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(57) Anotace:
Kapsule zapouzdtujici butiky produkujici cytochrom P450,
kter4 sestdva z porézni membrény, jeZ je propustna pro
prichod molekul prodrogy do kapsule, pfitemz molekuly
prodrogy jsou pfemeiovany na aktivni metabolity _
cytochromem P450. Material kapsule sestavé z komplexu
tvofeného sulfitem celulézy a polydimethyldiallylammonia.
Buiika produkujici cytochrom P450 obsahuje savéi expresni
vektor pcDNA3 nesouci gen cytochromu P450 z krysich jater,
jenZ kéduje cytochrom P450 2B1. Prodroga je cyklofosfamid
a/nebo ifosfamid. Kapsule spolu s prodrogou je ur&ena k 16¢bé
rakovinového onemocnéni nebo jiného obdobného
onemocnéni nebo poruchy, zejména rakoviny prsu nebo
rakoviny slinivky. Reseni déle poskytuje farmaceutickou
soupravu obsahujici kapsuli a prodrogu, kter je aktivovateln4
cytochromem P450. -
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Kapsule zapouzdiujici buiiky produkujici cytochrom P450

Oblast techniky

Vynélez se tyka kapsule zapouzdtujici bufiky produkujici cytochrom P450 a replika¢né-defekt-
nich retrovirovych vektort kédujicimi gen cytochromu P450, které jsou schopny zménit neskod-
né rakovinové prology na cytotoxické metabolity. Déle se vynalez tyka pouZivani takovych
retrovirovych vektord na pripravu 1é¢iv na 1é¢bu riiznych druht rakoviny nebo ablaci nédoru.

Dosavadni stav techniky

Protirakovinova lé¢iva, ktera se pouzivaji pro 1éZbu nadorid, se ve vétSiné aplikuji systémove
a $ifi se celym télem pacienta. Vysoka systematicka davka takového léCiva, ktera je nutna pro
1é€bu rakoviny, je spojena s vedlej$imi a¢inky nepfijemnymi pro pacienta.

Ve snaze obejit tento problém, pouzivaly se rakovinové prodrogy, které museji byt metabolizové-
ny nebo aktivovany v t&le predtim neZ se stanou cytotoxickymi. Zel, lidské nadory, které obsahu-
ji pfislusné vysoké hladiny aktivujicich enzymi, jsou vzacné. Hiavnim mistem pro aktivaci
prodrog jsou jatra. Aby se zajistilo, ktery je na vzdaleném mist&, dostane dostate¢nou davku
aktivovaného léku, mnoZstvi aktivované prodrogy, ktera je produkovana v jatrech, musi byt toto
mnoZstvi dosti velké, coz zase vede k toxickym vedlej$im G€inkiim pro pacienta.

Jednou ze strategii, kterou by bylo mozno tyto problémy vysoké systemické koncentrace
aktivovanych 1€k obejit, by bylo poskytnout prostfedky pro aktivaci prodrogy pfimo v misté
nadoru nebo blizko mista nadoru. Tato strategie by vyzadovala, aby buiiky nadoru, nebo buiky
v mist& nadoru byly geneticky zm&n&né tak, aby produkovaly velkd mnoZstvi enzymi, které jsou
tfeba pro metabolizaci rakovinovych prodrog. Retroviralni vektory se idealné hodi pro stabilni
dodavku genii do bungk, protoZe retrovirus integrovat DNA formu svého genomu do genomu
hostitelské butiky, a tak viechny dcefinné buiiky infikované buiiky ponesou retrovirovy vektor
nesouci terapeuticky gen. Dal3i vyhodou je, Ze vétSina retrovira infikuje pouze délici se buiky,
a proto jsou idealnim nosi¢em dodéavky genu pro buiiky nadoru.

Bylo jiz testovano mnoho cytotoxickych genii nesenych retrovirovymi vektory. Tyto geny koduji
enzymy, které mohou ménit substance, které jsou farmakodynamicky a toxikologicky inertni i na
trovni vysokych davek, ale které je mozno zménit in vivo na vysoce aktivni metabolity
(Connors, T.A.(1995), Gene Therapy 2: 702-709).

V chemoterapii rakoviny se zjistilo, Ze vhodné navrzené prodrogy jsou u&inné pfi lé¢bé zvifecich
nadord s vysokymi hladinami aktivujiciho enzymu (Connors, T. a Whisson, M. (1966) Nature
210: 866 867 a Cobb, L, a kol. (1969), Biochemical Pharmacology 18: 1519-1527). Klinické
vysledky viak zklamaly, protoZe bylo zjidténo, Ze lidskd rakovina, ktera obsahuje pfislusné
vysoké hladiny aktivujictho enzymu, je vzacna (Connors, T. (1986), Xenobiotica 16: 975-988).
Virové fizena enzymaticka terapie prodrogou (VDEPT) a obecngjsi genové fizena enzymaticka
terapie prodrogou (GDEPT) spolu souviseji v tom, Ze jejich cilem je také zni¢it buiiky nadoru
pomoci pro nador specifickou aktivaci prodrogy. V tomto pfipadé je viak genetické zakédovani
enzymu bud’ specificky zam&Feno na maligni buiiky, nebo je fizeno specifickym promotorem.

Az dosud se vétina Usili zaméfeného na terapii prodrogou soustfedila na pouzivani thymidinki-
nazy lidského herpes simplex viru (HSV—tk) jako suicidalniho genu. I kdyz enzym HSV-tk
v kombinaci s prodrogou ganciclovir (GCV) byl doporu¢ovan jako dobry systém pro GDEPT
(Culver, k. a kol., (1992), Science 256: 15501552, Ram, Z. a kol., (1993), Cancer Research
53: 83-88 a Chen, S., Shine, H. a kol., (1 994), Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 3054-3057), existuje
mnoho teoretickych tivah, které by nazna€ovaly, Ze to v Zadném ptipadé neni ta nejlepSi kombi-
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nace. Zaprvé, je to specificka latka S—faze bez G&inku na klidové buiiky. Je tomu tak proto, Ze
GCV monofosfit je kratkodoby a musi byt pfitomen, kdyZ buiiky vstupuji do S—faze, aby mél
toxicky efekt. HSV-tk fosforuje GCV na monofosfitovou formu (reakce, kterou nemohou
uskute&nit sav¢i enzymy), ktera je poté fosforylovana buné&nymi enzymy na trifosfatovou formu
a zaClenéna do DNA. Zadruhé, aktivni lé&ivo je trifosfit a neoekéavalo by se, ze bude volné
difundovat tak, aby zpusobil pomocny efekt. Pomocny efekt viak byl pozorovan jak in vivo,
i kdyZ se zd4, Ze je zapojena metabolicka spoluprace a ve druhém pripadé miZe byt néktery efekt
nepfimy a zahrnovat imunitni komponent (Bi, W., Parysek, L. a kol,, (1993), Human Gene
Therapy 4: 725-731, Vile, R. a Hart, 1. (1993), Cancer Research 53: 3860-3864 a Freeman, S.,
Abboud, C. a kol., (1993), Cancer Research 53: 5274-5283). Jednou nevyhodou je, Ze pomocny
efekt zvisi na kontaktu buiika—buitka. MiiZe to byt zplisobeno pfitomnosti mezerového spojeni
tvofeného intimnim kontaktem mezi transdukovanou buiikou a okolnimi butikami, coZ umoZiiuje
fosforylovaného gancicloviru.

Nedévno byly uvedeny zajimavé vysledky s buitkami, které byly transfikovany genem se zakédo-
vanym krysim cytochromem P450 formy 2B 1, a pak 1é&eny cyklofosfamidem (Chen,S., Shine, H.
akol,, (1994), Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 3054— 3057).

Cilem tohoto vynélezu je poskytnout nové replikatni—defektivni retrovirové vektory prenasejici
gen se zakédovanym cytochromem P450 pod transkripéni kontrolou specifického reguladniho
elementu nebo promotoru cilové buiiky nebo promotori indukovatelnych rentgenovym zafenim,
které mohou byt transfikovany do obalovych bun&nych linii s cilem produkovat rekombinantni
retrovirové Eastice uZzite¢né pro genovou terapii riznych druhii rakoviny.

Podstata vynalezu

Pfedmétem piedloZeného vynalezu je kapsule zapouzdfujici buiiky produkujici cytochrom P450,
jejiz podstata spolivd vtom, Ze sestdvd z porézni membrany jeZ je propustnid pro priichod
molekul prodrogy do kapsule, pfitemz molekuly prodrogy jsou preméfiovany na aktivni
metabolity cytochromem P450. Material kapsule podle vynélezu sestava z komplexu tvoreného
sulfatem celulézy a polydimethyldiallylammonia.

Vyznakem kapsule podle pfedloZeného vynalezu je, Ze buiika produkujici cytochrom P450
obsahuje sav¢i expresni vektor pcDNA3 nesouci gen cytochromu P450 zkrysich jater jenz
kéduje cytochrom P450 2B1.

Kapsule podle vynalezu je vhodna pro pouZiti k 1é¢bé rakovinového onemocnéni nebo jiného
odborného onemocnéni nebo poruchy.

Kapsule podle vynélezu je uréena pro soutasné nebo nasledné podavani subjektu s prodrogou,
ktera je aktivovana cytochromem P—450, v terapeuticky Gi€¢inném mnoZstvi.

Vyznakem vynalezu je dale kapsule pro podavani injek&né a/nebo implantaci do cilovych bun&k
a/nebo v jejich mist&, pfiemz prodroga se podava systematicky a/nebo lokalnég.

Cilové buiiky jsou v souladu s vyndlezem zejména buiiky nadorli prsu a/nebo nadori slinivky
a prodroga je cyklofosfamid a/nebo ifosfamid.

PredloZeny vynélez déle zahrnuje farmaceutickou kompozici, ktera obsahuje pfedmétnou kapsuli.

Soucasti ptedlozeného vynalezu je dale farmaceuticka souprava, jejiz podstata spo&iva v tom, ze
obsahuje pfedmétnou kapsuli a predrogu, ktera je aktivovatelna cytochromem P450.
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Farmaceuticka souprava podle vynalezu je dale vyznaCena tim, Ze kapsule a prodroga jsou
v riznych lékovych formach.

Farmaceuticka souprava podle vynalezu miize obsahovat kapsuli ve formé vhodné pro podavani
injekei a/nebo implantaci do cilovych organii a/nebo pobliz téchto cilovych organii a prodrogu ve
formé pro systematické a/nebo lokalni podavani.

Vyznakem farmaceutické soupravy podle vynalezu je dale to, Ze obsahuje kapsule ve formé
vhodné pro implantaci do a/nebo pobliz tkané rakoviny prsu nebo tkans rakoviny slinivky.

Farmaceuticka souprava podle vynalezu obsahuje cyklofosfamid a/nebo ifosfamid jako prodrogu.

Vyznakem ptedloZeného vynalezu je dale pouziti kapsuli podle vynalezu pro pripravu farmaceu-
tické soupravy a pouziti pro pfipravu farmaceutické kompozice pro ablaci nadorovych bungk.

Vynilez je zalozeny na tom, Ze se vyuZiva replikainé—defektni retrovirovy vektor nesouci gen
cytochromu P450 pod transkrip&ni kontrolou specifického regulagniho elementu nebo promotoru
cilové buiiky nebo promotoru indukovatelného rentgenovym zafenim.

Je to replikatné—defektni retrovirovy vektor, jak je uveden vy3e, kde vektor obsahuje oblast
5°LTR struktury U3-R-US; jednu nebo vice sekvenci zvolenych z kédujicich nebo nekédujicich
sekvenci; a oblast 3‘LTR zahrujici zcela nebo &aste&né deletovanou oblast U3, kde zminéna
deletovana oblast U3 je nahrazena polyvazebni sekvenci obsahujici specificky regula&ni element
nebo promotor cilové buiiky nebo promotor indukovatelny rentgenovym zafenim, nasledovany
oblasti R a US, ktera je charakterizovana tim, Ze alespoii v jedné z kédujicich sekvenci kdduje
cytochrom P450.

Replikaéné-defektni retrovirovy vektor, jak je uveden vyse, ve kterém je specificky regulani
element nebo promotor cilové buiiky zvolen z jednoho nebo vice elementii skupiny, kterou tvofi
WAP, MMTYV, specifické regulatni elementy a promotory blaktoglobulinu a kaseinu, specifické
reguladni elementy a promotory pankreatu v&etné regulagnich elementi a promotorti karbonat-
dehydratazy II a b-glukokinazy, specifické regula&ni elementy a promotory lymfocytd veetné
imunoglobulinu a MMTV lymfocytické specifické regulagni elementy a promotory a MMTV
specifické regulaéni elementy a promotory propiijéujici responsivitu glukokortikoidnim hormo-
niim nebo sméfujici expresi do prsni zlazy.

Replikaéné—defektni retrovirovy vektor, jak je uveden vyse, ve kterém jsou uvedené oblasti LTR
zvoleny z alespoii jednoho elementu skupiny, kterou tvofi LTR zMLV, MMTV, MSYV, SIV,
HIV, HTLV, FIV, FeLV, BLV a MPMV.

Replikaéné-defektni retrovirovy vektor, jak je uveden vyse, ve kterém je uvedeny retrovirovy
vektor zaloZen na vektoru BAG nebo vektoru pLXSN.

Replikalné—defektni retrovirovy vektor, jak je uveden vy3e, ve kterém je uvedeny retrovirovy
vektor pLX2B1 pfipraven, jak je popsano v ptikladu 1.

Replikaéné-defektni retrovirovy vektor, jak je veden vyse, ve kterém je uvedeny retrovirovy
vektor pc3/2B1 pfipraven, jak je popsano v piikladu 2.

Replikané—defektni retrovirovy vektor, jak je uveden vy3e, ve kterém jsou retrovirové sekvence
zapojené do integrace retroviru pozménény nebo alespoii &astetné deletovany.

Replikaéné—defektni retrovirovy vektor, jak je uveden vyse, ve kterém jsou uvedené regulacni
elementy nebo promotory regulovatelné jednanim molekul.
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Linie obalovych bun&k transfikovana replikaén&-defektnim retrovirovym vektorem, jak je
uveden vyS3e; uvedena linie obalové buiiky obsahuje alespoii jedno retrovirové nebo rekombinant-
né retrovirové vytvofené kédovani proteind, které je tieba pro obaleni uvedeného retrovirového
vektoru.

Linie obalové buiiky, jak je uvedena vy3e, kdy tato linie obalové buiiky je pivodem z hlodavce,
psa, kocky nebo je lidska a je histokompatibilni s lidskou tkani.

Linie obalové buriky, jak je uvedena vy3e, kdy tato linie obalové butiky je zvolena ze skupiny,
kterou tvofi psi-2, psi-Crypt, psi~-AM, GP+E-86, PA317 a GP+envAM-12.

Rekombinantni retrovirova &astice vyprodukovana kultivaci linie obalové buﬁky, jak je uvedena
vySe, ve vhodnych podminkach s nepovinné nasledujici izolaci produkované rekombinantni
retrovirové astice.

Farmaceuticka kompozice obsahujici rekombinantni retrovirovou &astici, jak je uvedena vyse,
nebo linii obalové buriky, jak je uvedena vyse.

Linie obalové buiiky, jak je uvedena vy3e, zapouzdfena v porézni membrang, ktera je propustna
pro rekombinantni retrovirové &astice produkované uvedenou linii obalové buiiky.

Linie obalové buiiky, jak je uvedena vys3e, zapouzdifena v komplexu, ktery tvofi sulfat celulézy
a polydimethyldiallylamonium.

Zpisob ablace bunék nadoru, ktery spodiva v podavani subjektu, ktery to potiebuje, terapeuticky
aCinného mnoZstvi rekombinantni retrovirové &astice, jak je uvedeno vyse, linie obalové buiiky,
Jak je uvedena vy3e, nebo zapouzdienou linii obalové buiiky, jak je uvedeno vyse a bud’ soudas-
n€, nebo s ¢asovym odstupem, rakovinovou prodrogu, kterou je mozno aktivovat cytochromem
P450.

Zpusob, jak je uveden vyse, kdy buiiky nadoru jsou buiikami nadoru prsu nebo pankreatického
nadoru.

Zpusob, jak je uveden vyde, kde rekombinantni retrovirova &astice, linie obalové buiiky nebo
zapouzdiena linie obalové buiiky je podévana injekci nebo implantaci do nadoru nebo mista
nadoru.

Pouziti rekombinantni retrovirové &astice, jak je uvedeno vyse, linie obalové buiiky, jak je
uvedeno vyse, nebo zapouzdiené linie obalové buiiky, jak je uvedeno vyse, pro pfipravu farma-
ceutické kompozice uZzite¢né pro ablaci bunék nadoru.

Retrovirovy provirus integrovany v lidském genomu, nesoucim gen s cytochromem P450 pod
transkripéni kontrolu specifického regulaniho elementu nebo promotoru cilové builky nebo
promotoru indukovatelného rentgenovym zarenim;

a lidska buiika obsahujici gen cytochromu P450 pod transkripéni kontrolou specifického regulac-
niho elementu nebo promotoru cilové builky nebo promotoru indukovatelného rentgenovym
zafenim.

Cytochromy P450 tvofi 3irokou skupinu monooxygenaz, které katalyzuji oxidaci $irokého
mnoZstvi substratl. Produkuji je nékteré bakterie, kvasinky a vy33i organismy tam, kde hraji
tllohu pti detoxikaci xenobiotok, v bioaktivaénich reakcich a metabolismu riznych endogennich
slougenin. :
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Cytochrom P450 katalyzuje hydroxylaci b&zn& uZivanych rakovinovych prodrog cyklofosfamidu
(CPA) a ifosfamidu na jejich aktivni toxické formy. Normaélné je exprese endogenniho genu
pacienta s cytochromem P450 omezena na jétra,a protitumorové i€inky systematicky aplikova-
nych CPA zéviseji na nasledné systemické distribuci toxickych metaboliti drog z jater. To vedlo
k problémiim s toxicitou, protoZe aktivovana droga ovliviiuje nejen tumor, ale rovnéz ovliviiuje
jiné normalni tkané pacienta, jako kostni dfefi a ledviny.

Terapeuticky pfistup, kde se gen cytochromu P450 selektivné zavadi do bun&k nadoru a je
v téchto burikach pfili§ exprimovany, by tento problém obesel. Toxické metabolity produkované
z transdukovanych bunék nadoru ovliviiuji okolni netransdukované buiiky nadoru zpiisobem
zavisejicim na gradientu koncentrace. Dal3i vyhodou systému cytochrom P-450/CPA je nezéavis-
lost na replikaci buiiky pro cytotoxické ucinky na okolni buiiky. Je tomu tak proto, Ze jeden
z generovanych aktivnich metabolitd pusobi mezi—fetézcové kiiZové vazby bez ohledu na fazi
buné&ného cyklu. Pozdéji, béhem syntézy DNA, je disledkem téchto mezi—fetdzcovych kiizo-
vych vazeb odumfeni buiiky.

Retroviralni vektory jsou nejéastéji pouZivané noside transferu gent pro klinické pokusy, které
byly dosud provedeny. Vétina z téchto pokusi viak pouzila pfistup ex vivo, kde byly buiiky
pacienta izolovéany, modifikovany v kultufe, a pak pacientovi znovu zavedeny.

Pro 1é¢bu rakoviny by bylo proveditelné izolovat buiiky pacienta (bud’ tumorové buiiky, nebo
normalni buiiky), infikovat je in vitro rekombinantni retrovirovou &astici nesouci gen kodujici
cytochrom P450, a pak je vratit do pacienta v blizkosti tumoru. Tento pfistup je vak neobyéejné
naroény na intenzivni praci, protoZze kazda z pacientovych bunék se musi izolovat, kultivovat,
transdukovat genovou konstrukci a Gsp&3né vratit bez infekce ndhodnymi &inidly. Néklady a &as,
které jsou tfeba pfi takovém pFistupu, omezuji jeho praktickou uZite¢nost.

Alternativné by bylo mozno pouzit alogenicky pfistup, kde jeden druh bunék je infikovan rekom-
binantni retrovirovou &astici nesouci gen kddujici P450 a pak jej pouzit pro 1é¢bu mnoha riiznych
pacientil. Takovy pfistup je mnohem proveditelngjsi, za pfedpokladu, Ze bude mozno piekonat
problémy imunitniho odmitnuti. Vé&tSina nadori vSak neni vhodna pro genovou terapii ex vivo.

Idealn€ by gen kodujici cytochrom P450 mél byt zaveden in vivo do buné&k néddoru nebo do
bunék v blizkosti nadoru.

Dodani gent iv vivo pfinasi mnoZstvi novych problémii. Zaprvé a predevsim je tieba se zabyvat
ivahami o bezpe€nosti.

Hlavni otazkou pfi eventualni genové terapii in vivo z hlediska bezpeénosti i z &isté praktického
hlediska je zacileni exprese. Je jasné, Ze terapeutické geny nesené vektory by nemély byt
exprimovany bez rozliSeni do viech tkani a bunék, ale spiSe jen do potfebné cilové buiiky. Toto
je zvlasté dulezité, kdyz geny, které maji byt pfeneseny, jsou takové geny aktivujici prodrogu,
které jsou urceny pro ablaci specifickych bunék nadoru. At pfi ablaci &i jinak, necilové buiiky by
byly zejmé velice nezadouci.

Zakladni nahodnd integrace provirové formy retrovirového genomu do genomu infikovanych
bun€k predstavuje zavazny eticky problém, protoze takova nihodna integrace miZe vést
k aktivaci protoonkogeni, a tak vést k vyvoji nové rakoviny. VétSina vyzkumnych pracovniki by
souhlasila, Ze replika¢né—defektni retrovirus, jako jsou viechny, které se b&zné pouzivaji, bude
s mizivé malou pravdépodobnosti integrovan do nebo blizko bun&&ného genu zapojeného
v kontrole bun&né proliferace. Obecné se viak také predpoklada, Ze explozivni expanze
populace replikace schopnych retroviri zjediného infek&niho pfipadu nakonec zajisti dost
integra€nich pfipadu, aby se takova fenotypicka integrace stala velice realnou moZznosti.
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Systémy retrovirovych vektori jsou optimalizovany tak, aby minimalizovaly moZnost pfitomnos-
ti replikace schopného viru. Je viak dobfe zdokumentovano, %e rekombina&ni ptipady mezi
komponenty systému retrovirovych vektorti miize vést k tvorbé potencialné patogenni replikace
schopného viru a bylo vytvofeno mnoho generaci vektorovych systémi, aby se minimalizovalo
toto riziko rekombinace (Salmons, B. a Giinzburg, W.H. (1993), Human Gene Therapy 4(2):
129-41.

Systémy retrovirovych vektori tvofi dva komponenty:

1) Retrovirovy vektor samotny je modifikovany retrovirus (vektor plazmid), ve kterém je gen
kédujici virové proteiny nahrazen terapeutickymi geny. Protoze nahrada gent kédujicich virové
proteiny u¢inn& mrzadi virus, musi byt zachranén druhym komponentem v systému, ktery
zajiSt'uje chybgjici virové proteiny pro modifikovany retrovirus.

Druhym komponentem je:

2) Linie buiiky, ktera produkuje velka mnoZstvi virovych proteinii, aviak chybi ji schopnost
produkovat replikace schopny virus. Tato linie buiiky je znama jako linie obalové bufiky a tvofi ji
linie buiiky transfikovan4 jednim nebo vice plazmidy nesoucimi geny, které umoziiuji zapouzdfe-
ni modifikovaného retrovirového vektoru.

Pro generovani rekombinantni retrovirové &astice je retrovirovy vektor transfikovan do linie
obalové buiiky. Za téchto podminek je modifikovany retrovirovy genom véetné vsunutého
terapeutického genu transkribovan z retrovirového vektoru a zapouzdien do modifikovanych
retrovirovych &astic. Tyto rekombinantni retrovirové &astice se pak pouZiji na infikovani
nadorovych bunék, béhem &ehoz vektorovy genom a jakykoliv cytotoxicky gen jsou integrovany
do DNA cilové buiky. Buiika infikovana takovou rekombinantni virovou &astici nemiZe
vyprodukovat novy vektorovy virus, protoze v téchto buiikich nejsou pfitomny Zadné virové
proteiny ale DNA vektoru nesouciho terapeutikum je integrovana do DNA buiiky a nyni mize
byt exprimovana v infikované buiice. '

Jiz dfive bylo popsdno mnoho systémi retrovirového vektoru, které by mély umoznit cileni
pienaenych cytotoxickych gent (Salmons, B. a Giinzburg, W.H. (1993), Human Gene Therapy
4(2): 129-41). Veétsina z téchto pfistupi zahrnuje bud’ omezeni infekéniho ptipadu na pfedem
definované typy bungk, nebo pouziti heterolognich promotorti pro nasmérovani exprese spoje-
nych heterolognich terapeutickych genti do specifickych typi nadorovych bun&k. Pouzivaji se
takové heterologni promotory, které by mély Fidit expresi spojenych genii pouze do t&ch typt
bunék, ve kterych je tento promotor normalné aktivni anebo dodatedné kontrolovatelny. Tyto
promotory byly dfive vsunuty spolu s terapeutickym genem do t&la retrovirovych vektord, na
misto gentl gag, pol nebo env.

Retrovirova dlouhd koncova perioda (LTR), ktera lemuje tyto geny, nese retrovirovy promotor,
ktery je obecn& nespecificky v tom smyslu, ¢ miZe pohanét expresi v mnoha riznych typech
bunék (Majors, J. (1990). v ,Retroviruses — Strategies of replication (Swanstrom, R. a Vogt,
P.K., Eds): Springer-Verlag, Berlin: 49-92). Byla popsana interference promotord mezi LTR
promotorem a heterolognimi internimi promotory, jako jsou specifické promotory tkané popsané
vySe. Kromé toho je znamo, Ze retrovirové LTR obsahuji silné posilovage, které mohou nezavisle
nebo ve spojeni s retrovirovym promotorem ovlivnit expresi bun&énych genii blizko mista
integrace retroviru. Ukézalo se, e tento mechanismus pfispiva k tumorigenicité u zvifat (van
Lohuizen, M. a Berns, A. (1990), Biochim.Biophys.Acta 1 032. 213-235). Tato dv& pozorovani
podporila vyvoj autoinaktivujicich vektori (SIN), ve kterych jsou retrovirové promotory funk&né
inaktivovany v cilové burice (WO 94/29437). Mezi dal$i modifikace t&chto vektorii patii vsunuti
kazet s promotorovym genem do oblasti LTR pro vytvofeni dvojitych kopii vektort (WO
89/11539). V obou t&chto vektorech viak jsou heterologni promotory vsunuté do téla vektoru
nebo do oblasti LTR pFimo spojeny s terapeutickym genem.
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Vyse popsany SIN vektor, ktery nese deletovany 3‘LTR (WO 94/29437), vyuziva kromé& toho
heterologni promotor jako promotoru Cytomegalovirus (CMV), misto retrovirového promotoru
5‘LTR (U3-volny 5°‘LTR) pro pohon exprese konstrukce vektoru v linii obalové buiiky.
Ve 3‘LTR je také zahrnut heterologni polyadenyla¢ni signal (WO 94/29437).

Cilem tohoto vynalezu je stavba bezpe&ného retrovirového vektoru, ktery obsahuje gen cytochro-
mu P450 jako terapeuticky princip. Tento novy vektor nese heterologni konstitutivni, indukova-
telny nebo pro tkan specificky promotor anebo regulaéni element ve 3°LTR, ktery se po infekei
zdvoji a je translokovan do 5°LTR v cilové buiice. V infikované buiice tak zavedeny promotor
kontroluje expresi genu cytochromu P450, ktery je vsunut do téla vektoru. Tento vektor nepro-
chazi autoinaktivaci — ale misto toho je zmé&na promotoru, kdy vznikd nazev ProCon vektor pro
konverzni vektory promotoru. Principy a vyhody systému ProCon jsou podrobnéji popsany ve
WO 9607748.

ProtoZe vysledkem konverze promotoru neni autoinaktivace, retrovirovy vektor bude transkrip¢-
né aktivni v cilové buiice. kromé toho oba LTR se budou z vét3i ¢asti skladat ze sekvenci hetero-
logni promotor/posilova¢ v cilové buiice. To snizi pravdépodobnost toho, aby integrovany vektor
v cilové buiice byl vystaven stejné inaktivaci po dlouha obdobi, jak bylo popsino u konvencnich
vektori (Xu, L., Yee, J.K. a kol, (1989), Virology 171:331-341) a rovnéZ sniZi moZnost
rekombinace s endogennimi retrovirovymi sekvencemi a vznik potencialn& patopgenniho replika-
ce schopného viru, a tak zvysi bezpe¢nost systému.

Podle vynalezu neni 5‘LTR konstrukce retrovirového vektoru modifikovana a exprese virového
vektoru v obalovych buiikach je pohanéna normalnim retrovirovym promotorem U3. Normalni
retrovirova polyadenylace je povolena a ve 3°LTR nejsou obsaZeny Zadné heterologni polyade-
nylaéni signly. To je dilezité pro rozvoj strategii genové terapie in vivo, protoze normalni
fyziologicka regulace viru prostfednictvim normalniho virového promotoru, a zahrnujici even-
tualné také normalni virovou kontrolu polyadenylace, bude po dlouh4 obdobi pfevazovat in vivo,
zatimco obalové buitky budou produkovat rekombinantni virus.

Po dosaZeni pfedchézejiciho a dal3ich cili vynalez poskytuje retrovirovy vektor, ktery prochazi
konverzi promotoru zahrnujici region 5‘LTR struktury U3-R-US; jednu nebo vice kédovacich
sekvenci zvolenych ze skupiny genii znamych jako geny cytochromu P450; a oblast 3‘LTR
obsahujici zcela nebo &aste¢né deletovanou oblast U3, kde uvedena deletovana oblast U3 je
nahrazena heterolognim promotorem, nasledovanym R a U5 oblasti.

Uvedeny promotor muZe byt konstitutivni jako Cytomegalovirus (CMV), pfimy prvotni promo-
tor/posilovag, indukovatelny jako glukokortikoidni hormony (napf. promotor MMTYV) nebo
specifické pro cilovou buiiku.

Specifické regula¢ni elementy a promotory pro cilovou buiiku jsou voleny z jednoho nebo vice
elementd jakéhokoliv genu, ale v této konkrétni form& mohou byt z promotori, které zahrnuji
regulagni elementy a promotory karbonétdehydratazy Il a beta-glukokinazy, regulatni elementy
a promotory specifické pro lymfocyty véetné regulaénich elementi a promotorti karbonatde-
hydratazy II a B—glukokinazy, regulaéni elementy a promotory specifické pro lymfocyty z acidic-
kych proteini syrovatky (WAP), mysi virus nadoru prsu (MMTYV), regulaéni elementy a promo-
tory specifické pro B-laktoglobulin a kaasein, regulaéni elementy a promotory specifické pro
pankreas v&etné lymfocytickych regulaénich elementi a promotoru specifickych pro imunoglo-
bulin a MMTYV a promotory a regulagni elementy specifické pro MMTYV a promotory pfena3ejici
responsivitu na glukokortikoidni hormony &i sméfujici expresi do prsni Zlazy. Mezi jiné
promotory patfi napnklad CD4, CD34 a promotory IL2. Uvedené regulaéni elementy a promoto-
ry reguluji nejlépe expresi uvedeného retrovirového vektoru.




10

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 288074 B6

Zda se, Ze oblast promotoru WAP, ktery je nutny pro zprostfedkovani specifi¢nosti prsni Zlazy, je
restrik&ni fragment 320 bp Xhol/Xbal (413 az -93) (Kolb, A F., Giinzburg, W.H., Albang, R.,
Brem, G,, Erfle, V., a Salmons, B. (1995), Biochem. Biophys. Res. Commun. 217, 1045-1052).
Urtité experimenty kromé toho naznaluji, Ze fragment promotoru 0.6 Kb Pstl MMTV (Salmons,
B., Groner, B., Calberg Baca, C.M., a Ponta, H. (1985), Virology 144: 101-114) miiZe hrat ilohu
pri regulaci specifi¢nosti exprese prsni Zlazy vykazovanou MMTV (Kolb, A F., Giinzburg, W.H.,
Albang, R., Brem, G., Erfle, V., a Salmons, B. (1995), Biochem. Biophys. Res. Commun. 217,
1045-1052).

Oblasti LTR se voli alespoii z jednoho elementu skupiny, kterou tvofi LTR viru mysi leukémie
(MLV), my3i virus nadoru prsu (MMTV), my3i virus sarkomu (MSV), opi&i virus imunode-
ficience (SIV), lidsky virus imunodeficience (HIV), lidsky virus leukémie T-buitky (HTLV),
ko€i¢i virus imunodeficience (FIV), ko&i&i virus leukémie (FELV), hovézi virus leukémie (BLV)
a virus opice Mason—Pfizer (MPMV).

Retrovirovy vektor je s vyhodou zaloZen na vektoru LXSN (Miller, A.D. a Rosman, G.J. (1989),
Biotechniques 7:980-990), pBAG (Price, J., Turner, D. a kol., (1987), Proc.Natl. Acad.Sci. USA
84: 156-160) nebo hybridu obou.

Kédujici sekvence terapeutického genu miiZze byt jakykoliv gen cytochromu P450, ale s vyhodou
je to krysi cytochrom P450 forma 2B1, kterou definovali Fuji~Kuriyama, Y., Mizukami, Y.,
akol., (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 2793-2797.

V dal3i konkrétni formé& vynalezu je zaji$tén systém retrovirového vektoru, ktery tvofi retroviro-
vy vektor, jak byl popsan vy3e, jako prvni komponent a linie obalové buiiky obsahujici alespori
Jjednu retrovirovou nebo rekombinantn& retrovirovou kédujici konstrukci pro proteiny, ktera je
nutna pro zapouzdfeni uvedeného retrovirového vektoru.

Linie obalové buiiky je vyhodou zvolena z elementu skupiny, kterou tvofi ¥-2, Y—Crypt, ¥—
AM, GP+E-86, PA317 a GP+envAM-12, nebo kterakoliv z téchto konstrukci supertransfikovana
rekombinantem, coZ umozZiuje expresi povrchovych proteini z jinych zapouzdienych viri.

Vynalez rovnéz zahrnuje mRNA vyplyvajici z retrovirového vektoru podle vynalezu.

V linii obalové buriky je exprese retrovirového vektoru regulovina normaélnim neselektivnim
retrovirovym promotorem obsaZenym v oblasti U3. Jakmile v8ak vektor vstoupi do cilové buiiky,
dojde ke konverzi promotoru a gen P450 je exprimovan z vyb&rového promotoru specifického
pro tkafi nebo indukovatelného, vsunutého do vektoru ProCon. Nejen Ze jakykoliv promotor
specificky pro tkaii je moZzno do systému zahrnout, ¢imZ umoziiuje selektivni zacileni $irokého
mnoZstvi rtiznych typli bunék, ale kromé toho po konverzi jiz struktura a vlastnosti retrovirového
vektoru nepfipominaji strukturu a vlastnosti viru. To ma samoziejmé neobyéejné vyznamné
dusledky z hlediska bezpeénosti.

Tyto vektorové systémy budou pouzity pro generovani rekombinantniho viru, ktery je mozno
poutZit pro infikovani nadorovych nebo normalnich bunék in vivo.

Rekombinantni retroviry, které byly purifikovany nebo koncentrovany, je mozno uchovat prida-
nim nejdfive dostate¢ného mnozstvi formulaéniho pufru do média obsahujiciho rekombinantni
retrovirus, aby se vytvofila vodna suspenze. Formulaéni pufr je vodny roztok, ktery obsahuje
sacharid, strukturdlni aditivum s vysokou molekulovou hmotnosti a pufrovaci komponentu ve
vodé€. Vhodny roztok muzZe také obsahovat jednu nebo vice aminokyselin.

Rekombinantni retrovirus je také mozno uchovat v purifikované formé. Konkrétng&ji, pfed
pfidanim formulaéniho pufru miZe byt vyse popsany surovy rekombinantni retrovirus vygistén
pfes filtr, a poté se zkoncentruje, jako systémem koncentrace s pfiénym tokem (Filtron Technolo-
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gy Corp., Nortborough, MA). V ramci jedné konkrétni formy se pfida DN4za do koncentratu, aby
byla digerovana exogenni DNA. Vyluh se pak diafiltruje, aby se odstranily nadbytetné kompo-
nenty média a vytvofil se rekombinantni retrovirus ve vhodnéj$im pufrovaném roztoku. Diafiltrat
se pak vede pres gelovou kolonu Sephadex S—500 a vymyva se purifikovany rekombinantni
retrovirus. K tomuto eluatu se pfida dostate¢né mnozstvi formula¢niho pufru, aby bylo dosazeno
pozadované finalni koncentrace konstituent a aby se rekombinantni retrovirus minimalng zfedil
a vodna suspenze se pak skladuje, nejméné pfi —70 °C nebo okamzité¢ vysusena. Jak bylo
uvedeno vySe, formulaéni pufr je vodny roztok, ktery obsahuje sacharid, strukturalni aditivum
s vysokou molekularni hmotnosti a pufrovaci komponentu ve vodg. tento vodny roztok miize také
obsahovat jednu nebo vice aminokyselin.

Surovy rekombinantni retrovirus je také mozno purifikovat chromatografii v ionexové koloné.
Obecné se surovy rekombinantni retrovirus &isti pies filtr a filtrat se zalozi do kolony, ktera
obsahuje vysoce sulfonovanou celulézovou matrici. Rekombinantni retrovirus se vymyva z kolo-
ny v purifikované formé& pfi pouziti vysoce solného pufru. Vysoce solny pufr se pak nahradi
vhodnéj$im pufrem tak, Ze elauat se vede pies kolonu molekularniho vylu€ovani. Poté se pfida
dostatecné mnozstvi formulaéniho pufru, jak je uvedeno vyse, do purifikovaného rekombinantni-
ho retroviru, a pak se vodna suspenze bud’ okamzit& vysusi, nebo skladuje, nejlépe p¥i —70 °C.

Vodnou suspenzi v surové nebo purifikované formé je mozno vysusit lyofilizaci nebo odpafova-
nim pfi teploté¢ mistnosti. Konkrétné, lyofilizace zahrnuje kroky ochlazeni vodné suspenze pod
teplotu skelného prechodu nebo pod teplotu eutektického bodu vodné suspenze a odstranéni vody
z ochlazené suspenze sublimaci, takZe se vytvofi lyofilizovany retrovirus. Kdyz je rekombinantni
retrovirus lyofilizovan, je stabilni a muze byt skladovan pfi teploté¢ 20 °C az 25 °C, jak je
podrobnéji uvedeno dale.

Pii metodé odpafovani se voda odstrani z vodné suspenze pfi teploté mistnosti odpafovanim.
Vodu je také mozno odstranit rozpraSovacim susenim.

Vodné roztoky, které se pouzivaji pro formulaci, jak bylo popséno vyse, se skladaji ze sacharidu,
strukturalniho aditiva s vysokou molekulovou hmotnosti, pufrovaciho komponentu a vody.
Roztok miZe také obsahovat jednu nebo vice aminokyselin. Kombinace téchto komponenti
funguje tak, aby zachovala aktivitu rekombinantniho retroviru pfi zmrazeni a lyofilizaci nebo
suSeni pomoci odpafovani.

Strukturélni aditivum s vysokou molekulovou hmotnosti pomaha zabranit agregaci viru béhem
zmrazovani a zajiStuje strukturdlni podporu v lyofilizovaném nebo suSeném stavu. V kontextu
tohoto vynalezu se podkladaji strukturalni aditiva za strukturalni aditiva ,,s vysokou molekulovou
hmotnosti“, jestlize jsou vétsi, nez 5000 m.h. Nejlep3im strukturdlnim aditivem s vysokou
molekularni hmotnosti je lidsky sérovy albumin. Aminokyseliny, jestlize jsou pfitomny, funguji
tak, aby dale zachovaly infektivitu viru pfi ochlazeni a rozmrazovani vodné suspenze. Kromé
toho funguji aminokyseliny tak, aby se dale zachovala infektivita viru béhem sublimace ochlaze-
né vodné suspenze a kdyz je v lyofilizovaném stavu.

Pufrovaci komponent funguje tak, aby pufroval roztok tim, Zze zachova relativné konstantni pH.
Je mozno pouzit rizné pufry v zavislosti na pozadovaném rozsahu pH, nejlépe mezi 7,0 a 7,8.

Vodné roztoky pro vytvoreni rekombinantnich retroviri jsou podrobné popsany ve WO-A2-
96121014.

Kromé toho, je lepsi, aby vodny roztok obsahoval neutrdlni sul, kterd se pouzivad na upravu
finéIn& vytvoreného rekombinantniho retroviru na pfislusnou izoosmotickou koncentraci soli.

Lyofilizované nebo dehydrované retroviry je mozno rekonstituovat za pouziti riiznych substanci,
ale nejlépe se rekonstituuji pfi pouZiti vody. V uritych pfipadech je mozno také pouzit zfedéné
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slané roztoky, které dovedou finalni formulaci k izotonicité. kromé& toho, miize byt vyhodné
pouZit vodné roztoky obsahujici komponenty, o kterych je znamo, Ze podporuji aktivity rekonsti-
tuovaného retroviru. Mezi takové komponenty patii cytokinazy, jako IL-2, polykationty, jako
protaminsulfat nebo jiné komponenty, které podporuji transdukéni Gidinnost rekonstituovaného
retroviru. Lyofilizovany nebo dehydrovany rekombinantni retrovirus maze byt rekonstituovan
Jjakymkoliv vhodnym mnoZstvim vody nebo rekonstituénich &inidel, kterd umoziiuji podstatnou
a rad€ji uplnou solubilizaci lyofilizovaného nebi dehydrovaného vzorku.

Rekombinantni retrovirové &astice mohou byt podavany do Sirokého mnoZstvi mist, véetné
napfiklad takovych mist, jako je organ nebo misto nadoru. V jinych konkrétnich formach miize
byt rekombinantni retrovirus podévén oralng, intravenézng, bukaln&/sublingvalng, intraperito-
nealné nebo podkozné. Denni davkovéni zavisi na presném zplisobu podavani, formé, v niz se
podava, indikaci, proti které je podavani zaméfeno, daném subjektu a télesné véze daného
subjektu, a dale na preferenci a zkusenostech povéteného lékare.

Zpusoby podavani zde popsané je moZno uskutegnit prostd pfimym podanim za pouZiti jehly,
katétru nebo souvisejiciho zafizeni. Konkrétng, u ur&itych konkrétnich forem vynalezu, je mozno
pfimo podat jednu nebo vice davek.

V jedné konkrétni formeé vynéalezu budou obalové buiiky uzavieny v kapsulich. Pro Gi&innou 1é&bu
museji buiiky produkujici virus pfezit dlouha obdobi v cilovém orgénu po implantaci a virus musi
byt béhem téchto obdobi produkovéan a uvoliiovan z obalovych bunék. Tim by svym dinkem
obalové butiky, které produkuji virus, pfedstavovaly malou tovarnu na vyrobu viru, umisténou na
misté aplikace. To umoZni Ginnou dodavku rekombinantniho viru in vivo. Jinak infikované
normalni builky, lidského piivodu nebo bufiky piivodem zjinych druhii, budou zapouzdieny
a implantovény, a tak vytvoli malou tovarnu na konverzi prodrogy, kterou je moZno umistit
blizko nebo do hmoty nadoru.

Dlouhodobé tinnost tohoto pistupu zavisi na (1) ochrané bun&k z hostitelského imunitniho
systému, ktery by normalné eliminoval bufiky produkujici virus nebo infikované buiiky, zviasts
jestlize tyto buiiky jsou zriiznych druhd, jak tomu obvykle je v pfipadé bunék produkujicich
retrovirovy vektor a na (2) pFeZiti in situ po dlouha obdobi, coz miize vyZadovat vaskularizaci.

Bylo zjiSté€no, Ze neustdlé produkce vektorového viru z implantovanych obalovych bungk je
mozno dosahnout pfisluSnym zapouzdienim obalovych bun&k produkujicich virus pted implanta-
ci, vmikrokapslich s polopropustnymi membranami. Kromé toho bylo zjiténo, %e takové
kapsule se v hostiteli dobfe naroubuji, dojde u nich k vaskularizaci a nevyvolavaji imunitni nebo
zangtlivou reakci hostitele. Tato zjisténi, spolu s polopropustnosti membrany kapsuli, umoziiuje
dlouhodobou dodéavku retroviralniho vektoru in vivo.

Byla vyvinuta technologie zapouzdfeni zajist'ujici enkapsulaci obalovych bun&k produkujicich
virus a bunék infikovanych virem nebo normalnich bun&k v materilu na zakladé celulézy. P¥i
pouZiti této techniky se zapouzdii az 10", ale spide 10°-10 bunék v komplexu elektrolytu (napf.
z algindtu a polylyzinu nebo radgji sulfatu celulézy a polydimethyl-diallylamonium chloridu)
nebo v jinych poréznich strukturach (jako polyamidy, polysulfony). Vysledné kapsule mohou mit
rizny primér mezi 0,01 a 5 mm, ale s vyhodou 0,1 a 1 mm. Je tedy moZno vyrobit kapsule, které
budou obsahovat riizné mnoZzstvi bungk. Kapsule je polopropustna s péry, které jsou dostateéné
velké, aby umoziiovaly virim nebo molekuldm prodrog prostupovat, ale dostateéné malé, aby
chréanily buiiky imunitniho systému pfed pfistupem bungk, &imz vyznamné sniZuje imunitni
reakci na tyto buiiky. Kapsule a zapouzdené buriky se kultivuji v normalnim kultivagnim médiu
pro buiiky (jeho povaha zivisi na linii zapouzdfené buriky) pfi standardnich podminkach
vihkosti, teploty a koncentrace CO,.
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Po vhodné dob& kultivace (norméln& ne méné nez 1 hodinu a ne vice nez 30 dni), mohou byt
kapsule obsahujici buiiky chirurgicky implantovany do riiznych oblasti bud’ ptimo, nebo injekci
za pouziti injekéni stiikacky.

V rizné dob& po implantaci enkapsulovanych bun&k miZe byt hostitel lé¢en cyklofosfamidem
nebo ifosfamidem lokdlné nebo systemicky. Buiiky infikované virem exprimujicim cytochrom
P450 zméni tyto prodrogy na aktivni metabolity, které pisobi alkylaci a pfi¢nou vazbu DNA.
RovnéZz buiiky nesouci a exprimujici gen cytochromu P450 (jako zapouzdfené infikované buitky
nebo obalové buiiky) budou také katalyzatorem této konverze. V jedné konkrétni form& tohoto
vynélezu tyto zapouzdfené infikované nebo obalové bufiky budou bud’ pomalu se délici buiiky,
nebo builky, které byly oSetfeny mitomycinem C, nizkymi davkami zafeni nebo jinymi
prostfedky, které zabrani replikaci bunék, a tak zabrani tomu, aby butiky samy byly ovlivnény
cytotoxickymi G¢inky prodrog.

Nasledujici ptiklady budou tento vynalez dale ilustrovat. Tyto pfiklady vsak v Zadném pripadé
nejsou minény tak, aby omezovaly rozsah tohoto vynalezu, protoZe zfejmé modifikace budou
patmé pro kohokoliv, kdo je zb&hly v této technice.

Priklad 1

Tento pfipad popisuje stavbu retrovirového expresniho vektoru pro intratumoralni infekci, ktery
obsahuje gen pro krysi cytochrom P450 2B1.

Vektor exprese pLX2B1, znazornény na obrazku 1, byl konstruovan ligaci fragmentii ziskanych
z plazmidu pLX125 a pSW1 (Kedzie, K.M., Escobar, G.Y., Grimm, S.W., He, Y.A., Pepperl,
D.J., Regan, J.W., Stevens, J.C., a Halpert, J.R. (1991), J. Biol. Chem. 266(33). 2 215-2).
pLX125 byl pfipraven, jak je popsano v pfihlaSce (PCT/EP96/04447 zveiejnéné jako
WO097/13867).

Plazmid pLX125 byl linearizovan a Hpal a vysledné tupé konce defosforylovany pii pouZiti
teleci stfevni fosfatazy. DNA byla purifikovana separaci na 1 % gelové agarose, excize a pfiprava
pouZivala protokol Qiaquick (Qiagen). Po precipitaci ethanolem byla DNA znovu suspendovana
ve vodé.

Klonovaci vektor pSW1 byl §tépen pomoci Smal a Hincll, aby vznikly dva fragmenty s tupymi
konci. Smés vyluhu byla separovana na 1 % gelové agarose. Nejkratsi fragment (1,5kb), ktery
obsahoval krysi cytochrom P450 2B1 ¢cDNA (Fuji~Kuriyama, Y., Mizukami, Y. a kol. (1982),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 2793-2797) byl vyfiznut a eluovén za pouZiti protokolu Qiaquick
extrakce DNA, ethalonem precipitovan a znovu suspendovan ve vodg.

7,6 Mol pLX125 a 24 fMol fragmentu Smal/HindIl z PSW1 byly smichény a ligovany 3 dny pfi
12 °C za pouziti T4-ligazy (Boehringer). Ligiza byla inaktivovéana pfi 65 °C po dobu 10 min
aDNA precipitovana 10 nasobnym objemem butanolu. Precipitovani DNA byla znovu
suspendovana ve vodé a elektroporovana do bakterie DH10B (Gibco). Byly vybrany kolonie
resistentni na ampicilin, pfipravena DNA a zku3ebné $tépena se SspBI/Sall, BamHI/SspBI, Pvul
a BamHI. Kone¢ny spravny plazmid byl oznaéen pLX2B1 (viz Obr. 1).

Lipofekce

Jeden den pred lipofekei bylo nasazeno 3x10° retrovirovych obalovych bungk PA317 (Miller,
A.D. a Buttimore, C. (1986), Mol. Cell. Biol. 6: 2895-2902) do 10 c¢m petriho nebo kultivagnich
misek. V den infekce byly 4 pg pLX2B1 smichany se 300 ul média bez séra. Soub&zné bylo
45 ul Lipofectaminu (Gibco BRL) smichano se 300 ul média bez séra. Roztok obsahujici
plazmid byl pfidan ke smési Lipofectaminu a inkubovan po dobu 45 min. Po 35 min byly buiiky
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jednou promyty 6 ml média bez séra. 2,4 média bez séra bylo pfidino ke smési lipofekce
a vysledny 1 ml byl vloZen na pfipravené buiiky. Po 5 hodinach byly ptidany 3,5 ml Dulbeccova
modifikovaného Eagles média s obsahem 20 % FCS. Ptistiho dne byly buiiky vystaveny trypsinu
a rozfedény v poméru 1:20 a nasazeny na 100 mm misku. Po 24 hodinich byla média nahrazena
médiem obsahujicim analog neomycinu G418. Populace bungk byly izolovany a analyzovany pro
expresi cytochromu P450.

Supernatant z téchto populaci bun&k by! pouZit pro infikovéni cilovych bun&k CK. 1 ml superna-
tantu obsahujiciho virus z 5x10° bun&k byl prefiltrovan pres filtr 0,45 um a pfidan do 1x10°
cilovych CK bunék za pFitomnosti 8 pg/ml polybrenu. Po 4 hodinach byl pfidan ml Dulbecco
modifikovaného eagles média s 10 % fetalniho teleciho séra. piisti den byly buiiky vystaveny
trypsinu, zfedény a o 24 hodin pozdgji vlozeny do selekéniho média obsahujiciho dalSich
400 ng/ml G418. Po 2 tydnech byly izolovany kolonie resistentni na G418 a testovany na aktivitu
cytochromu P450 2B1. 2x10* bun&k bylo rozprostfeno na 3 cm misku a vystaveno koncentraci
ifosfamidu ménici se mezi 0 a 5 mM. Byla pozorovana vy3si senzitivita bun&k infikovanych
retrovirem s cytochromem P450 2B1 ve srovnani s kontrolnimi, neinfikovanymi butikami.

Enkapsulace (Zapouzdreni)

Ziskané obalové buitky produkujici retrovirovy vektor jsou zapouzdieny, jak je popsano
v ptikladu 2 ve WO 97/01357.

Implantace

Ziskané kapsule jsou zbaveny chirurgickym zakrokem ,kli¢ovou dirkou® blizko nebo do
transplantovanych nebo spontinnich nadori BAL/c nebo GR mys3i. Asi $est kapsuli o prim&ru
1 mm je vlozeno na kaZdém mist& operace. Misto po chirurgickém zikroku je uzavieno 1
suturou. Mysi jsou pak lé¢eny cyklofosfamidem nebo ifosfamidem lokalng, primou intratumo-
ralni injekci 100 pl 20 mg/ml nebo systematickymi koncentracemi 130 mg CPA/kg télesné véhy
i.p.a 40-60 mg IFO/kg t€lesné vahy i.p. po dobu maximélng& 10 tydnd. Béhem této doby se denné
monitoruje velikost nadoru a makroskopicky vzhled. My3i jsou pak usmrceny, tka#i obsahujici
vsunuta kapsule a tumor vyjmuta, a pfipraveny histologické fezy pro svételnou a elektronovou
mikroskopii. Tyto fezy jasn& ukazuji dobré naroubovéni pouzder, vaskularizaci a 2adné dikazy
pritomnosti lymfocyti, které by indikovaly bun&&nou imunitni reakci. Tyto fezy také nevykazuji
Zadné znamky odumieni bun&k nebo nekrézy v ramci kapsule. Naopak tumor vykazoval nekrézu
a makroskopicky bylo za testované obdobi jasné zmen3eni velikosti.

Priklad 2

Tento pfiklad popisuje stavbu stabilni bunéiné linie, ktera exprimuje konstitutivng krysi
cytochrom P450 2B1.

Expresni vektor pc3/2B1 byl vytvofen ligaci fragmentii ziskanych z plazmidu pcDNA3 (Invitro-
gen) a pSW1 (Kedzie, K.M., Escobar, G.Y., Grimm, S.W., He, Y.A_, Pepperl, D.J., Regan, J.W.,
Stevens, J.C., a Halpert, J.R. (1991), J. Biol. Chem. 266(33): 2 215-21).

Plazmid pcDNA3 byl $tépen pomoci Xhol/Xbal a vysledné fragmenty s lepivymi konci byly
defosforylovany za poutziti teleci stfevni fosfazy. DNA patef vektoru byla purifikovana separaci
na 1% gelové agarose, excize a pfiprava pouzivala protokol Qiaquick (Qiagen). Po precipitaci
ethanolem byla DNA znovu suspendovana ve vodé.

Klonovaci vektor pSW1 byl $tépen pomoci Xhol a Xbal, aby vznikly dva fragmenty. Smés

vyluhu byla separovana na 1 % gelové agarose. Nejkrat$i fragment (1,5kb) obsahujici cDNA
krysiho cytochromu P450 2B1 (Fuji-Kuriyama, Y., Mizukami, Y. a kol., (1982), Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 79: 2793-2797) byl vytiznut a eluovan za pouZiti Qiaquick protokolu extrakce
DNA, precipitovéan ethanolem a znovu suspendovan ve vodé.

8,3 fMol patefe pcDNA3 a 24,8 fMol fragmentu Xhol/Xbal a pSW1 byly smichany dohromady
a ligovany 1 den pii 12 °C pfi pouziti T4-ligizy (Boehringer). Ligaza byla inaktivovana pfi
65 °C po dobu 10 min a DNA precipitovani butanolem s 10 nasobnym objemem butanolu.
Precipitovana DNA byla znovu suspendovéna ve vodé a elektroporovana do bakterie DH10B
(Gibco). Byly vybrany kolonie resistentni na ampicilin, pfipravena DNA a zkuSebné 3t&pena
pomoci EcoRI, BamRYV a Xhol. Finélni spravny plazmid byl oznagen pc3/2B1.

Lipofekce

Pred dnem transfekce bylo 3x10° bun&k z kogi&i ledviny nasazeno do 100 mm misek. V den
transfekce byly 4 pg pc3/2B1 smichany se 100 pl média bez séra. Zaroveii bylo smichano 15 pl
Lipofectaminu se 100 pl média bez séra. Roztok obsahujici plazmid byl pfidan ke smési
Lipofectaminu a inkubovan po dobu 45 min. Po 35 min byly buiiky jednou promyty 2 ml média
bez séra. 800 pl média bez séra bylo pfidano ke smési lipofekce a vysledny 1 ml byl din na
pfipravené buiiky. Po 6 hodinach byl pfidan 1ml DNEM (Glutamax) s 10 % FCS. PFisti den se na
buiiky plisobilo trypsinem a byly zfedény faktorem deset a nasazeny na 100 mm misku. Po 24
hodinach bylo médium nahrazeno neomycinovym médiem. Po 14 dnech byly izolovany klony
resistentni na neomycin a testovany na pfitomnost a aktivitu vektoru.

Buriky kocic¢i ledviny exprimujici cytochrom P450 vykazovaly desetindsobné vyssi citlivost na
ifosfamid nebo cyklofosfamid ve srovnani s butikami standardniho typu.

Vedlejsi ucinek bylo moZno demonstrovat na normalnim typu bungk kogi¢i ledviny, ale také na
buitkich Rin5 derivovanych na pankreatickém nadoru. To bylo ukézano spolednou kultivaci
klont bun¢k kogi¢i ledviny P450 2B1 bud’ s neprodukujicimi buiikami kogi&i ledviny normalniho
typu, nebo buiikami Rin5 derivovanymi z krysiho pankreatického nadoru a pfidanim ifosfamidu.
Neprodukujici CK a Rin builky jsou zahubeny toxickymi metabolity ifosfamidu, které jsou
produkovany a uvoliiovany buiikami kogi¢i ledviny s cytochromem P450 2B1. Titraéni studie za
pouziti klont jedné buiiky kogi¢i ledviny s cytochromem P450 2B1 vykazovaly, Ze pouhych
0,25 mM ifosfamidu ma specifické toxické uginky na tyto butiky a vysledkem 1-2 mM je
odumieni viech bun&k. Klony buiiky ko&i¢i ledviny s cytochromem P450 2B1 byly vykézany
analyzou fetézové reakce polymerazy, ktera ziskala genovou konstrukci DNA P450 2B1. Dalsi
biochemicka analyza klonl za pouZiti enzymatické dealkylace 7-pentoxyresorufinu cytochro-
mem P450 2B1 odhalila, Ze geneticky modifikované buiiky produkuji cytochrom P450 2B1.

Kapsule obsahujici tyto buiiky byly vyrobeny jak je uvedeno v pfikladu 1 a implantovany do
mys3i blizko mista nddoru. Po 1é¢bé cyklofosfamidem nebo ifosfamidem byla hodnocena ti¢innost
1é€by, jak je popséano vyse.

Retrovirovy expresni vektor, ktery obsahuje‘ gen kodujici krysi cytochrom P450-2B1, mizZe byt
také pripraven, jak je dale popsano v ptikladé 4.

Priklad 3

Plazmid pLX125 byl nejdiive Casteéné $tépen restrikénim enzymem Xhol, aby vznikl vektor,
ktery je linearizovany na pozici 3547. Tento linedrni plazmid byl dale $tépen restrikénim
enzymem SspBI, aby se odstranil kratky fragment ve vicevazebném pLX125. V reparativnim
gelu se ukazalo, Ze spravné odfiznuty fragment vektoru je nejvét$sim pasem. P¥i pouZiti protokolu
Quiaex (Qiagen) byla DNA v tomto pasu eluovana a purifikovana z gelu.
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Pro ziskani genu krysiho cytochromu P450 2B1, byly buiiky z linie bun&k krysiho hapatomu
HTC podrobeny lyzi s roztokem D (4 M guanidium thiokyanatu, 25 mM citratu sodného pH 7,
0,5 % N-natrium-laurylsarkosinu, 0,1M 2-merkaptoethanolu) a celkovd RNA byla extrahovéna
pfidanim 1/15 objemu 3M octanu sodného, ptidany byly pfi stejném objemu vody saturovany
fenol a 1/5 objemu chloroform/izoamylalkoholu (49:1) a cela smés silné michana. Po 15 min na
ledu byl extrakt odstfed’ovan 20 min pfi 4 °C pfi 10 000 g. RNA ve vodné fazi byla precipitovina
s jednim objemem izopropanolu po dobu 3 min pfi —20 °C a odstfed’ovana pri 10 000 g pfi 4 °C.
Peleta byla promyta v 70 % ethanolu a ponechana pfi teploté mistnosti po dobu 15 min
odstfed’'ovani pfi 4 °C a 10 000 g byla peleta suiena ve vakuové su$iéce a znovu rozpusténa
v 0,5% roztoku SDS.

Extrahovandi RNA byla reverzn& transkribovana pfi pouZiti protokolu pro syntézu cDNA
(Pharmacia). Vysledna cDNA byla pouZita jako matrice pro PCR. Primery byly navrZeny tak,
aby obsahovaly SspBI restrikéni misto (podtrzené) vlevém  primeru (5‘-
AAGCCTGTACACTGGAGAGCATGCAC-3) a celé misto Xhol (podtrzené) v pravém prime-
ru (5*“CGATTACTCGAGACCTGGCTGCCTCA-3¢). Oba primery maji dodatedné baze na 5~
konci pro vy33i G&innost $tépeni odpovidajicim restrikénim enzymem. 1526 bp—produkt byl
Stépen pomoci Xhol a SspBl, aby se ziskaly tfi fragmenty.

Tento nejdeli fragment (1545 bp), obsahujici gen pro cytochrom P450, byl podvazin do
Xhol/SspBI $tépeného plazmidu pLX125.

Stabilni linie bunék, ktera exprimuje krysi cytochrom P450 formu 2B1 konstitutivn€, miZe byt
také pripravena jak je dle popsano v pikladu 5.

Priklad 4

Pro ziskiani mRNA zkrysiho cytochromu P450 forma 2B1 byla usmrcena &tyfi tydny stard
samice krysy, jatra byla vyjmuta a okamzZit& zmraZena v kapalném dusiku. Zmrazena jatra byla
vloZena do sterilizovaného filtrovaného GTC—pufru (6M guanidium izothiokyanat, 5 mM citrat
sodny, 0,1M 2-merkaptoethanol, 0,5 % N-natrium-laurylsarkosin) a homogenizovana pfi teploté
mistnosti. Pro separaci RNA byl extrakt z jater dan na polstaf chloridu cesného (5,7 M chlorid
cesny, 0,IM EDTA) a odstiedén ve sklopném rotoru pfi 20 °C a 32 000 ot/min pfes noc.
Po Uplném odstranéni supernatantu byla peletovana RNA znovu rozpusténa v ledové studeném
10mM Tris pH 7,5 a precipitovana pfes noc pfi —20 °C s 1/15 objemu 3M octanu sodného a 2,5
objemu ethanolu. RNA byla odstfed’ovana ke dnu 40 min pfi 8 000 ot/min a 4 °C a vysuiena
peleta znovu suspendovana ve sterilni vodé.

Extrahovand RNA byla reverzné transkribovand za pouZiti protokolu pro syntézu cDNA
(Pharmacia). Vyslednd cDNA byla pouzita jako matrice pro nasledujici PCR. Primer byl navrzen
tak, aby  obsahoval  restrikéni  misto = EcoRlI  vlevém primeru  (5°-
CGTGCGGAATTCGGCGGATTCAGCAT-3¢) a restrikéni misto AcoRVI v pravém primeru
(5‘-“ATAACGGATATCACCTGGCTGCCTCA-3‘). Oba primery mély dodateéné bize na
S‘konci pro vy38i uCinnost S$tépeného enzymu. 1588 bp-amplifikator byl $tépen s EcoRI
a AcoRYV, aby se ziskali tfi fragmenty.

Tento nejdelsi fragment (1572 bp), obsahujici gen pro cytochrom P450 2B1, byl ligovan do
EcoRI/EcoRYV stépeného plazmidu pcDNA3 (Innvitrogen).
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Priklad 5

Stavba ProCon vektoru obsahujiciho gen krysiho cytochromu P450 pod transkripéni kontrolu
WAP promotoru.

Extrahovana RNA pfipravena podle pfikladu 4 byla reverzné transkribovana za pouzZiti protokolu
pro syntézu cDNA (Pharmacia). Vyslednd cDNA je pouzita jako matrice (templat) pro PCR.
Primery byly navrzeny tak, aby obsahovaly restrikéni misto BamHI (podtrzeno) v levém primeru
(napf. 5'°-~AAGCCGGATCCCTGGAGAGCATGCAC-3¢) a BamHI misto (podtrzeno) v pravém
primeru (napf. 5‘-“CGATTAGGATCCCTGCCTCA-3‘). Oba primery maji dodate¢né baze na
5¢~konci pro vyssi udinnost $tépeni odpovidajicim restrikénim enzymem. 1526 bp produkt je
Sté¢pen pomoci BamHI a ziskany fragment obsahujici gen pro cytochrom P450 je ligovan do
BamHI 3té€peného plazmidu pWAP6 (viz pfihlaska PCT &. PCT/EP96/03922 zvefejnéna jako
W097/09440).

PATENTOVE NAROKY

1. Kapsule zapouzdiujici buriky produkujici cytochrom P450, vyznaéujici se tim,
Ze sestdva z porézni membrany jeZ je propustna pro prichod molekul prodrogy do kapsule,
pfi¢emz molekuly prodrogy jsou pfeméiiovany na aktivni metabolity cytochromem P450.

2. Kapsule podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze materidl kapsule sestava z komp-
lexu tvofeného sulfatem celul6zy a polydimethyldiallylammonia.

3. Kapsule podle naroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, ze buitka produkujici cyto-
chrom P450 obsahuje savéi expresni vektor pcDNA3 nesouci gen cytochromu P450 z krysich
jater, jenz kéduje cytochrom P450 2B1.

4. Kapsule podle kteréhokoliv z narokti 1 az 3 pro pouziti k 1é¢bé rakovinového onemocnéni
nebo jiného obdobného onemocnéni nebo poruchy.

S. Kapsule podle narokii 1 a 4 pro soucasné nebo nasledné podavani subjektu s prodrogou,
ktera je aktivovana cytochromem P—450, v terapeuticky u¢inném mnoZzstvi.

6. Kapsule podle naroku 5 pro podavani injekéné a/nebo implantaci do cilovych bun€k a/nebo
v jejich misté, pfi¢emZ prodroga se podava systemicky a/nebo lokalnég.

7. Kapsule podle kteréhokoliv z pfedchozich narokit 4 az 6, vyznadujici se tim, Ze
cilové buiiky jsou buiiky nadori prsu a/nebo nadort slinivky.

8. Kapsule podie kteréhokoliv z pfedchozich narokii 5 a2 7, vyznacujici se tim, Ze
prodroga je cyklofosfamid a/nebo ifosfamid.

9. Farmaceutickd kompozice, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje kapsuli podle
kteréhokoliv z pfedchozich naroki 1 az 8.

10. Farmaceuticka souprava, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje kapsuli podle kterého-
koliv z ptedchozich naroki 1 az 8 a prodrogu, ktera je aktivovatelna cytochromem P450.
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11. Farmaceutickd souprava podle niroku 10, vyznacdujici se tim, Ze kapsule a pro-
droga jsou v riiznych lékovych formach. '

12. Farmaceutickd souprava podle niroku 11, vyznadujici se tim, Ze obsahuje kapsu-
le ve formé vhodné pro podavani injekci a/nebo implantaci do cilovych organii a/nebo pobliz
téchto cilovych organi a prodrogu ve formé pro systemické a/nebo lokalni podavani.

13. Farmaceuticka souprava podle narokt 10 az 12, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje
kapsule ve formé& vhodné pro implantaci do a/nebo pobliZ tkang rakoviny prsu nebo tkané rakovi-
ny slinivky. ' ’

14. Farmaceuticka souprava podle narokii 10 a2 13, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje
cyklofosfamid a/nebo ifosfamid jako prodrogu.

15. Poutziti kapsuli podle kteréhokoliv z pfedchozich naroku 1 az 8 pro pipravu farmaceutické
soupravy podle naroku 10.

16. Pouziti kapsuli podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki 1 aZ 8 pro pfipravu farmaceutické
kompozice pro ablaci nadorovych buné&k.

Konec dokumentu
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