den. Nédory byly odebrany a zvaZeny v den 22. Kombinace
P53 Ad a cis-platiny m&la vyrazné vy33i protinadorovou u¢innost

ve srovnani s kaZdym lékem samostatnée (p < 0,0004).
Model MDA-MB-468 nadoru prsu

U¢innost cis-platiny: Uchycené MDA-MB-468 nadory byly léceny
bud vehikulem, nebo p53, nebo cis. platlnou nebo obéma 1léky.
Samicim scid my3i bylo injek&né podano 1 x 10" MDA-MB-468 bun&k
do tukové vrstvy prsni Zlazy, 11 dni pfed podanim prvni davky v
den 0. Intraperitone&lni dévka cis-platiny byla 1 mg/kg/den.
Intranddorové davka p53 Ad byla 8,3 x 10° C.I.U./my3&/den (2,9 x
10%° virovych &astic) podanych simultdné ve dny 0-4. p53 Ad m&l

vy881 uUcéinnost pfi kombinaci s cis-platinou (dny 8-31, p <
,0004) .

U&innost doxorubicinu: Ve druhém pokusu byly MDA-MB-468
naddory lé&eny bud vehikulem, nebo p53, nebo doxorubicinem nebo
obé€ma léky. Samicim scid mySi bylo injeké&né podano 1 x 107 MDA-
MB-468 bunék subkutdn&, 12 dni pfed podénim prvni davky v den
0. Intraperitonedlni davka doxorubicinu byla 4 mg/kg/den v den
0, 2, 7 a 9. Intranadorovd davka p53 Ad byla 5 x 10°
C.I1.U./my8/den (1,03 x 10 virovych Céstic) ve dny 0-4 a 7-11.
p53 Ad m&l vy3%i udinnost pPri kombinaci s doxorubicinem (dny

14-24, p < 0,05).
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Model SCC-15 nédoru hlavy a krku:

U¢innost 5-fluorouracilu: Subkutani SCC-15 nadory byly
léceny bud vehikulem, nebo P53, nebo 5-fluorouracilem nebo
obéma léky. Scid my3im bylo injeké&ns podédno 5 x 10° scc-15
bunék subkutané, 7 dni pred poddnim prvni davky v den 0.
Intraperitonedlni davka 5-fluorouracilu byla 50 mg/kg/den ve
40% hydroxypropyl-B-cyklodextranu (Cerestar Inc., Hammond, IN)
v den 0, 7 a 14. Davka p53 Ad byla 2 x 10° C.I.U./my8/den (4 x
10° virovych &astic) ve dny 0, 1, 7, 8, 14 a 15 (6
intranddorovych injekci b&hem 3 tydnll) . Davka 5-FU byla 50
mg/kg. Kombinace p53 Ad a 5-FU méla vyS881i protinadorovou

U¢innost neZ podani kaZdého léku zvlast, (p < 0,04).
p53vs FPT inhibitorem

U&innost inhibitoru farnesyl-protein transferasy v kombinaci
s tumor-supresorovym vektorem oznaCenym A/C/N/53 byla zkoﬁména
in vitro. N&sledujici priklad popisuje schopnost adenoviru
exprimujiciho p53 podle pfedkladaného vynalezu v kombinaci s
FPT inhibitorem oznadenym "FPT39", jak je popsan v mezinarodni
prihlaSce WO 97/23478, podané 19.12.1996, kde je jako FPT39
oznacena sloucCenina ”39.0”, viz str. 95 WO 97/23478) 1é&it
nadory a dale popisuje to, Ze kombinované terapie proti bufikéam
karcinomu prostaty a proti bufikam karcinomu prsu je uc¢inéjsi

neZ terapie kaZdym lékem zv1ast.

Antiproliferativni G&innost rAd5/p53 a FPT39 proti SK-OV-3

ovaridlnimu nddoru

Metody: SK-OV-3 lidské ovariilni nadorové buiiky (p53™!)
byly umisté&ny do 96-jamkovych ploten v hustoté& 250 bunék na
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jamku v Eaglové MEM + 10% fetalni hovézi sérum. Bunky byly
potom inkubovany p¥i 37 °C a v 5% CO, po dobu 4 hodin. Do kazdé
jamky se pridalo FPT39 nebo vehikulum a kultivace buné&k
pokrafovala po dobu 3 dnli. Po tfech dnech se neosSetrené bufiky v
nékterych jamkach spo¢italy pro stanoveni mnoZstvi rAdS5/p53,
které m4d byt pridano. Do kaidé jamky se potom pridal rAd5/p53
nebo vehikulum a kultivace bunék pokracovala po daliich dobu 3
dnli. Proliferace bunék se kvantifikovala za pouZiti MTT testu.
Stru¢né&, 25 pl 5 mg/ml MTT vital barviva [3-(4,5-
dimethylthiazol—Z—yl)—2,5—difenyltetrazoliumbromid]se pfidalo
do kaZdé jamky a provedla se inkubace po dobu 3-4 hodin pri 37
°C a v 5% CO,. Potom se do kazdé jamky pfidalo 100 pl 10% SDS
detergentu a provedla se inkubace pfes noc. Fluorescence v
kaZdé jamce se kvantifikovala za pouZiti &tecky mikroploten
(Molecular Hevices). Data tykajici se proliferaée bunék byla
analyzovana za pouZiti Thin Plate Spline statistické metody,
kterou popsali 0O’Connell a Wolfinger (1997) J. Comp. Graph.
Stat. 6: 224-241. | |

Vysledky: rAd5/p53 a FPT39 maji aditivni U&inek v inhibici
ristu bunék. V tomto pokusu nebyl prok&zan ani syhergismus (p >

0,05), ani antagonismus (p > 0,05).

Antiproliferativni a synergni u&innost rAd5/p53 a FPT39

(inhibitoru FPT) na Du-145 buniky karcinomu prostaty

Metody: DU-145 lidské butiky karcinomu prostaty (p53™*) byly
oSetfeny FPT39 nebo vehikulem a rAd5/p53 a buné&&né kultury byly
potom analyzovany zptisobem pospanym vySe pro SK-OV-3 lidské

buniky karcinomu ovaria. Pokus byl opakovan dvakrat.
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Vysledky: Pokus 1: rAd5/p53 a FPT39 m&ly aditivni ulinek v

inhibici rlstu bun&k. V tomto pokusu nebyl prokazan ani

synergismus (p > 0,05), ani antagonismus (p > 0,05).

Pokus 2: rAd5/p53 a FPT39 mély synergni u&inek ( p
= 0,0192). Tyto vysledky ukazuji, Ze rAd5/p53 a FPT39 mohou
interagovat a maji synergisticky U&inek na proliferaci buné&k

karcinomu prostaty.

Antiproliferativni a synergni u&innost rAd5/p53 a FPT39
(inhibitoru FPT) na MDA-MB-231 buriky karcinomu prsu

Metody: MDA-MB-231 lidské buiiky karcinomu prsu (p53™%) byly
oéetfeny FPT39 nebo vehikulem a rAd5/p53 a bun&dné kultury byly
potom analyzovany zptsobem poPpanYm vySe pro SK-OV-3 lidské

butiky karcinomu ovaria. Pokus byl opakovan dvakrat.

Vysledky: Pokus 1: rAd5/p53 a FPT39 m&ly aditivni ucinek v
inhibici rd@stu bun&k. V tomto pokusu nebyl prokézan Zadny

synergismus (p > 0,05).

Pokus 2: rAd5/p53 a FPT39 mély aditivni ddinek ve
vétsiné odpovédi. Nicméné, synergni u&inek byl zjevny pri
isobolach vy&&ich nebo rovnych 70 (t.j. mén& ne? 30% usmrcenych
bunék, p = 0,0001). Tyto vysledky ukazuji, Ze rAd5/p53 a FPT39
mohou interagovat a maji synergisticky udinek na proliferaci

bunék karcinomu prsu.

Priklad 7: Profil imunitni odpovédi u pacientll s metastasami

karcinomu do jater léCenych adenovirovym vektorem nesoucim p53

Vynalez obsahuje zptsob pro kombinované in vivo podani

nukleové kyseliny exprimujici p53 a jiného chemoterapeutického
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Cinidla v 1é&&bé& nadorn. Nasledujici priklad popisuje schopnost
adenoviru exprimujiciho p53 podle predkladaného vynalezu
zvysovat hladiny lymfocyta usmrcujicich nadorové bunky, které

jsou nachazeny v lidském karcinomu jater.

Cilem této studie byla charakterizace genotypl a fenotypt
lymfocytd infiltrujicich nadory (TIL) v metastasach karcinomu
stfeva nesouciho mutaci P53 do jater (pro diskus§ o0 TIL viz
napr. Wang (1997) Mol. Med. 3: 716-731; Marrogi (1997) Int. J.
Cancer 74: 492-501). Celkem 16 pacientd bylo 1lé&eno zvy3ujici
se davkou 10°-10" Zastic adenovirového vektoru nesouciho
prirozeny p53 pPfes a. hepatica. 3 a3y 7 dni po podéni
adenovirového vektoru byly od kaZdého pacienta ziskdny celkem 4
biopsie. Imunohistochemické analyzy byly provedeny na zmrazené
tkadni ziskané z normalnich jater a z pfechodné zony hostitel-
nador. Po&itadova analyza byla provedena pro kvantifikaci
imunoreaktivity nasledujicich monoklondlnich protilatek: CD3,
CD4, CD8, CD25, CD28, CD56, HLA~DR, IFN-y, TNF-q a IL-2.
ZvySeni populace TIL (CD3+ a CD4+) bylo pozorovano s maximem
pPri 7,5 x 10 &astic. pri vy$8ich davkach bylo pozorovano
sniZeni CD3+ a CD4+ populace. Inversni korelace byla pozorovana
pro CD8+ buiiky. P¥i nejvyEsi davce (2,5 x 10') bylo pozorovano
zvySeni CD3+, CD4+ a CD8+ populace v nadorech ve srovnéni s
normalni tkani. Tyto vysledky ukazuiji, e podani vysokych davek
adenovirovych &&astic vede ke zvySeni TIL, které jsou sloZeny z

CD4+ a CD8+ populace.

M&lo by byt jasné, Ze priklady a provedeni zde uvedené jsou
pouze ilustrativni a %e mohou byt provedeny rtizné variace a
modifikace t&chto provedeni, ktera spadaji do rozsahu
predkladaného vynalezu, jak je vymezen v pripojenych
patentovych narocich. V8echny citované publikace, patenty a

patentové Prihlasky jsou zde uvedeny jako odkazy.
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1. Zpisob o3etfeni sav&ich naddorovych nebo
hyperproliferativnich bun&k, v yznacuijici s e

t im, Ze zahrnuje kontaktovani bun&k uvedeného nadoru nebo
uvedenych hyperproliferativnich buné&k s tumor-supresorovou
nukleovou kyselinou a také kontaktovani uvedenych bunék
s Cinidlem plisobicim na mikrotubuly nebo inhibitorem
polyprenyl-protein transferasy,

kde uvedenou tumor-supresorovou nukleovou kyselinou je nukleova
kyselina kodujici_tumor—supresorovy protein zahrnujici

pfirozeny p53 protein nebo retinoblastomovy (RB) protein.

2. Zplsob podle naroku 1 v Yznacujici se tim 3e
uvedenym ¢inidlem ptsobicim na mikrotubuly je paclitaxel,

Taxol®, Taxotere® nebo derivat paclitaxelu.

3. ZplUsob podle ndroku 1 v Yyznacujici se timn 3ze
uvedenym inhibitorem polyprenyl-protein transferasy je
inhibitor farnesyl-protein transferasy (FPT) nebo inhibitor

. geranyl-geranyl-protein transferasy.

4. Zplsob podle naroku 1 v Yyznacujici se tim 3ze
uvedenym inhibitorem farnesyl-protein transferasy (FPT) je
FPT39, farnesylovani peptidomimeticka slouCenina, kondenzovany

tricyklicky benzocykloheptapyridin nebo derivat farnesylu.

5. ZplUsob podle ndroku 1 vy zna & u jici se tinm ze

dédle zahrnuje kontaktovani bunék s chemoterapeutickym ¢inidlem.

6. Zplsob podle naroku 1 v yznacujici se tim Ze
uvedend nukleovd kyselina je prepravena vektorem vybranym ze

skupiny zahrnujici holy DNA plasmid, plasmid v liposomu,
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plasmid v komplexu s lipidem, virovy vektor, AAV vektor a

rekombinantni adenovirovy vektor.

7. ZpUsob podle ndroku 6 vy zn a

Q
e
-
o
Q
=

s e tim Ze

uvedenym vektorem je A/C/N/53.

8. Zpusob podle ndroku 1 vy zn a & u jici se tim, Ze:
uvedeny tumor-supresorovy protein nebo tumor—supresorové
nukleova kyselina jsou podadny v celkové davce od pfiblizZné 1 x

10° do p#ibliZn& 7,5 x 10%° adenovirovych ¢astic ve schematu
vybraném skupiny skladajici se z: celkové davky v jedné davce,
celkové davky rozdélené do 5 dnt s podanim denné&; celkové davky
rozdélené do 15 dnll s podanim denn&; a celkové davky rozdé&lené
do 30 dnl s podénim denné&; a

uvedeny paclitaxel nebo derivat paclitaxelu je podan v
celkové davce v rozmezi od ptibliZné 75 do p¥ibliZné 350 mg/m?
za 24 hodin v lé&ebném schematu vybraném ze skupiny skladajici
se z: Jjedné davky, davky podané denn& v den 1 a v den 2; davky
podané denn& v den 1, v den 2 a v den 3; denni.pbdévéni davky
po dobu 15 dnl; denni podavéani davky po dobu 30 dnii;
kontinuadlni infuse po dobu 15 dnti; kontinu&lni infuse po dobu
30 dnt.

9. Farmaceuticky prost¥edek vy zn a & u jici se tim,
Ze obsahuje tumor-supresorovou nukleovou kyselinu a &inidlo
pusobici na mikrotubuly nebo inhibitor polyprenyl-protein
~transferasy, kde uvedenou tumor-supresorovou nukleovou
kyselinou je nukleovi kyselina kodujici tumor-supresorovy
protein vybrany ze skupiny zahrnujici pfirozeny p53 protein

nebo retinoblastomovy (RB) protein.

10. Farmaceuticky prostf¥edek podle naroku 9
vyznacujici se tim, Ze:
uvedenym cinidlem plisobicim na mikrotubuly je paclitaxel,

Taxol®, Taxotere® nebo derivat paclitaxelu; a
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uvedenym inhibitorem polyprenyl-protein transferasy je

inhibitor farnesyl-protein transferasy (FPT) nebo inhibitor

geranyl-geranyl-protein transferasy.
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