CZ 1657-98 A3

PRIHLASKA VYNALEZU

zveifejnéna podle 8 31 zdkona €. 527/1990 Sb.

(19)

(32) Datum podaén prioritnf pfihlasky: 30.11.95
CESKA (31) Cislo prioritnf pFihlasky: 95/007810
REPUBLIKA

URAD

PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVi

(22) P#ihlaseno: 27.11. 96

(33) Zemé priority: US

(Véstnik &. 12/97)
(86) PCT ¢islo: PCT/US96/19083

(40) Datum zveiejnénf pfihlasky vynalezu: 16. 12. 97

(87) PCT &islo zvefejnéni: WO 97/20047

(21) Cislo dokumentu:

1657-98

(13) Druh dokumentu: A3

(51) Int. a8

C12N 15/12
AG61K 48/00

(71)

(72)

(74)

Ptihlasovatel:

BOARD OF REGENTS, THE UNIVERSITY OF
TEXAS SYSTEM, Austin, TX, US;

Piavodce:

Clayman Gary L., Houston, TX, US;

Zastupce:

Jirotkova Ivana Ing., Nad Stolou 12, Praha
7, 17000;

(54)

(57)

Nazev pfihlasky vynalezu:
Zpthsoby a piipravky pro diagnézu
a léébu rakoviny

Anotace:

Zpusoby pro 1é¢bu spinocelularniho karcino-
mu za pouziti p53 expresniho virového vekto-
ru. V konkrétnich provedenich je vektor repli-
kace-deficientni adenovirus. Kromé toho jsou
poskytnuty zpusoby pro vySetfeni vyvoje a
1é¢by mikroskopického zbytkového one-
mocnéni v kontexu s prostfedim po chirurgic-
kém zakroku a télnich dutin.




ZplUsoby a pripravky pro diagnézu a 1lécbu rakoviny

Oblast techniky

Predkladany vynilez se obecné tykd oblasti biologie nadoru.
Presnéji se vynadlez tyka kompozic a zpusobi pro léchu
spinoceluldrniho karcinomu. Také je poskytnut zvifeci model
pro vysSet¥eni mikroskopickych zbytkovych nadori a implantace
néddoru do télesnych dutin, stejné jako zpusoby pro lécbu

nadoru.

Dosavadni stav_techniky

Rovnovaha mezi proliferaci bunék a smrti bunék je dulezita
pro udrzeni homeostasy normalni tkané. Poruseni této rovnovahy
maZe byt hlavnim faktorem v mnohostupriovém procesu
onkogenese a inhibice apoptosy, neboli programované bunécné
smrti, je jednou z pric¢in tohoto poruseni. UGéinky takového
defektu jsou katastrofdlni a zpusobuji vice jak pul milionu umrti

roéné jenom ve Spojenych statech americkych.

Existuji vyznamné dikazy uréujici vyznam mutaci p53 genu,
"tumor supresivniho" genu, v etiologii mnoha nadoru u lidi.
Studie ukazaly, Ze rust nékolika ruznych lidskych nadorovych
bunéénych 1linii, vcetné representativnich nadoru tlustého
stfeva, glioblastomu, karcinomu prsu, osteosarkomu a karcinomu
plic, maze byt funkéné potlac¢en virem zprostredkovanym
prenosem prirozeného p53 genu. Indukce exogenni exprese p53
prirozeného p53 byla prokazéna jako indukujici apoptosu
u bunéénych linii karcinomu tlustého streva a u sferoidu lidského
karcinomu plic, coZ naznacuje roli p53 pro




programovanou buné&fnou smrt.

Pacienti se spinoceluldrnim karcinomem hlavy a krku (SCCHN)
jsou postiZeni onemocn&nim, které mi &asto znadné Gdinky na
mluvu, polykédni a kosmeticky vzhled. Krom& toho, celkovy
stupenl preZiti u t&chto pacientd, asi 50%, se nezm&nil po dobu
poslednich 30 let, kdy byla zavedena soulasnéd chirurgicki a

radiacni terapie. Recidivy jsou predev&im lok&lni a regionilni
neZ systemové, coZ nazna&uje, ¥e mikroskopicky residudlni
karcinom v primdrnim mist& n&doru je hlavni p¥idinou
mortality. Vzhledem k t&mto skute&nostem je schopnost G&inn&
zaGtodit na mikroskopickou zbytkovou nemoc u SCCHN snahou,

kterda miZe zlepSit terapeutickou G&innost 1é&by nadord.
P t nalez

Proto je pfedm&tem p¥edkl&daného vyndlezu poskytnuti
vylepSenych metod pro in vivo 1é&bu spinoceluldrniho
karcinomu. Jinym p¥edm&tem predkladaného vyndlezu je
poskytnuti metody pro hodnoceni a pro 1é&bu mikroskopického
zbytkového karcinomu a mikroskopické disseminace nadoru v
télesnych dutinéach.

PYi pln&ni t&chto p¥edm&td je zde poskytnuta metoda pro
1é¢bu subjektl se spinoceluldrnim karcinomem, kter& obsahuje
kroky (a) poskytnuti expresniho konstruktu obsahujiciho
promotor funkEni v eukaryotickych butikdch a polynukleotid
kodujici p53, kde polynukleotid je umist&n "sense" k a pod
kontrolou promotoru; a (b) provedeni kontaktu expresniho
konstruktu se spinoceluldrnim karcinomem in vivo.




Spinoceluldrni karcinom miSe byt karcinom hlavy a krku.
Endogenni p53 u spinoceluldrniho karcinomu miZe nebo nemusi
byt mutovén. Expresnim konstruktem je preferovan& virovy
vektor, jako je retrovirovy vektor, kde nejvice je preferovéan
adenovirovy vektor s deficienci replikace. V jednom urditém
provedeni je p53 gen upraven pfipojenim sekvence tak, %e
éxprese p53 z expresniho vektoru miZe byt detekovéna.
Preferovanou p¥ipojenou sekvenci je imunologickd sekvence,
jako je kontinu&lni epitop protiléatky.

Zpisob dile obsahuje chirurgickou resekci nédoru, s
poresek&nim kontaktovdnim 1u¥ka né&doru, nebo "arteficialni
t&lesné dutiny", s expresnim konstruktem. Objem pouzity pro
kontaktovani 14%ka nadoru je asi 3 ml a% asi 10 ml. Pokud je
pouZit adenovirus, pak je mnoZstvi adenoviru pouzité pro kaZdé
kontaktovani asi 107, 10%, 10°, 10%°, 10** pebo 10*2 pfu.

Také je uvaZovéana kontinuilng perfuse expresniho
konstruktu. MnoZstvi konstruktu podané v kontinudlni perfusi
bude urdeno z mnofstvi podaného injek&né& tak, ¥e je podéna asi
stejnéd celkova divka za stejnou dobu, a&koliv za pou¥iti
kontinudlni perfuse mise byt dosaZena o n&co vy881 celkova
davka.

V jiném provedeni je expresni konstrukt injikovan do
prirozené t&lesné dutiny jako jsou sta, hltan, jicen, hrtan,
pridusnice, pleurilni dutina, peritonedlni dutina nebo dutiny
dutych orgdnli jako je mofovy m&chy¥, tlusté st¥evo nebo jiné
viscerdlni orgény.

Také je poskytnut zpisob pro ur&eni G&innosti 1&&by




mikroskopického zbytkového karcinomu, ktery obsahuje (a)
poskytnuti hlodavce s incisi v podko#ni tkéni; (b) umist&ni
naddorovych bun&k do incise; (c) lé&bu hlodavce terapeutickym
rezimem; a (d) hodnoceni G&inku re¥imu na vyvoj nédorld.Incise
miZe byt uzav¥ena po kroku (b) a pfed krokem (c). Dale, reZim
miZe obsahovat zavedeni terapeutické kompozice do incise, kdy

incise je znova otev¥ena po uzav¥eni a znovu uzav¥ena po
zavedeni terapeutické kompozice.

Jiné predméty, rysy a vyhody predkladaného vyndlezu budou
zfejmé z nésledujiciho podrobného popisu. M&lo by byt nicménd&
jasné, Ze podrobny popis a jednotlivé priklady, adkoliv
ukazuji preferovand provedeni vyn&lezu, jsou uvedeny pouze
jako ilustrace, jeliko? z tohoto podrobného popisu budou
odbornikim z¥ejmé rizné zm&ny a modifikace spadajici do
rozsahu predkladaného vyndlezu.

Popis obrézkd na pF¥ipojenych vikresech

Nasledujici obrézky tvoii G&st predkladané prihlagky a jsou
zde uvedeny pro dalsi demonstraci jistych aspektt
pfedkladaného vyndlezu. Vyndlez muZe byt déle pochopen s
odkazem na jeden nebo vice z t&chto obrizki v kombinaci s
podrobnym popisem specifickych provedeni zde uvedenych:

Obrédzek 1. U&innost transdukce SCCHN bun&&né linie Tu-138
(trojihelni¢ky) a Tu 177 (&tvere&ky). Rekombinantni R-Gal
adenovirus byl poufit pro infikovani bun&k v rizném MOI v
rozmazi 10 aZ 100. Procento 8-Gal pozitivnich bun&k bylo
ziskdno z po&itani 500 bun&k na ka¥dé replika¢ni plotné&.




Obrazek 2A a 2B. Inhibice ristu SCCHN bun&k in vitro.
(Obréazek 2A) Rlstovd k¥ivka faleZn& infikovangch Tu-138 bun&k
(kolelka), dl312-infikovanych bun&k (trojthelnidky) a
Ad5CMV-p53-infikovanych bun&k (Etverelky) . (Obrazek 2B)
Ristovad kfivka fale&nd infikovanych Tu-177 bun&k (koledka),
dl312-infikovanych bun&k (trojthelnidky)

a Ad5CMV-p53-infikovanych bun&k (Etverelky) . V ka¥dém ukazaném
¢ase byly t¥i plotny bun&k trypsinizoviny a poditény. Pram&r
+ SEM poltu bun&k ve t¥ech jamkéach po infekci je uveden ve
grafu vzhledem k po&tu dni od infekce.

Obrazek 3A, Obrdzek 3B, Obrazek 3C a Obréazek 3D. SloZena
ristovd k¥ivka &ty¥ SCCHN bun&fnych linii. (Obrazek 3A)
Tu-138. (Obrazek 3B) Tu-177. (Obrizek 3C) MDA 686-LN. (Obrizek
3D) . MDA 886. Fale¥n& infikované buniky (koleéka),
dl312-infikované buiiky (trojdhelnilky) a Ad5CMV-p53 infikované
butiky (&tverelky). Prim&r poltu bun&k ve t¥ech jamk&ch po
infekci je uveden ve grafu vzhledem k po&tu dni od infekce;
sloupce, SEM.

Obrazek 4. Ristovd k¥ivka normilni fibroblastové bun&&né
linie. Faledn& infikované butiky (kole&ka), dl312-infikované

buriky (trojGhelni&ky) a Ad5CMV-pS53 infikované buitky
(Etverelky) .

Obrazek 5A, Obrazek 5B. Slo¥eni rustova kfivka SCCHN
buné®nych 1inii. (Obrizek 5a) Tu-138. (Obréazek 5B) MDA
686-LN. FaleZn& infikované buriky (&tveredky),
dl312-infikované buiiky (trojGhelnilky) a Ad5CMV-p53 infikované
buiiky (kole&ka). V ka¥dém ukizaném Case byly t¥i plotny bun&k
trypsinizovany a poCitény.Prim&r podtu bun&k ve t¥ech jamk&ach



po infekci je uveden ve grafu vzhledem k po¢tu dni od infekce;
sloupce, SEM.

Obrazek 6A a Obrédzek 6B. Znadeni DNA zlomt v apoptotickych
buitkdch biotynylovanym dUTP TUNEL metodou. Po infekci byla
provedena analyza prutokovou cytometrii na apoptosu vzhledem k
Casu. Obrézek 6A. Tu-138 buriky, které jsou infikovany d1312,
replikace-deficientnim adenovirem (panel 1 - panel 4), Tu-138
buiiky jsou infikovany adenovirem s pfirozenym p53 (panel 5 -
panel 8). Obrdzek 6B. MDA686LN buliky, které jsou infikovény
dl312, replikace deficientnim adenovirem (A-D), MDA686LN buiiky
infikované adenovirem s prirozenym p53 (E-H). Ap znamen&
apoptosa.

Obrazek 7A a 7B. Slo%end ristova kiivka SCCHN bunééné
linie. Obréazek 7A: Tu-138; Obrédzek 7B: MD686LN; FaleZn&
infikované buiiky (kole&ka), dl312-infikované buiiky
(trojthelniky), Ad5CMV-p53-infikované bunlky (pr&zdné
Etveretky) a Ad5CMV-p53-FLAG infikované bufiky (plné
EtvereCky) . V kaZdém ukazaném Sase byly t¥i plotny bund&k
trypsinizovadny a poditény. Prim&r + SEM podtu bun&k ve t¥ech
plotnadch je uveden ve grafu vzhledem k po¢tu hodin od infekce;
sloupce, SEM.




Dosud dostupné informace naznac¢uji, Ze jednim z primarnich

nedostatkll 1é¢by SCCHN je neschopnost uUplné eradikovat onemocnéni
v'primérnim misté nddoru, nebo v bezprostredné sousednich nebo
regiondlnich tkanich. Proto je predkladany vynalez navriZen tak,
Ze poskytuje zpusoby genové terapie, které umozZnuji kompletnéji
a G&inéji 1é&it SCCHN, konkrétné ovlivnénim mikroskopického
zbytkového karcinomu. Tato metodologie muZe byt pouZita
samostatné nebo jako doplnék k bézZnéjsi lécbé jako je
chemoterapie nebo radioterapie nebo chirurgicky vykon. Kromé
toho, pri pouziti zvireciho modelu specificky navrZeného pro
mikroskopicky zbytkovy karcinom, stejné jako pro mikroskopicky
rozsev nadoru do télesnych dutin, demonstroval predkladatel
tohoto vyndlezu Uéinnost téchto metod. Podrobnosti vynalezu jsou

detailné uvedeny dale.

Obecné bylo nyni pozorovano, Ze genova terapie nadoru genem
p53 miZe byt U¢innad bez ohledu na p53 stav nddorovych bunék.
Prekvapivé byly terapeutické uc¢inky pozorovany tehdy, kdyZ byl

virovy vektor nesouci pfirozeny p53 gen pouZit pri 1lécbé nadoru,

jehoZ buniky exprimovaly funkéni p53 molekulu. Tento vysledek
nebyl predpokldddn na zdkladé soucasnych znalosti o funkci
tumor-supresornich genli. Je to prekvapivé také proto, Ze normalni
buriky, které také exprimuji funkéni p53 molekulu, jsou zjevné
nenaruseny expresi vysokych hladin p53 z virového konstruktu. To
vede k moZnosti, Ze p53 genovi terapie miZe byt aplikovateln& na

. 1édbu nadoru ve vét$im rozsahu, neZ bylo drive predpokladano.

A. p53 proteiny a polynukleotidy

V této prihlasce je termin "p53" minén tak, Ze oznacuje
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pfiklady doloZené p53 molekuly stejné& jako p53 homology z
jinych druht. "P¥irozeny" a "mutantni" p53 oznaduji, v

prisluiném poradi, p53 gen vykazujici normdlni tumor
supresorovou aktivitu a p53 gen postraddajici nebo majici
redukovanou supresorovou aktivitu a/nebo majici transformadni
aktivitu. Tak "mutantni" p53 nejsou pouze varianty sekvence,
ale jsou to spiSe varianty majici pozm&néné funkéni profily.

P53 je nyni znam jako tumor supresorovy gen (Montenarh,
1992) . Jeho vysoké hladiny byly nalezeny v mnoha bufikédch
transformovanych chemickou karcinogenesi, ultrafialovym
zafenim, a né&kolika viry, vdetn& SV40. p53 gen je Castym cilem
mutaéni inaktivace v Ziroké Skale lidskych nddort a je jiZ
dokumentovéno, %e to je nejcast&ji mutovany gen u b&¥nych
lidskych karcinomi (Mercer, 1992). Je mutovin u vice neZ 50%
lidskych NSCLC (Hollestein et al., 1991) a v &iroké Skile
jingch nédord.

AZkoliv nadory obsahujici mutovany p53 gen jsou
preferovanym cilem podle p¥edkladaného vyndlezu, je
pouZitelnost narokovanych p53 expresnich vektor roz§irena na
1éCbu nédort majicich pfirozeny nebo funkéni p53. A&koliv
mechanismus neni pln& poznén, uréili predkladatelé tohoto
vynalezu, Ze p53 exprese mi¥e omezovat rist nadord
exprimujicich funk&ni P53 produkt, a Ze miZe i indukovat
apoptosu v takovych bufikdch. Tak neni p53 stav nadoru, adkoliv
je potencidlné& u¥itedny v diagnostickém kontextu, z&sadni pro
provadéni predklddaného vyndlezu. Tento fenomen neni omezen na
SCCHN nadory, ale mife byt aplikovan na Zirokou Sk&lu malignit
v&etné gliomil, sarkomi, karcinomi, leukemii, lymfomi a
melanomu, v&etn& nadort kife, jater, varlat, kosti, mozku,
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slinivky bfisni, hlavy a krku, ¥aludku, jater, plic,
vaje&nikl, prsu, tlustého st¥eva, prostaty a mofového m&chyre.

P53 polypeptidy

P53 gen koduje fosfoprotein o 375 aminokyselinédch, ktery
miZe vytvaret komplexy s virovymi proteiny jako je velky T
antigen a E1B. Protein je nach&zen v normalnich tk&nich a
burikdch, ale v koncentracich, které jsou minimdlni ve srovnéani
s mnoha transformovanymi butikami nebo nadorovymi tk&ndmi.
Zajimavé je, Ze p¥irozeny p53 se zda byt vyznamnym v regulaci
buné€ného ristu a dé&leni. Nadm&rna exprese prirozeného p53
byla v n&kterych p¥ipadech ukazéana jako antiproliferativni v
lidskych néddorovych bun&énych liniich. Tak mu¥e p53 G&inkovat
jako negativni regul&tor bun&&ného ristu (Weinberg, 1991) a
miZe p¥imo potladovat nekontrolovatelny bun&&ny rist nebo
nep¥imo aktivovat geny, které potladuji tento rGst. Tak miZe
absence nebo inaktivace p¥irozeného p53 zapridinit
transformaci. Nicméné&, né&které studie ukazuji, Ze p¥itomnost
mutantniho p53 mife byt nezbytna pro plnou expresi
transforma¢niho potenci&lu genu.

Zatimco je p¥irozeny p53 znam jako rlistovy regulétor
zasadniho vyznamu v mnoha typech bunék, zdi se, %eijeho
genetické a biochemické znaky maji uréitou roli. Mutace s
chybnym smyslem jsou b&%né v p53 genu a jsou zasadni pro
transformadni schopnost onkogenu. Jedin& genetickd zména
zplisobend bodovou mutaci miZe zplsobit wvznik karcinogeniho
pP53. Oproti jinym onkogentm je nicmén& zndmo, Ze bodové mutace
vV P53 se mohou vyskytnout v alespoii 30 odli&nych kodonech,
Casto za vytvoYeni dominantnich alel, které produkuji posun
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v bunééném fenotypu bez redukce homozygotnosti. Kromé toho se
zd4a, Ze mnoho z téchto dominantnich negativnich alel je
tolerovano v organismu a prochdzi do zarodec¢nych linii. Razné
mutantni alely jsou v rozsahu od minimalné dysfunkCnich aZz do
silné penetrantnich, dominantnich negativnich alel (Weinberg,
1991).

Casey a kolegové popsali, Ze transfekce DNA kodujici
prirozeny p53 do dvou lidskych bunéénych 1linii nadoru prsu
obnovuje kontrolu suprese rustu v takovych bunkach (Casey et
al., 1991). Podobny udinek byl také prokdzan na transfekci
prirozeného, ale ne mutantniho, p53 do lidskych bunécnych
linii karcinomu plic (Takahasi et al., 1992). p53 prirozeného
typu se zda byt dominantni nad mutantnim genem a bude
selektovat proti proliferaci, kdyZ bude transfektovan do bunék
s mutantnim genem. Exprese transfektovaného p53 neovlivnuje
rist normalnich bunék s endogennim p53. Tak muZe byt takovy
konstrukt vychytdvan normdlnimi butikami bez neZadoucich
uc¢inku.

Je proto mozZné, Ze lécba karcinomi asociovanych s p53
prirozenym p53 miZe redukovat pocet malignich bunék. Nicméné,
studie, jaké jsou popsany vysSe, jsou daleko od dosaZeni takového
cile, v nemalé mife proto, Ze DNA transfekce nemiZe byt pouZita
pro zavedeni DNA do nddorovych bunék v téle pacienta.

p53-kodujici polynukleotidy

Polynukleotidy podle predkladaného vynalezu mohou kodovat
cely p53 gen, funkéni p53 proteinovou doménu, nebo jakykoliv
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P53 polypeptid. "Komplement&rni" polynukleotidy jsou ty, které
jsou schopné parovani bazi podle standartnich
Watson-Crickovych pravidel komplementarity. To znamené, Ze
vét8i puriny se budou pirovat s mendimi pyrimidiny za wvzniku
kombinaci guaninu sparovaného s cytosinem (G:C) a adeninu
sparovaného s bud thyminem (A:T) v pripadé DNA, nebo s
adeninem spdrovanym s uracilem (A:U) v pripadé RNA. Zahrnuti
méné& b&%nych bazi jako je inosin, 5-methylcytosin,
6-methyladenin, hypoxantin a jinych do hybridizujici sekvence
neinterferuje s parovénim.

Jak je zde pouZito znamend "komplementdrni sekvence"
polynukleotidové sekvence, které jsou vyznamné komplement&rni
v celé své délce a které maji velmi mdlo chybnych sparovani
bazi. Napf¥iklad, sekvence o délce 15 bazi mohou byt nazvény
komplementdrnimi, pokud maji komplementdrni nukleotidy v
t¥indcti nebo ve &trnicti pozicich. P¥irozen&, sekvence, které
jsou plné& "komplementdrni" budou zcela komplementarni v celé
své délce a nebudou mit ¥&dni chybnd spérovéni bazi.

Také jsou uvaZovany jiné sekvence s men&im stupném
homologie. Nap¥iklad, mtZe byt navrZen antisense konstrukt,
ktery ma omezené regiony vysoké homologie, ale také obsahuje
nehomologni regiony (nap#. ribozym) . Tyto molekuly se budou
vazat na cilové sekvence za vhodnych podminek, afkoliv maji
mén€ ne# 50% homologii.

Polynukleotidy mohou byt odvozeny od genomové DNA, t.j.
mohou byt klonoviny p¥imo z genomu urcitého organismu. V jiném
provedeni, nicmén&, mohou byt polynukleotidy komplement&rni
DNA (cDNA). cDNA je DNA pfipraveni za pouZiti "messenger RNA"
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mMRNA templ&tu. Tak neobsahuje cDNA 2adné prerusené kodujici
sekvence a obvykle obsahuje témé&f¥ vylu&né kodujici regiony pro
odpovidajici protein. V jinych provedenich miZe byt
polynukleotid produkovéan synteticky.

MiZe byt vyhodné kombinovat &&sti genomové DNA s cDNA nebo
se syntetickymi sekvencemi pro vytvofeni specifickych
konstruktd. Napfiklad, pokud je v kone&ném konstruktu Zadouci
intron, pak je pot¥eba pouZit genomovy klon. Introny mohou byt
odvozeny od jinych gent krom& p53. cDNA nebo syntetické
polynukleotidy mohou dodat vhodné&j$i restrik&éni mista pro
zbyvajici &ast konstruktu, a proto by m&ly byt pouZity pro
zbytek sekvence.

Lidské& a myS5i DNA sekvence pro p53 je dédna v SEQ ID NO: 1 a
SEQ ID NO: 3, v prisluSném pofadi, kdy odpovidajici
aminokyseliny jsou uvedeny v SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 4, v
prislusSném potradi.

Predpokl&déd se, Ze existuji p¥irozené varianty p53, které
maji sekvence odli%né od té&ch, které jsou zde popsdny. Tak
neni predkléddany vyndlez omezen na pouZiti poskytnuté
polynukleotidové sekvence pro p53, alle spife zahrnuje pouZiti
jakékoliv pfirozené varianty. Predkladany vyndlez také
obsahuje chemicky syntetizované mutanty t&chto sekvenci.

Jiny typ variant sekvence vychédzi z variace kodonii. ProtoZe
existuje nékolik kodond pro vé&tZinu z 20 normalnich
aminokyselin, miZe mnoho rdznych DNA kodovat p53. Nasledujici
tabulka umoZni identifikaci takovych variant.



.
13 eees cees e
Tabulka 1
Aminokyseliny Kodony
Alanin Ala A GCA GCC GCG GCU
Cystein Cys Cc UGC TUGU
Kyselina aspartova Asp D GAC GAU
Kyselina glutamovéa Glu E GAA GAG
Fenylalanin Phe F Uuc uuu
Glycin Gly G GGA GGC GGG GGU
Histidin His H CAC CAU
Isoleucin Ile I AUA AUC AUU
Lysin Lys K AAA AAG
Leucin Leu L UUA UUG CUA CUC CUG CuU
Methionin Met M  AUG
Asparagin Asn N AAC AAU
Prolin Pro P CCA CCC CCG CcCu
Glutamin Gln Q CAA CAG
Arginin Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serin Ser S AGC AGU UCA UCC UCG UCU
Threonin Thr T ACA ACC ACG ACU
Valin val vV GUA GUC GUG GUU
Tryptofan Trp W UGG
Tyrosin Tyr Y UAC UAU

KdyZ je bréna v tGvahu degenerace genetického kodu, jsou
preferovany sekvence, které maji asi mezi 50% a asi 75%, nebo mezi
76% a 99% nukleotidl, které jsou identické s nukleotidy zde
popsanymi. Sekvence, které spadaji do rozsahu "p53-kodujicich
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polynukleotidi" jsou ty, které jsou schopné parovani bazi
s polynukleotidovym segmentem popsanym vysSe za intracelularnich
podminek.

Jak bylo uvedeno vySe, muZe byt p53 kodujici sekvence zcela
genomovad nebo cDNA kopie, nebo jejich vétsi fragmenty.
Predkladany vyndlez miZe také vyuZit kratsSi oligonukleotidy p53.
Sekvence o 17 bazich délky by se mély vyskytovat v lidském genomu
pouze jednou a proto jsou dostacujici pro specifikaci jedinecCné
cilové sekvence. AZkoliv je snaz$i vyrobit krats$i oligomery,
které zvysuji in vivo dostupnost, v urcovani specificity parovani
bazi je zahrnuto mnoho jinych faktoru. Jak vazebna afinita, tak
specificita sekvence oligonukleotidu vzhledem ke komplementarnimu |
cili se zvysuji se zvySujici se délkou. Predpoklada se, Ze
oligonukleotidy o 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
nebo 20 parech bazi jsou pouZitelné napriklad pri pripravé p53
mutantl a v PCR reakich.

Jakdkoliv sekvence o 17 bazich délky by se méla vyskytovat |
pouze jednou v lidském genomu, a proto je dostatecna pro !
specifikaci jedineéné cilové sekvence. ACkoliv je snaz$i vyrobit
krat$i oligomery, které zvysuji in vivo dostupnost, v urcovani
specificity parovéni bazi je zahrnuto mnoho jinych faktoru. Jak
vazebna afinita, tak specificita sekvence oligonukleotidu
vzhledem ke komplementdrnimu cili se zvysuji se zvysujici se
délkou.

V urc¢itych provedenich miuZe byt Zadouci vyuzit konstrukt,
ktery bude obsahovat jiné elementy, napfiklad ty, které obsahuji
C-5 propinové pyrimidiny. Oligonukleotidy, které obsahuji C-5
propinové analogy uridinu a cytidinu se vaZi na RNA s vysokou
afinitou (Wagner et al., 1993).
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Odbornikim v oboru je také dob¥e znam, na zdklad& definice
biologicky funkén& ekvivalentniho proteinu nebo peptidu,
koncept, Ze existuje limit po&tu zm&n, které mohou byt
provedeny v definované &&sti molekuly a stdle jedtd& vedou ke
vzniku molekuly s p¥ijatelnou hladinou biologicky ekvivalentni
aktivity. Biologicky funk&né ekvivalentni peptidy jsou zde
proto definovany jako ty peptidy, ve kterych urdité, ale ne
v&t8ina nebo viechny aminokyseliny mohou byt substituovéany.
Konkrétné&, pokud je br&n v Gvahu N-konec plé proteinu, pak se
pfedpoklada, ¥e pouze 16, nebo lépe poze asi 5 aminokyselin
miZe byt zm&né&no v daném peptidu. Samoz¥ejm&, mnoZstvi rfznych
proteini/peptidd s rliznymi substitucemi miZe byt snadno
vyrobeno a pouZito v souladu s predkladanym vyndlezem.

Aminokyselinové substituce jsou obecn& zaloZeny na
relativni podobnosti postranich Yet&zcl aminokyselinovych
substituentli, nap¥iklad jejich hydrofobnosti, hydrofilnosti,
naboji, velikosti, a podobn¥. Analyza velikosti, tvaru a typu
postranich Fet&zch aminokyselinovych substituent® ukazuje, Ze
arginin, lysin a histidin jsou v8echny zbytky s pozitivnim
nabojem; Ze alanin, glycin a serin jsou v8echny podobné
velikosti; a Ze fenylalanin, tryptofan a tyrosin maji vEechny
obecné& podobny tvar. Proto, na z&klad® t&chto Gvah, arginin,
lysin a histidin; alanin, glycin a serin; a fenylalanin,
tryptofan a tyrosin jsou zde definovény jdo biologicky funké&ni
ekvivalenty.

Pfi vytva¥eni zm&n musi byt brén v Gvahu hydropaticky index
aminokyselin. Ka?dé aminokyselin& byl pf¥fifazen hydropaticky
index na z&klad® jejich charakteristik hydrofobicity a néboje:
isoleucin (+4,5); wvalin (+4,2); leucin (+3,8); fenylalanin
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(+2,8); cystein/cystin (+2,5); methionin (+1,9); alanin
(+1,8); glycin (-0,4); threonin (-0,7); serin (-0,8);
tryptofan (-0,9); tyrosin (-1,3); prolin (-1,6); histidin
(-3,2); glutamat (-3,5); glutamin (-3,5); aspartat (-3,5);
asparagin (-3,5); lysin (-3,9); a arginin (-4,5).

V¥znam hydropatického indexu aminokyselin pro ur&ovéani
interaktivnich biologickych funkci proteinu je v oboru obecn&
znamy (Kyte and Doolittle, 1982, zde uvedeno jako odkaz). Je
znamo, Ze jisté aminokyseliny mohou byt substituovény za jiné
aminokyseliny majici podobny hydropaticky index nebo skore a
pritom stédle zlUstavd podobnd biologicka aktivita. P¥i
vytva¥feni zmé&n zaloZenych na hydropatickém indexu je
preferovana substituce aminokyselin, jejich¥ hydropatické
indexy jsou v rozmezi + 2, a zejména je preferovano rozmezi +
1, a jeSté& vice je preferovéno rozmezi + 0,5.

Je znamo, Ze aminokyselina mi%e byt substituovéna za jinou
majici podobnou hodnotu hydrofobicity a stdle mife byt ziskén
biologicky ekvivalentni protein. Jak je podrobn& uvedeno v
U.S. patentu &. 4554101, nésledujici hodnoty hydrofobicity
byly pfifazeny aminokyselinovym zbytk@m: arginin (+3,0); lysin
(+3,0); aspartat (+3,0 + 1); glutamat (+3,0 + 1); serin
(+0,3); asparagin (+0,2); glutamin (+0,2); glycin (0);
threonin (-0,4); prolin (-0,5 + 1); alanin (-0,5); histidin
(-0,5); cystein (-1,0); methionin (-1,3); valin -1,5); leucin
(-1,8); isoleucin (-1,8); tyrosin (-2,3); fenylalanin (-2,5);

tryptofan (-3,4).

Pfi vytvadfeni zm&n zaloZenych na podobnych hodnot&ch
hydrofilnosti jsou preferovény substituce aminokyselin, které
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maji hodnoty hydrofilnosti v rozmezi + 2, zejména jsou
preferovany ty s hodnotami + 1 a jes$té vice jsou preferovéany
ty s hodnotami + 0,5.

B. Expresni vektory

V této prihlaSce je termin "expresni konstrukt" minén tak,
Ze zahrnuje jakykoliv typ genetického konstruktu obsahujiciho
nukleové kyseliny kodujici genovy produkt, ve kterém je &C&st
nebo celd kodujici sekvence nukleové kyseliny schopné
transkripce. Transkript miZe, ale nemusi, byt translatovan na
protein. Tak v urlitych provedenich, exprese zahrnuje jak
transkripci p53 genu, tak translaci p53 mRNA na p53 proteinovy
produkt. V jinych provedenich, exprese pouze obsahuje
transkripci nukleové kyseliny kodujici p53 nebo jeho
komplement.

Aby konstrukt zpUsoboval expresi alespoii p53 transkriptu,
je polynukleotid kodujici p53 polynukleotid pod transkrip&ni
kontrolou promotoru. "Promotor" oznalduje DNA sekvenci
rozpoznavanou mechanismem syntesy hostitelské butiky, kterd je
nutnd pro iniciaci specifické transkripce genu. Fraze "pod

transkripéni kontrolou" znamend, Ze promotor je ve spravném
umisténi ve vztahu k polynukleotidu kontrolujicimu iniciaci
RNA polymerasy a expresi polynukleotidu.

Termin promotor zde bude pouZivan tak, aby oznadoval
skupinu modulll pro kontrolu transkripce, které jsou seskupeny
okolo inicia&niho mista pro RNA polymerasu II. Vé&tSina Gvah o
tom, jak jsou promotory organizovany, se odviji od analyz
né€kolika virovych promotord, jako jsou nap¥iklad promotory pro
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HSV thymidin kinasu (tk) a SV40 &asnou transkrip&ni jednotku.
Tyto studie, posilené nov&j¥imi pracemi, ukézaly, Ze promotory
jsou sloZeny 2 odd&elenych funk&nich moduld, kde kazdy se
sklada z asi 7 - 20 bp DNA, a obsahuji jedno nebo vice mist
pro transkripéni aktivdtor nebo pro represorovy protein.

Alesponl jeden modul v kafdém promotoru plisobi na umist&ni
startovaciho mista pro syntesu RNA. NejlepS$im znamym p¥ikladem
je TATA box, ale v nékterych promotorech nemajicich TATA box,
jako je promotor pro savdi gen pro termindlni deoxynukleotidyl
transferasu a promotor pro SV40 pozdni geny, jeden element
zahrnujici startovaci misto sdm o sobd& napomahd fixovat misto
iniciace.

Dalsi promotorové elementy reguluji frekvenci iniciace
transkripce. Typicky jsou tyto umist&ny v regionu 30 - 110 bp
upstream od startovaciho mista, a&koliv ned&vno bylo ukézano,
Ze mnoho promotorli obsahuje funk&ni elementy také downstream
od startovaciho mista. Mezera mezi promotorovymi elementy je
Casto flexibilni, tak¥e funkce promotoru je zachovéana, pokud
jsou elementy invertovédny nebo posunuty ve vztahu jeden k
druhému. V tk promotoru mi¥e byt mezera mezi promotorovymi
elementy zvySena aZ na 50 bp, ne¥ se zalne aktivita sniZovat.
V zavislosti na promotoru se zdd, Ze jednotlivé elementy mohou
zpisobovat aktivaci transkripce bud kooperativn&, nebo
nezavisle.

Typ promotoru, ktery je pouZit pro kontrolu exprese p53
polynukleotidu neni z&sadni, pokud je schopen exprimovani
polynukleotidu v cilovych butikéch v dostatednych hladiné&ch.
Tak, kde je cilovou butikou lidsk& buiika, tam je preferovano




umist&ni polynukleotidového kodujiciho regionu do sousedstvi a
pod kontrolu promotoru, ktery je schopen exprese v lidskych
bufikdch. Obecn& fefeno, takovy promotor miZe byt bud lidsky,
nebo virovy promotor.

V riznych provedenich mife byt poufit promotor okamZitého
Casného genu lidského cytomegaloviru (CMV), SV40 Casny
promotor a dlouhy termindlni opakujici se Gsek viru Rous
sarkomu, pro ziskdni vysoké hladiny exprese p53
polynukleotidu. Stejn& tak se pYredpokldadd pou¥iti jinych
virovych nebo sav&ich bun&&nych nebo bakteridlnich promotory,
které jsou v oboru dob¥e znémy, pro dosa¥eni exprese
polynukleotidd, s tou podminkou, Ze hladiny exprese jsou
dostate¢né pro produkci inhibice rustu.

Za pouZiti promotoru s dob¥e znadmymi vlastnostmi mife byt
optimalizovéna Groveil a charakter exprese polynukleotidu po
transfekci. Napf¥iklad, selekce promotoru, ktery je aktivni ve
specifickych buitkdch, jako je tyrosinasovy (melanom),
alfa-fetoprotein a albumin (jaterni naddory), CC10 (plicni
nadory) a prostaticky specificky antigen (n&dory prostaty),
umoZni tkafiové specifickou expresi p53 polynukleotidl. Tabulka
2 uvadi n&kolik promotort/elementti, které mohou byt pouZity v
souladu s predkladanym vyndlezem, pro regulaci exprese p53
konstruktd. Tento seznam neni vyCerpavajici ve smyslu uvedeni
vSech moZnych elementd obsa¥enych v navozeni exprese p53, ale
je min& spife jako priklad.

Enhancery byly pGvodn& detekovany jako genetické elementy,
které zvySuji transkripci z promotoru umist&ného na
vzdalen&j8i pozici na stejné molekule DNA. Tato schopnost
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Uc¢inkujici na vétsi vzdalenost méla midlo precedentl v klasickych
studiich regulace transkripce u prokaryotickych organisma. Dalsi
prédce ukdzaly, Ze regiony DNA s aktivitou enhaceri jsou
organizovany podobné jako promotory. To znamend, Ze jsou sloZeny
z mnoha jednotlivych elementl, kde kazZzdy z nich se vaZe na jeden
nebo na vice transkripc¢nich proteinu.

Zakladni rozdil mezi enhancery a promotory je operacni.
Enhancerovy region jako celek musi byt schopen stimulovat
transkripci na vzdalenost; toto nemusi platit pro promotorovy
region nebo pro elementy, ze kterych je sloZen. Na druhou stranu,
promotor musi mit jeden nebo dva elementy, které ridi iniciaci
syntesy RNA v urc¢itém misté a v urc¢ité orientaci, zatimco
enhancery nemaji tyto specifické elementy. Promotory a enhancery
se Casto prekryvaji a sousedi a casto se zda, Ze maji velmi
podobnou organizaci modulu.

Navic by bylo moZno pouZit jakoukoliv kombinaci
promotor/enhancer (jako z Eukaryotic Promotor Data Base EPDB) pro
rizeni exprese p53 konstruktu. Pouziti T3, T7 nebo SP6
cytoplasmatického expresniho systemu je jinym moZnym provedenim.
Eukaryotické buriky mohou podporovat cytoplasmatickou transkripci
Zz jistych bakteriofdgovych promotoru, pokud je poskytnuta vhodna
bakteriofagova polymerasa, bud jako ¢ast prenosového komplexu,
nebo jako dalsi geneticky expresni vektor.
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Tabulka 2

Enhancer

Imunoglobulinovy téZky Yetézec
Imunoglobulinovy lehky fetézec
Receptor T-bunék

HLA DQ a DQ B

R-interferon

Interleukin-2

Receptor pro interleukin-2

MHC t¥ida II 5

MHC t¥ida II HLA-DR&

B-aktin

Svalova kreatin kinasa
Prealbumin (Transthyretin)
Elastasa I

Metalothionein

Kolagenasa

Gen pro albumin

a-fetoprotein

tau-globin

B-globin :
c-fos ' g
c-HA-ras |
Insulin

Adhesni molekula neurdlnich bunék (NCAM)

a -antitrypsin

H2B (TH2B) histon

My8i nebo typ I kolagen

Glukosou regulované proteiny (GRP94 a GRP78)
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tabulka 2 - pokracovani

Enhancer

Krysi rustovy hormon

Lidsky serovy amyloid A (SAA)
Troponin I (TN I)

Destickovy rustovy faktor
Duchennova svalova dystrofie
SV40

Polyoma

Retroviry

Papilloma virus

Virus hepatitidy B

Virus lidské imunodeficience
Cytomegalovirus

Virus leukemie u opice Gibbon

Dale, vybér promotoru, ktery je regulovan v odpovédi na
specifické fyziologické signdly, miZe umoZnit indukovatelnou
expresi p53 konstruktu. Napriklad s polynukleotidem pod kontrolou
lidského PAI-1 promotoru je exprese indukovatelnad faktorem
nekrosy nadort. Tabulka 3 ukazuje nékolik kombinaci
promotor/induktor:
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Tabulka 3

Element

Induktor

MT II

MMTV (virus my$ich nddori prsu)
R-interferon

Adenovirus 5 E2
c-jun
Kolagenasa
Stromelysin
Sv40

My8§i MX gen

GRP78 gen

a-2-makroglobulin

Vimentin

Gen H-2 kb MHC t¥idy II

HSP70

Proliferin

Faktor nekrosy n&dort

o gen thyroidniho
stimulaniho hormonu

Forbolestery (TFA) téZkych
kova

Glukokortikoidy

poly(rI)X

poly (rc)

Ela

Forbolester (TPA), H,O

Forbolester (TPA),

Forbolester (TPA), IL-1

Forbolester (TPA),

Interferon, virus

Newcastelské nemoci

A23187

IL-6

Serum

Interferon

Ela, SV40 velky T antigen

Forbolester (TPA),

FMA

thyreoidni hormon

V urditych provedenich vyndlezu mi¥e byt prenos expresniho
vektoru do buné€k identifikovén in vitro nebo in vivo zavedenim
markeru do expresniho vektoru. Marker bude plsobit
identifikovatelné zm&ny v transfektovanych buiikdch, které
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budou umozifiovat snadnou identifikaci exprese. Obvykle vede
zavedeni markeru pro selekci na 1ék ke klonovani a selekci
transformantl. Alternativn& mohou byt pouZity enzymy jako je
thymidin kinasa (tk) viru herpes simplex (eukaryoticka) nebo
Chloramfenikol acetyltransferasa (CAT) (prokaryoticka). Také
mohou byt pouZity imunologické markery. V§b&r pouZitého
selektovatelného markeru neni z&sadni, pokud je exprimovatelny
spolu s polynukleotidem kodujicim p53. Dal&i pfiklady
selektovatelnych markerd jsou odbornikim v oboru dobie znimé.

Typicky bude obsaZfen polyadenyladni signdl pro zplusobeni
Fadné polyadenylace transkriptu. Charakter polyadenyladniho
signdlu neni z&sadni pro Gsp&sné provedeni vyndlezu a miZe byt
pouZita jakédkoliv takovd sekvence. Vynélezci zde pouZili Sv40
polyadenylalni signdl, protoZe je vhodny a protoZe dobie
G¢inkuje v pouZitych cilovych bufikdch. Jako jeden element
expresniho konstruktu je také uva¥ovan terminator. Tyto
elementy mohou slouZit pro zvySeni hladiny ptenosu informace a
pro minimalizaci &teni z konstruktu do jinych sekvenci.

V preferovanych provedenich p¥edkladaného vyndlezu obsahuje
expresni konstrukt virovy nebo geneticky zpracovany konstrukt
odvozeny od virového genomu. Schopnost jistych vird vstupovat
do bun€k pomoci receptorem zprosttedkované endocytosy a, v
né€kterych p¥ipadech, schopnost integrace do chromosomi
hostitele, je &ini atraktivnimi kandidaty pro pfenos gend do
savCich bun&k. Nicmén&, jeliko¥ bylo uké&zéno, Ze je moZné
p¥imé vychytavani holé DNA, stejné jako receptorem
zprostfedkované vychytavani DNA komplext (diskutovéno diale),
nemusi byt expresni vektory virové, ale misto nich to maZe byt
jakykoliv plasmid, kosmid nebo fagovy konstrukt, ktery je
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schopen podporovat expresi kodovanych genti v savdich burikach,
jako jsou napt¥iklad pUC nebo Bluescript™ plasmidové serie.

Retroviry

Retroviry jsou skupinou jednoret&zcovych RNA vird
charakterizovanych schopnosti konvertovat svou RNA na
dvoureté&zcovou DNA v infikovangch buiikéch procesem nazyvajicim
Se reversni transkripce (Coffin, 1990). Vznikl4 DNA se potom
stabilné& integruje do buné&nych chromosomi jako provirus a
pfimo syntetizuje virové proteiny. Integrace vede k zachyceni
virovych genovych sekvenci v hostitelské buiice a jejim
potomstvu. Retrovirovy genom obsahuje t¥i geny - gag, pol a
env - které koduji proteiny kapsidy, enzym polymerasa a slozky
obalu, v p¥islu¥ném poradi. Sekvence nachdzeni upstream od gag
genu, nazyvani Y, GC¢inkuje jako sign&l pro inkorporaci genomu
do virionG. Sekvence dvou dlouhych termin&lnich opakujicich se
Gsekd (LTR) jsou pfitomny na 5' a 3' koncich virového genomu.
Tyto obsahuji sekvence silného promotoru a enhanceru a jsou
také nutné pro integraci do genomu hostitelské buriky (Coffin,
1990) .

Pfi konstrukci retrovirového vektoru je nukleova kyselina
kodujici p53 insertovana do virového genomu misto urditych
virovych sekvenci pro produkci viru, ktery je
replikace-deficientni. Pro produkci viriondi je konstruovana
souhrnnd bun&&né linie obsahujici gag, pol a env geny, ale
bez LTR a sloZek Y(Mann et al., 1983). Kdy? je rekombinantni
plasmid obsahujici lidskou cDNA, spolu s retrovirovou LTR a ¥
sekvencemi, zaveden do této bunéfné linie (naptiklad
precipitaci fosfore&nanem vapenatym), pak V¥ sekvence umoZiiuje
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zabaleni RNA transkriptu rekombinantniho plasmidu do virovych
¢astic, které jsou potom secernovidny do kultivaéniho media
(Nicolas and Rubenstein, 1988; Temin, 1986; Mann et al.,
1983). Medium obsahujici rekombinantni retroviry je potom
odebrano, volitelné koncentrovdno a pouZito pro genovy prenos.
Retrovirové vektory jsou schopné infikovat Sirokou $kdlu typu
bunék. Nicméné, integrace a stabilni exprese vyZaduji déleni
hostitelskych bunék (Paskind et al., 1975).

Nedavno byl vyvinut novy pristup navrZeny pro umoZnéni
specifického zaméreni retrovirovych vektorll na zakladé
chemické modifikace retroviru chemickou adici laktosovych
zbytkl na virovy obal. Tato modifikace umoZni specifickou
infekci hepatocytli prostfednictvim sialoglykoproteinovych

receptoru.

Byl navrZen i odlisSny pristup pro zacileni rekombinantnich
retroviru, pri kterém byly pouZity biotinylované protilatky proti ;
proteinu retrovirového obalu a proti specifickym bunéénym
receptorum. Protildtky byly navdzany prostrednictvim biotinovych
slozek za pouZiti streptavidinu (Roux et al., 1989). Za pouzZiti
protilatek proti antigenim hlavniho histokomapatibilniho komplexu
tridy I a tridy II byla demonstrovdna infekce ruznych lidskych
bunék nesoucich tyto povrchové antigeny ekotropnimi viry in vitro
(Roux et al., 1989).

Adenoviry

Lidské adenoviry jsou dvouretézcové DNA nddorové viry s
velikosti genomu asi 36 kb (Tooze, 1981). Jako modelovy system
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pro expresi eukaryotického genu byly adenoviry intenzivné
studovény a charakterizovany, coZ z nich &ini atraktivni
system pro vyvoj adenoviru jako systemu pro prenos genu. Tato
skupina viri je snadnd pro kultivaci a manipulaci a vykazuje
girokou 8k&lu hostiteld in vitro a in vivo. V lyticky
infikovanych butikdch jsou adenoviry schopny vypnout syntesu
proteind hostitele, p¥inutit bun&lné mechanismy k syntese
velkych mno¥stvi virovych proteind a produkovat velkd mnoZstvi
viru.

El region genomu obsahuje E1A a E1B, které koduji proteiny
odpov&dné za regulaci transkripce virového genomu, stejn& jako
né&kolika bun&énych gen. E2 exprese, obsahujici E2A a E2B,
umoZiiuje syntesu replika®nich funkci viru, nap¥. DNA-vazebného
proteinu, DNA polymerasy, a termindlniho proteinu, ktery
navozuje replikaci. E3 genovy produkt bréni cytolyze
cytotoxickymi T-buiikami a faktorem nekrosy nadort a zda se, Ze
je vyznamny pro propagaci viru. Funkce spojené s E4 proteiny
zahrnuji replikaci DNA, expresi pozdnich gend a vypnuti
hostitelské buifiky. Produkty pozdnich gent zahrnuji v&tSinu z
proteinu kapsidy virionli, a tyto jsou exprimovany pouze poté,
co prob&hne vét3ina zpracovani jednotlivého primarniho
transkriptu z hlavniho pozdniho promotoru. Hlavni pozdni
promotor (MLP) vykazuje vysokou G¢innost b&hem pozdni féaze
infekce (Stratford-Perricaudet and Perricaudet, 1991a).

Protofe se zda, Ze pouze mald &ast virového genomu musi byt
v cis (Tooze, 1981), nabizeji vektory odvozené od adenoviru
vynikajici potencidl pro substituci velkych DNA fragmenti,
pokud jsou pouZity spolu s bun&nymi liniemi jako jsou 293
butiky. AdS-transformované lidské embryondlni ledvinné buné&né




.
L ]
20080

28

linie (Graham, et al., 1977) byly vyvinuty pro dodani
zdsadnich virovych proteind v trans. Vynalezci tak soudi, Ze
charakteristiky adenovirll je &ini dobrymi kandidaty pro
pouziti v zacileni n&dorovych bun&k in vivo (Grunhaus and
Horwitz, 1992).

Jednotlivé vyhody adenovirového systemu pro ptenos
cizorodych proteini do bun&k zahrnuji (i) schopnost
substituovat relativn& velké Gasti virové DNA cizorodou DNA;
(ii) strukturdlni stabilitu rekombinantnich adenovird; (iii)
bezpenost podani adenoviru lidem; a (iv) chybéni jakékoliv
znamé asociace adenovirové infekce s karcinomy nebo s
malignitami; (v) schopnost ziskani vysokych titrl
rekombinantniho viru; a (vi) vysokou infek&nost adenoviru.

Dalgi vyhody adenovirovych vektort vzhledem k retrovirovym
zahrnuji vysoké hladiny genové exprese. Krom& toho, replikace
adenoviru neni zAvisli na replikaci genl hostitele, n#rozdil
od retrovirovych sekvenci. Soudi se, Ze protoZe adenovirové
transformujici geny v El1 regionu mohou byt snadno deletovany
a stale jeSté& vznikaji G&inné expresni vektory, miZe byt
onkogenni riziko zplsobené adenovirovymi vektory zanedbéno
(Grunhaus and Horwitz, 1992).

Obecné&, adenovirové systemy pro pfenos gend jsou zaloZeny
na rekombinantnim, zpracovaném adenoviru, ktery byl zpracovan
tak, aby byl neschopen replikace deleci &&sti jeho genomu,
jako je E1, a stéle si uchovavi schopnost infekce. Mohou byt
exprimovany sekvence kodujici relativn& velké& cizorodé
proteiny, pokud jsou v adenovirovém genomu provedeny dalsi
delece. Napfiklad, adenoviry s deletovanymi jak E1, tak E3
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regiony jsou schopné nést vice neZ 10 kB cizorodé DNA a mohou byt
kultivovany ve vysokych titrech v 293 burikdch (Stratford-
Perricaudet and Perricaudet, 199l1a). Prakvapivé byla také popsana

pretrvavajici exprese transgenl po adenovirové infekci.

Adenoviry zprostredkovany prenos genl je v soudasnosti
zkouman jako prostredek pro prenos genu do eukaryotickych
bunék a do celych zvirat. Napriklad, pri léébé mysSi se vzacnou
recesivné dédicnou deficienci ornithin transkarbamylasy (OTC)
bylo zjisténo, Ze adenovirové konstrukty mohou byt pouZity pro
dodani normdlniho OTC enzymu. Nanestésti byla exprese normalnich
hladin OTC dosaZena pouze u 4 ze 17 pripadu (Stratford-
Perricaudet et al., 1991b). Proto byl defekt u vétsiny mysi pouze
¢aste¢né napraven a nevedl k Z&dné fyziologické a fenotypové
zméné. Tyto typy vysledki proto nabizeji mdlo duvodu pro pouziti
adenovirovych vektori v protinddorové terapii.

Pokusy pouZit adenoviru pro prenos genu pro transmembranovy
reguldtor vodivosti cystické fibrosy (CFTR) do plicniho
epitelu "cotton" krys byly také castedné tspésSné, ackoliv
nebylo mozZné hodnotit biologickou aktivitu pfeneseného genu
v epitelu zvirat (Rosenfeld et al., 1992). Tato studie znovu
demonstrovala prenos genu a expresi CFTR proteinu v burikdch
plicnich cest dychacich, ale neukdzala 24dny fyziologicky u&inek.
V ¢lanku v Science 1991, Rosenfeld a kol. prokazali expresi
proteinu al-antitrypsinu v plicich, ale opét neprokazali
fyziologicky uU¢inek. Odhadli totiZ, Ze hladiny exprese, které
pozorovali, byly pouze na udrovni 2 % hladiny nutné pro ochranu
plic u 1lidi, t.j. mnohem niZe, neZ je nutné pro fyziologicky
uc¢inek.
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Gen pro lidsky al-antitrypsin byl zaveden do jater
normélnich krys intraportdlni injekci a byl tam exprimovén,
coZ vedlo k sekreci zavedeného 1idského proteinu do plasmy
t&chto krys (Jaffe et al., 1992). Nicmén&, a bohuZel, hladiny,
které byly ziskény, nebyly dostatedn& vysoké pro terapeutickou
hodnotu.

Tyto typy vysledkd nedemonstruji, ¥e adenovirus je schopen
¥idit expresi proteinu v rekombinantnich bunikkdch dostatednou
pPro dosaZeni fyziologicky relevantniho G&inku a proto
nenaznacuji pouZitelnost adenovirového systemu pro pouZiti ve
spojeni s protinddorovou terapii. Kromé toho, pred
pfedklddanym vynidlezem se soudilo, Ze p53 nemiZe byt
inkorporovan do balicich bun&k, jako jsou ty, které jsou
pouZity pro pfipravu adenoviru, protoZe by mohl byt toxicky.
JelikoZ se E1B adenoviru se vA¥e na P53, bylo toto povaZovano
za dal8i dbvod toho, pro¥& nemohou byt adenovirus a p53
technologie kombinovéany.

Jiné virové vektory jako expresni konstrukty

V pfedkl&daném vyndlezu mohou byt pouZity jiné virové
vektory jako expresni konstrukty. Vektory odvozené od takovych
virt jako je virus vakcinie (Ridgeway, 1988; Baichwal and
Sugden, 1986; Coupar et al., 1988), adeno-asociovany virus
(AAV) (Ridgeway, 1988; Baichwal and Sugden, 1986; Hermonat and
Muzycska, 1984) a herpesviry mohou byt pouZity. Nabizeji
nékteré atraktivni vlasnosti pro rtizné sav&i bufiky (Friedmann,
1989; Ridgeway, 1988; Baichwal and Sugden, 1986; Coupar et
al., 1988; Horwich et al., 1990).




S neddvnym pozndnim defektnich vird hepatitidy B byl ziskéan

novy pohled na vztah mezi strukturou a funkci pro rizné
virové sekvence. In vitro studie ukdzaly, %e viry si mohou
uchovavat schopnost pro na helperech z&vislou techniku baleni
a reversni transkripci i p¥es deleci vice neZ 80% jejich
genomu (Horwich et al., 1990). Toto naznaduje, Ze velké &4asti
genomu mohou byt nahrazeny cizorodym genetickym materidlem.

- Hepatotropismus a persistence (integrace) byly zejména
atraktivnimi vlastnostmi pro genovy p¥enos do jater. Chang et
al. neddvno zavedl gen pro chloramphenikol acetyltransferasu
(CAT) do genomu viru kachni hepatitidy B na misto polymerasu,
povrch a pre-povrch kodujicich sekvenci. Tento byl spolu
s p¥irozenym typem viru transfektovdn do bun&&né linie ptadiho
hepatomu. Kultiva&ni medium obsahujici vysoké titry
rekombinantnich virG bylo poufito pro infekci primérnich
kachnich hepatocytl. Stabilni CAT genova exprese byla
detekovéna po dobu nejmén& 24 dni po transfekci (Chang et al.,
1991).

C. Alternativni metody pro p¥enos gent

Pro expresi p53 konstruktu musi byt expresni vektor
pfenesen do bun&k. Jak bylo popséno vySe, preferovanym
mechanismem pro prenos je prost¥ednictvim virové infekce, kde

- je expresni vektor obalen jako infek&ni adenovirova &&astice.

Pfedklddany vyndlez uvaZuje také n&kolik nevirovych metod
pro pfenos expresnich vektori do kultivovanych sav&ich bundk.
Tyto zahrnuji srédZeni fosforenanem véapenatym (Graham and Van
der Eb, 1973; Chen and Okayama, 1987; Rippe et al., 1990),
DEAE-dextran (Gopal, 1985), elektroporaci (Tur-Kaspa et al.,
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1986; Potter et al., 1984), p¥imou mikroinjekci (Harland and
Weintraub, 1985), liposomy ngahujici DNA (Nicolau and Sene,
1982; Fraley et al., 1979) a lipofectamin-DNA komplexy,
sonikaci bun&k (Fechheimer et al., 1987), genové bomabardovani
za pouZiti mikroprojektild s vysokou rychlosti (Yang et al.,
1990), polykationty (Boussif et al., 1995) a receptory -
zprostfedkovanou transfekci (Wu and Wu, 1987; Wu and Wu,
1988) . N&které z té&chto technik mohou byt tsp&3nd adaptovéany
pro pouZiti in vivo nebo ex vivo.

V jednom provedeni vyndlezu se miZe adenovirovy expresni
vektor jednoduSe sklddat z holého rekombinantniho vektoru.
Pfenos konstruktu miZe byt proveden jakoukoliv z metod
uvedenych vySe, které fyzik&aln& nebo chemicky permeabilizuji
bun&&nou membrénu. Nap¥iklad, Dubensky et al. (1984) Gspé&&né
injikoval polyomavirovou DNA ve formé& CaPO_, sraZenin do jater
a sleziny dospé&€lych a novorozenych my%i, které vykazovaly
aktivni virovou replikaci a akutni infekci. Benvenisty and
Neshif (1986) také ukdzali, %e p¥ima intraperitonedlni injekce
CaPO_ precipitovanych plasmidd vede k expresi transfektovanych
genu. P¥edpokl&dd se, Ze DNA kodujici p53 konstrukt miSe byt
také pfenesena podobnym zpisobem in vivo.

Jiné provedeni vyndlezu pro pYenos expresnich vektort holé
DNA do bunék miZe obsahovat bombardovdni &&sticemi. Tato
metoda spoliva ve schopnosti na vysokou rychlost
akcelerovanych potaZenych mikroprojektilt: obsahujicich DNA
prorazit bun&&nou membrinu a vstoupit do bun&k bez jejich
usmrceni (Klein et al., 1987). Bylo vyvinuto ndkolik postupl
pro akceleraci malych &&stic. Jeden takovy zplsob spoliva ve
vysokonap&tovém vyboji pro generovdni elektrického proudu,




ktery zpusobuje hybnou silu (Ynag et al., 1990). PouZité

mikroprojektily jsou tvoreny biologicky inertnimi latkami, jako
jsou wolframové nebo zlaté koralky.

Vybrané organy zahrnujici jatra, kGZi a svalovou tkan krys
a mysi byly bombardovany in vivo (Young et al., 1990; Zelenin et
al., 1991). Toto miZe vyZadovat chirurgické obnaZeni bunék nebo
tkéni, pro vyloudeni jakékoliv vmezerené tkané mezi hlavni
a cilovym organem. DNA kodujici p53 konstrukt miZe byt prenesena
pomoci této metody.

V dalsim provedeni predklddaného vyndlezu miZe byt expresni
vektor obsaZen v liposomu. Liposomy jsou vesikuldrni struktury
charakterizované fosfolipidovou dvojvrstvou membrinou a vnitrnim
vodnym prostredim. Multilameldrni liposomy maji nékolik
lipidovych vrstev oddélenych vodnym mediem. Tvori se spontalns,
kdyz jsou fosfolipidy suspendovany v nadbytku vodného roztoku.
Lipidové sloZky podléhaji samoprestavbé pred vytvorenim
uzavrenych struktur a zachycuji vodu a rozpusténé latky mezi
lipidové dvojvrstvy (Ghosh and Bachhawat, 1991). Také jsou
uvazovany lipofectamin-DNA komplexy.

Liposomy zprostredkovany pF¥enos polynukleotidu a exprese
cizorodé DNA in vitro byl velmi Uspésny. Wong et al., (1980),
ukdzal proveditelnost liposomy zprostredkovaného prenosu a
exprese cizorodé DNA v kultivovanYch?kufecich embryich, HeLa a
hepatomovych burikdch. Nicolau et al. (1987) provedl uspésné
liposomy zprostfedkovany genovy prenos u Krys po intravenosni
injekci.

V uréitych provedenich vyndlezu mohou byt liposomy v
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komplexu s hemaglutinaénim virem (HVJ). Bylo ukazano, Ze toto
usnadnuje fuzi s bunécénou membranou a navozuje vstup DNA

v liposomech do bunék (Kaneda et al., 1989). V jinych provedenich
mohou byt liposomy v komplexech s nebo mohou byt pouZity spolu

s Jjadernymi non-histonovymi chromosomdlnimi proteiny (HMG-1)
(Kato et al., 1991). V jesté dalsich provedenich mohou byt
liposomy v komplexech s nebo mohou byt pouZity spolu s HVJ

a HMG-1. ProtozZe takové expresni vektory byly uUspésné pouZity pro
prenos a expresi polynukleotidu in vitro a in vivo, jsou
pouzitelné pro predkladany vyndlez. Pokud je pouZit
bakteriofagovy promotor v DNA konstruktu, je také zadouci, aby
byla obsazZena v liposomu vhodnd bakteriofdgova polymerasa.

Jinym mechanismem pro prenos expresnich vektorl do bunék je
receptorem zprostredkovany prenos. Tento pristup vyuZiva
selektivniho vychytdvani makromolekul pomoci receptory
zprostredkované endocytosy v téméf vsSech eukaryotickych butikach.
Vzhledem ke specifické distribuci ruznych receptorl na rtznych
typech bunék maZe byt prenos vysoce specificky (Wu and Wu,

1993). Prostredky pro receptory zprostredkovany prenos genu se
obvykle skladaji ze dvou sloZek: specifického ligandu pro buné&ny
receptor a ¢inidla vaZiciho DNA. Pro receptory zprostredkovany
prenos genu bylo pouZito nékolik ligandd. Nejlépe
charakterizovanymi ligandy jsou asialoorosomukoid (ASOR) (Wu and
Wu, 1987) a transferrin (Wagner et al., 1993). Nové byl jako
prostredek pro prenos genu pouzit synteticky neoglykoprotein,
ktery rozpozndvad stejny receptor jako ASOR (Ferkol et al., 1993;
Perales et al., 1994) a epidermdlni rustovy faktor (EGF) byl také
pouzit pro prenos geni do bunék spinoceluldrniho karcinomu
(Myers, EPO 0273085).
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V jingch provedenich mife prost¥edek prenosu obsahovat
ligand a liposom. Nap¥iklad, Nicolau et al. (1987) pouZil
laktosyl-ceramid, asialogangliosid s termin&lni galaktosou,
inkorporovany do liposomd, a pozoroval zvy¥eni vychytévani genu
pro insulin hepatocyty. Tak je proveditelné, aby byl
adenovirovy expresni vektor také specificky dopraven do typu
bun&k jako jsou plicni, epitelové nebo néddorové buiiky, pomoci
jakéhokoliv podtu systemd receptor-ligand, s nebo bez
liposomi. Nap¥iklad, epidermilni ristovy faktor (EGF) mi¥e byt
pouZit jako receptor pro ¥izeny pF¥enos p53 konstruktu do mnoha
nadorovych bundk, které vykazuji zvySenou expresi EGF
receptoru. Manosa miZe byt poufita pro zam&¥eni receptoru pro
manosu na jaternich butikdch. Také protilatky k CD5 (CLL), CD22
(lymfomy), CD25 (T-bun&&®na leukemie) a MAA (melanom) mohou byt
podobné& pouZity jaké zam&¥ovaci skupiny.

V jistych provedenich mtZe byt p¥enos genu lépe proveden za
podminek ex vivo. Ex vivo genova terapie oznaduje izolaci
bun&k ze zvi¥ete, prenos polynukleotidu do bun&k, in vitro, a
potom vraceni modifikovanych bun&k zpét do zvifete. Toto miZe
obsahovat chirurgické odstran&ni tkéni/orgéni ze zvirete nebo
primdrni kultivaci bun&k a tk&ni. Anderson et al., U.S. patent
5 399 346, zde uvedeny jako celek, popisuje ex vivo
terapeutické metody. B&hem ex vivo kultivace mohou expresni
vektory exprimovat p53 konstrukt. Nakonec, butiky mohou byt
znovu zavedeny do puvodniho zvi¥ete, nebo mohou byt podany
jinému zviteti, ve farmaceuticky p¥ijatelné formé& jakymkoliv z
prost¥edkd ppsanych dile.



D. Farmaceutické pf¥ipravky a zpisoby pod&ni

Pokud je uvaZovéana klinick& aplikace adenovirového
expresniho vektoru podle pfedkladdaného vyndlezu, pak je nutné
pfipravit komplex jako farmaceuticky p¥ipravek vhodny pro
zamySlenou aplikaci. Obecn& bude toto znamenat p¥ipravu
farmaceutického pripravku, ktery je v podstatd prosty
pyrogenl, stejné& jako jinych ne&istot, které by mohly byt
S§kodlivé lidem nebo zvifatim. Bude také obecn& ¥&douci poufiti
vhodnych soli a pufrl, které budou &init komplex stabilni a
umozni vychytédvani komplexu cilovymi buiikami.

Vodné pfipravky podle pfedkl&daného vyndlezu obsahuji
G¢inné mnoZstvi expresniho vektoru, rozpu¥t&ného nebo
disperzovaného ve farmaceuticky p¥ijatelném nosi&i nebo ve
vodném mediu. Takové p¥ipravky jsou také ozna&ovény jako
inokula. Frdze "farmaceuticky nebo farmakologicky pfijatelné"
oznaluje molekulové skupiny a p¥ipravky, které neprodukuji
vedlejsi, alergické nebo jiné ne¥&douci reakce, kdy% jsou
podany lidem nebo zvifattm. Jak je zde pouZito zahrnuje
"farmaceuticky p¥ijatelny nosi&" jakékoliv z rozpoudté&del,
disperznich medii, potaht, antibakteridlnich antifugédlnich
¢inidel, izotonickych a absorpci zpomalujicicch &inidel a
podobné. PouZiti takovych medii a &inidel pro farmaceuticky ?
aktivni substance je v oboru dobte zndmé. Pokud neni konven&ni
medium nebo &inidlo inkopatibilni s aktivni sloZkou, je jeho
pouZiti v terapeutickém p¥ipravku bréno v dvahu. Dopliikové
aktivni sloZky také mohou byt inkorporovény do p¥ipravkd.

Roztoky aktivnich sloulenin jako volnych bazi nebo jako
farmakologicky pfijatelnych soli mohou byt p¥ipraveny ve vod&




vhodné& smisené se surfaktantem, jako je hydroxypropylcelulosa.

Disperze také mohou byt p¥ipraveny v glycerolu, kapalnych
polyethylenglykolech, jejich smé&sich a v olejich. Za ¥adnych
podminek pro skladovdni a pouZiti obsahuji tyto p¥ipravky
konzerva¢ni &inidlo pro zabrédn&ni rustu mikroorganismd.

Expresni vektory a prost¥edky pro prenos podle
predkladaného vyndlezu mohou zahrnovat klasické farmaceutické
pfipravky. Podénich terapeutickych p¥ipravkl podle
pfedklddaného vyndlezu mife byt provedeno jakymkoliv vhodnym
zpisobem, pokud je cilovd tkal timto zpisobem dosafitelni.
Tyto zplsoby zahrnuji ordlni, nasdlni, bukdlni, rektilni,
vagindlni nebo lokdlni pod&ni. Alternativn&, poddni miZe byt
ortotopické, intradermadlni, intraokuldrni, subkutédnni,
intramuskuldrni, intraperitonedlni nebo intravenosni injekci.
Takové pripravky budou normiln& podany jako farmaceuticky
pfijatelné pfipravky, které budou obsahovat fyziologicky
p¥ijatelné nosife, pufry nebo jiné p¥isady.

Terapeutické p¥ipravky podle p¥edkl&ddaného vynédlezu jsou
vyhodn& podény ve form& injikovatelnych p¥ipravki bud jako
kapalné roztoky, nebo jako suspense; pevné formy vhodné pro
rozpuSténi v, nebo pro suspendovdni v kapalin& p¥ed injekeci
mohou byt také pripraveny. Tyto pr¥ipravky také mohou byt
emulsifikovény. Typicky p¥ipravek pro takovy G&el obsahuje
farmaceuticky prijatelny nosi&. Nap¥iklad, kompozice miZe
obsahovat 10 mg, 25 mg, 50 mg nebo vice ne? 100 mg lidského
sérového albuminu na mililitr fosf&tem pufrovaného salinického
roztoku. Jiné farmaceuticky p¥ijatelné noside zahrnuji vodné
roztoky, netoxické p¥isady, v&etn& soli, konzerva&nich latek,
pufrd a podobn&. P¥iklady non-vodnych rozpoust&del jsou
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propylenglykol, polyethylenglykol, rostlinné oleje a
injikovatelné organické estery jako je ethyloleat. Vodné
nosice zahrnuji vodu, roztoky alkohol/voda, salinické roztoky,
parenteralni vehikula jako je chlorid sodny, Ringerova
dextrosa, atd. Intravenosni roztoky mohou zahrnovat roztoky
kapalin a Zivin. Konzervalni l&tky zahrnuji antimikrobi&lni
¢inidla, antioxidanty, cheladni &inidla a inertni plyny. pH a
pfesnd koncentrace rliznych slo¥ek ve farmaceutickém pripravku
jsou upraveny podle dobfe znamych parametrii.

Dalsi formulace jsou vhodné pro orilni podédni. Or&lni
formulace obsahuji takové typické pfisady, jako jsou naptiklad
farmaceutické koncentrace manitolu, laktosy, &Skrobu, stearanu
ho¥e&natého, sacharinu sodného, celulosy, uhli&itanu
ho¥e&natého a podobné&. Pfipravky maji formu roztokl, suspenzi,
tablet, pilulek, kapsli, p¥ipravki se zpomalenym uvolfiovanim a
nebo praski. Pokud je zplisob poddni lok&lni, pak mohou byt ve
form€ krému, masti, balzdmu, kapaliny nebo spraye.

0¢inné mno¥stvi terapeutického agens je ur&eno na z&klad&
zamySleného cile, nap¥iklad (i) inhibice proliferace
nadorovych bun&k nebo (ii) eliminace nadorovych bun&k. Termin
"jednotkovd ddvka" oznaduje fyzik&ln& odd&lenou jednotku
vhodnou pro poufiti u subjektu, kde ka®di jednotka obsahuje
predem urlené mno¥stvi terapeutického pripravku vypo&itané pro
dosaZeni poZadovanych odpovédi, jak byla diskutovéna vyse,
spolu s jejim poddnim, t.j. vhodnym zptsobem a l1é&ebnym
reZimem. MnoZstvi, které mi byt podano, jak z hlediska pod&tu
podani, tak z hlediska jednotkové davky, zévisi na lé&eném
subjektu, na stavu subjektu a pofadované ochran&. Presné
mnozstvi terapeutického p#ipravku také z&visi na Gvaze lékate



a je odlisné pro kazdého jednotlivce.

V jistych provedenich miZe byt Z4adouci poskytnout
kontinudlni dod&vku terapeutického pripravku pacientovi. Pro
intravenosni a intraarteridlni zplisoby podani je toto
provedeno systemem kapacek. Pro lokalni poddni bude pouzito
opakované podani. Pro ruzné pfistupy mohou byt pouZity
pripravky se zpomalenym uvolriovanim, které dodavaji omezené,
ale konstantni mnoZstvi terapeutického ¢inidla béhem
prodlouZeného ¢asového obdobi. Pro vnit¥ni aplikaci miZe byt
preferovana kontinudlni perfuse poZadovaného regionu. Toto
muze byt provedeno katetrizaci, post-operadné v nékterych
pripadech, po které nasleduje kontinudlni podani
terapeutického pripravku. Doba perfuse bude vybréna lékarem
pro jednotlivého pacienta a situaci, ale bude v rozsahu od asi
1l - 2 hodin do 2 - 6 hodin, do asi 6 - 10 hodin, do asi 10 -
24 hodin, do asi 1 - 2 dni, do asi 1 - 2 tydna nebo déle.
Obecné, davka terapeutického pripravku podand kontinualni
perfuzi bude ekvivalentni davce podané jednou nebo vice
injekcemi, upravend pro dobu, b&hem které jsou injekce podény.
Nicméné, soudi se, Ze perfusi mohou byt podiny vyssi davky.

Klinicky protokol pro SCCHN

Klinicky protokol byl vyvinut pro usnadnéni 1é&by SCCHN
onemocnéni za pouZiti adenovirovych konstrukti diskutovanych
dale v prikladech. Podle tohoto protokolu budou vybrani
pacienti majici histologicky ovéreny spinocelularni karcinom
hlavy a krku. Pacienti mohou, ale nemusi mit predchozi chemo-,
radio- nebo genovou terapii. Optimdlné bude mit pacient adekvatni
funkci kostni drené (definovanou jako absolutni



po&et perifernich granulocytd > 2000/m> a trombocytu
100000/mm3), adekvatni funkci jater (bilirubin < 1,5 mg/dl)
a adekvatni funkci ledvin (kreatinin < 1,5 mg/dl).

Protokol vyZaduje podani jedné davky farmaceutického pfipravku
obsahujiciho 10® a 102 infek&nich &astic p53 adenovirového
expresniho konstruktu intratumordlni injekci. Pro tumory > 4 cm
bude podany objem 4 - 10 ml (prednostné 10 ml), zatimco pro
tumory < 4 cm bude pouZit objem 1 - 3 ml (prednostné 3 ml). Pro
jednu davku bude podédno nékolik injekci v objemech 0,1 - 0,5 ml
s rozestupem pribliZné 1 cm nebo vice.

LéCebny kurs se sklada z asi 6 davek, podanych béhem 2 tydni.
Podle uvahy lékare miZe reZim pokradovat, Sest davek kazZdé dva
tydny, nebo méné castokrat (mé&sicéné, za dva mésice, kvartalnég,
atd).

Pokud je pacient vhodny pro chirurgickou resekci, pak bude
tumor lécen jak je popsdno vysSe po alespori dva nasledujici
dvojtydeni lécebné kursy. V pribéhu jednoho tydne po dokonéeni
druhého (nabo vice, napf. tretiho, &tvrtého, pitého, Sestého,
sedmého, osmého atd.) kursu bude u pacienta provedena chirurgicka
resekce. Pred uzavrenim incize bude poddno do mista chirurgického
zdkroku (operaéniho luZzka) 10 ml farmaceutického pripravku
obsahujiciho p53 adenovirovy expresni konstrukt (10% - 109
infek¢énich Castic) a bude umoZnén kontakt po dobu alespon 60
minut. Rdna se uzavre a umisti se do ni dren nebo katetr. Treti
den po operaci se podd dalsich 10 ml farmaceutického pripravku
drenem a ponechd se v kontaktu s operad¢nim luZkem po dobu alespori
dvou hodin. Potom se provede odsdti a dren se odstrani v klinicky
vhodnou dobu.
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LéCba arteficidlnich a prirozenych t&lesnych dutin

Jednim z primdrnich zdroju recidivujicich SCCHN je
rezidudlni, mikroskopické onemocnéni, které zlstava v
primdrnim mist& n&doru, stejn& jako lok&ln& a regionilng, po
excisi tumoru. Krom& toho, analogickd situace vznika, kdy?Z
jsou t&lesné dutiny posti¥eny mikroskopickym rozsevem
nadorovych bun&k. U&innd 1é&&ba takového mikroskopického
onemocn&ni bude p¥indSet signifikantni vyhodu v terapeutickych
reZimech.

Tak, v uritych provedenich miZ%e byt nador odstran&n
chirurgickou excisi, kterd vytvo¥i "dutinu". Jak v dob&
chirurgického zdkroku, tak potom (periodicky nebo
kontinualng), je terapeuticky p¥ipravek podle p¥edkl&daného
vynédlezu podén do t&lesné dutiny. Toto je, v podstaté,
"lokalni" 1é&ba povrchu dutiny. Objem p¥ipravku by mél byt
dostate¢ny pro zajiSt&ni toho, %¥e cely povrch dutiny je v
kontaktu s expresnim konstruktem.

V jednom provedeni, podédni bude jednodufe obsahovat injekci
terapeutického pripravku do dutiny tvo¥ené excisi nadoru. V
jiném provedeni miZe byt ¥&adouci mechanick& aplikace pomoci
hubky, tamponu nebo jiného prost¥edkuKterykoliv z t&chto
pfistupd miZe byt poufit po odstran&ni nddoru stejnd jako
b&hem pofdteniho chirurgického zakroku. V jesSt& jiném
provedeni je kathetr vloZen do dutiny p¥ed uzav¥enim
chirurgického p¥istupu. Dutina potom miZe byt kontinu&ln&
perfundovéna po poZadovanou dobu.

V jiné form& této 1é¥by je "lokalni" aplikace




terapeutického pfipravku zacilena do pfirozené dutiny jako

jsou dsta, hltan, jicen, hrtan, pridusnice, pleurdlni dutina,
peritonedlni dutina, nebo dutiny dutych organd jako je modovy
méchy¥, tlusté sttevo nebo jiné viscerdlni orgdny. V této
situaci miZe a nemusi byt primdrni signifikantni tumor v
dutin&. Léfba je zam&¥ena na mikroskopické onemocné&ni v
dutin&, ale polate&n& mile byt pouZita pro ovlivn&ni primarni
nadorové hmoty, pokud nebyla dfive odstran&na, nebo
pre-neoplastickych 1ézi, které mohou byt p¥itomné v této
dutin&. Opé&t, rfzné metody mohou byt poufity pro provedeni
"lokalniho" podani do t&chto viscerilnich organli nebo povrchi
dutin. Nap¥iklad, dutina Gstni v hltanu miZe byt jednoduse
vyplachovadna a mi¥e byt provadéno kloktans roztokd. Nicméng&,
lokéalni podani v hrtanu a pridusnici miZe vyZadovat
endoskopickou vizualizaci a lok&lni podéni terapeutického
pfipravku. Viscerilni organy jako je mo&ovy m&chy¥ nebo
sliznice tlustého st¥eva mohou vyZadovat trvaly katetr s
infuzi a op&t p¥imou vizualizaci cystoskopem nebo jinym
endoskopickym p¥istrojem. Dutiny jako je pleurdlni a
peritonedlni mohou byt zp¥istupnény trvalym katetrem nebo
chirurgickym z&krokem zp¥istuptiujicim tyto oblasti.

Sledovani exprese p53 po podani

Jiny: aspekt p¥edkladaného vyndlezu zahrnuje sledovani
eéxprese p53 po poddni terapeutického pripravku. ProtoZe
destrukce mikroskopickych nadorovych bun&k nemiZe byt
pozorovéna, je vyznamné urdit to, zda cilové misto bylo G&inn&
uvedeno do kontaktu s expresnim konstruktem. Toto miZe byt
provedeno identifikaci bun&k, wve kterych expresni konstrukt
aktivné produkuje p53 produkt. Dile¥its je, nicmén&, schopnost
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rozliSeni mezi exogennim p53 a p53 pritomnym v nadorovych

a nenaddorovych burikdch v lé¢ené oblasti. Oznac¢eni exogenniho p53

znac¢kovacim elementem poskytne definitivni dukaz exprese této

molekuly a nikoli jeji endogenni verze.

Jeden takovy znac¢kovaci element poskytuje FLAG biosystem
(Hopp et al., 1988). FLAG polypeptid je oktapeptid
(AspTyrLysAspAspAspAspLys) a jeho mald velikost nenarusuje
expresi proteinu podané genové terapie. Spolec¢na exprese FLAG
a pozadovaného proteinu je sledovana za pouziti protilatek
nami¥enych proti FLAG proteinu.

Mohou byt pouZity i jiné imunologické znackovaci systemy, jako
je 6XHis system (Qiagen). Pro tento zpusob miuZe byt pouzZit
jakykoliv linedrni epitop pro generovani fuzniho proteinu s p53,
pokud (i) neni fizi narusSena imunologicka integrita epitopu
a (ii) neni fdzi narusena funk¢éni integrita p53.

E. Protokoly kombinované terapie

Rezistence nddorové buriky k prostredkim poskozujicim DNA
predstavuje hlavni problem klinické onkologie. Jednim z cilt
soucasného vyzkumu nddorQl je nalézt cestu ke zvysSeni Gc¢innosti
chemo- a radioterapie jejich kombinaci s genovou terapii.
Napriklad gen pro thymidin kinasu viru herpes simplex (HS-tK),
pri poddni do mozkovych nddori pomoci retrovirového vektorového
systemu uUspésné indukuje citlivost k antivirovému prostredku
gancicloviru (Culver et al., 1992). V kontextu predkladaného
vyndlezu se predpokladd, Ze podobné je moZno ve spojeni s chemo-

nebo radioterapeutickymi intervencemi pouzit terapii p53.
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Pro usmrceni bunék, jako jsou maligni nebo metastazujici

buriky, za pouziti metod podle predkléddaného vynalezu, je obecneé
zapotrebi kontaktovat "cilovou" buiiku s expresnim vektorem

a alespon jednim ¢inidlem poskozujicim DNA. Tyto kompozice by
mély byt k dipsozici v kombinovaném mnozstvi G¢inném pro usmrceni
nebo inhibici proliferace bunék. Tento proces muZe zahrnovat
kontaktovani bunék soucdasné s expresnim vektorem a prostredkem
nebo faktorem poskozujicim DNA. Tohoto miZe byt dosaZeno
kontaktovanim bunék s jedinym pripravkem nebo farmakologickou
formulaci, kterad obsahuje obé& ¢inidla, nebo kontaktovanim bunék
se dvéma ruznymi pripravky nebo formulacemi ve stejnou dobu, kde
jeden pripravek obsahuje p53 expresni vektor a druhy obsahuje
¢inidlo poskozujici DNA.

Alternativné miuZe lécba p53 predchdzet nebo nasledovat po
1é¢bé &inidlem podkozujicim DNA s intervaly v rozmezi od minut do
tydnl. V provedenich, kde jsou faktor poskozujici DNA a p53
expresni vektor aplikovany do buriky oddélené, je obecné potreba
zajistit, aby mezi takovymi poddnimi neubéhla vyznamnd doba, tak,
aby ¢inidlo poskozujici DNA a expresni vektor byly stdle schopné
vykazovat v bulice vyhodny kombinovany u¢inek. V takovych
p¥ipadech se predpoklddd, Ze bude proveden kontakt bunék s obéma
pripravky v pribéhu 6 hodin aZ jednoho tydne, a lépe béhem 24 az
72 hodin, kde nejvice je preferovana doba 48 hodin. V nékterych
situacich nicméné miZe byt Zadouci periodu 1lécby vyznamné
prodlouzit tak, Ze mezi jednotlivymi podanimi uplyne nékolik dni
(2, 3, 4, 5, 6, nebo 7) aZz nékolik tydnu (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
nebo 8).

Je také predstavitelné, Ze bude 2Zadouci vice neZ jedno podani
p53 konstruktu nebo &inidla posSkozujiciho DNA. Mohou byt pouzZity riuzné
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kombinace, kde p53 je "A" a agens poZkozujici DNA je "B":

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B B/A/A A/B/B A/B/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A B/A/B/B
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A A/B/A/A A/A/B/A B/A/A/B

Pro dosaZeni smrti bun&k jsou ob& agens podédna do bun&k v
kombinovaném mnoZstvi G&inném pro zabijeni bun&k.

Agens nebo faktory poSkozujici DNA jsou zde definovény jako
jakékoliv chemické sloueniny nebo zpisoby 1éZby, které indukuji
po8kozeni DNA, kdyZ jsou aplikovany do bun&k. Takova &inidla a
faktory zahrnuji radiaci a vlny, které indukuji pofkozeni DNA
jako je r-zafeni, za¥eni X, UV zaYeni, mikrovlny, emise
elektronl, a podobn&. Razné chemické sloudeniny, také nazyvané
(chemoterapeutickd &inidla), G¥inkuji tak, ¥e indukuji po¥kozeni
DNA, a u v8ech se pfedpoklddd, Ze mohou byt pouZity ve zplsobech
kombinované 1é&&by, které jsou zde popsény. Chemoterapeutické
latky, které mohou byt pouZity, zahrnuji nap¥iklad adriamycin,
5-fluorouracil (5FU), etoposid (VP-16), camptothecin,
aktinomycin-D, mitomycin C, cis-platinu (CDDP), a i peroxid
vodiku. Vyndlez také zahrnuje pouZiti kombinace jednoho nebo vice
¢inidel pofkozujicich DNA, at na zdklad® radiace nebo sloudenin,
jako je pouZiti zd¥eni X s cisplatinou nebo poufiti cis-platiny s
etoposidem. V urlitych provedenich je zejména preferovdno pouZiti
cis-platiny v kombinaci s p53 expresnim vektorem.

Pfi 1&Cb& nadord podle p¥edkladaného vyndlezu je zapot¥ebi
uvést do kontaktu n&dorové buiiky s &inidlem poskozujicim DNA,
spolu s kontaktovénim s expresnim vektorem. Tohoto mi¥e byt
dosaZeno ozafovanim lokalizovaného mista n&doru z&¥enim
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zpUsobujicim poskozeni DNA, jako je zafeni X, UV-zareni,
1-z4¥eni nebo mikrovlny. Alternativné mohou byt nadorové burnky
uvedeny do kontaktu s ¢inidlem poskozujicim DNA tak, Ze se
subjektu poda terapeuticky u¢inné mnoZstvi farmaceutické
kompozice obsahujici sloueninu poskozujici DNA, jako je
adriamycin, 5-fluorouracil, etopodsid, camptothecin, aktinomycin
D, mitomycin C nebo vyhodné cis-platina. Cinidlo pos$kozujici DNA
miZe byt pripraveno a pouzito jako kombinovany farmaceuticky
pripravek nebo kit kombinaci s p53 expresnim vektorem, jak bylo

popsano vysSe.

Predpoklddaji se a zde popisuji &inidla, kterd p¥imo situji
polynukleotidy, konkrétné DNA, pro vyvolani posSkozeni DNA, které
bude vést k synergni antineoplastické kombinaci. Mohou byt
pouzZita agens jako je cis-platina a jind agens zpusobujici
alkylaci DNA. Cis-platina je rozsdhle pouZivdna pro lécbu néadort,
kdy G¢inné davky pouzZivané v klinickych aplikacich jsou 20 mg/m2
po dobu 5 dni jednou za tri tydny, celkem tri serie. Cis-platina
se nevstrebavd ordlné, a proto musi byt poddna injekcCne

intravenosné, podkoZné, intranddorové nebo intraperitonealné.

Agens, ktera poskozuji DNA, také zahrnuji slouceniny, které
interferuji s replikaci DNA, s mitosou a se segregaci chromosomu.
Takové chemoterapeutické sloucdeniny zahrnuji adriamycin, té2
znadmy jako doxorubicin, etoposid, verapamil, podophyllotoxin
a podobné. V béZné pouzivané klinické 1léc¢bé neoplasii jsou tyto
sloudeniny podavany bolusovou injekci intravenosné v davce od 25
az 75 mg/m2 v intervalu 21 dni pro adriamycin do 35 aZ 50 mg/m2
pro intravenosni etoposid nebo dvojnasobnou davku pro ordalni

podani.
Cinidla, kterd narusuji syntesu a spolehlivost prekursoru

polynukleotidll a podjednotek také vedou k poskozeni DNA. Byl
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vyvinut velky poet prekursorl polynukleotidl. Zejména jsou
pouzivana ¢inidla, u kterych prob&hlo rozs&hlé testovani a ktera
jsou snadno dostupnd. Takova ¢inidla, jako je 5-fluorouracil
(5-FU), jsou prednostné vyuZivana neoplastickou tkéni, coZ &ini
toto ¢inidlo zejména vyhodnym pro cilenou terapii neoplastickych
bunék. Ackoliv je dosti toxicky, je 5-FU aplikovatelny v Siroké
Ské&le nosich, vfetné nosilh pro 1lokdlni podédni, nicméné bé&Zné& se
pouziva intravenosni podéni s davkami v rozmezi 3 - 15 mg/kg/den.

Jiné faktory, které zpusobuji poSkozeni DNA a které jsou
Siroce pouZivény, zahrnuji ty, které jsou obecné& zndmé, jako je
T-zaY¥eni, zAareni X a/nebo p¥imé podédni radioizotopd do nddorovych
buné&k. Jiné formy faktorl poSkozujicich DNA jsou také brany v
Gvahu, jako jsou mikrovlny a UV-zafeni. Je velmi pravd&podobné,
Ze vSechny tyto faktory zplsobuji Zirokou $kdlu po¥kozeni DNA,
nebo prekursort DNA, replikace a oprav DNA, a seskupeni a
integritu chromosomi. Davky z&f¥eni X jsou v rozsahu od denni
davky 50 aZ 200 rentgenll po del8i &asové obdobi (3 a%Z 4 tydny),
do jedné davky 2000 aZ 6000 rentgent. Davky pro radioizotopy se
velmi 1i8i a z&viseji na polodasu izotopu, intenzit& a typu
emitovaného z&reni a na vychyt&dvani izotopu nadorovymi butikami .

Odbornik je odkdzdn na "Remington's Pharmaceutical Sciences",
15. vydani, kapitola 33, zejména strénky 624 - 652. N&které
variace v davkéch budou nutné v zavislosti na stavu lé&eného
subjektu. Osoba odpové&dnd za podédni bude, v kaZdém pripadg&,
uréovat vhodnou dévku pro jednotlivy subjekt. Krom& toho, pro
podéni lidem by m&l p¥ipravek spliiovat standardy sterility,
pyrogenicity, obecné bezpelnosti a &istoty vyZadované FDA Office
of Biological standards.
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Vynalezci soudi, Ze regiondlni podani p53 expresnich vektort
pacientovi s karcinomem védzanym na p53 bude velmi G&inngm
zpisobem pro podédni terapeuticky &inného genu v boji proti
klinickému onemocnéni. Podobn&, chemo- nebo radioterapie miZe byt
zam&¥ena na uréity postiZeny region v t&le subjektu.
Alternativné, za jistych okolnosti mife byt vhodné systemové
podani expresniho vektoru nebo &inidla po¥kozujiciho DNA,
napriklad tehdy, kdy? se jednd o rozs&hly metastaticky proces.

Terapie cytokiny byla také ov&fena jaké G&inny partner pro
kombinované terapeutické refimy. V takovych kombinavangch
pfistupech mohou byt poufity rtizné cytokiny. Priklady cytokini
zahrnuji IL-la, IL-18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, TGF-&, GM-CSF, M-CSF, G-CSF,
TNFa, TNF8, LAF, TCGF, BCGF, TRF, BAF, BDG, MP, LIF, OSM, TMF,
PDGF, IFN-o, IFN-8, IFN-7. Cytokiny jsou podédny ve standartnich
reZimech, jak je popséno dile, v souladu s klinickymi indikacemi
jako je stav pacienta a relativni toxicita cytokinu.

Krom& kombinace p53 cilené terapie s chemo-, radio-, a
cytokinovou terapié je také uvaZovéno, Ze kombinace s jingmi
genovymi terapiemi by mohla byt vyhodn&. Nap¥iklad, zacileni
K-ras a p53 mutaci ve stejnou dobu miZe produkovat zlepSenou
protinadorovou 1lé&bu. Jakykoliv jiny gen spojeny s nadory muZe
byt timto zplsobem zam&ten, napriklad p21, plé6, p27, E_F, Dp
rodina gend, Rb, APC, DCC, NF-1, NF-2, WT-1, MEN-I, MEN-II,
BRCAl, VHL, FCC, MCC, dal&i ras molekuly, myc, neu, raf, erb,
src, fms, jun, trk, ret, gsp, hst, bcl, a abl. MaZe byt také
Z&douci kombinovat p53 terapii s genovou terapii zaloZenou na
protilatkdch obsahujici pouZiti jedno¥et&zcového protilatkového
konstruktu, ve kterém se protildtka va%e na jakékoliv jiné
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vySe uvedené molekuly, nebo v kombinaci s geny kodujicimi jeden

nebo vice z vyse uvedenych cytokinu. Také maZe byt vyhodné

kombinovat p53 s jinymi geny, u kterych se predpoklada ucast na
procesu apoptosy, napf. s adenovirovym E1A, Bax, BCL-Xg, atd.

F. Kity

Viechny z&kladni materidly a c¢inidla nutna pro inhibici
proliferace nddorovych bunék mohou byt obsaZena spole¢né v kitu.
Tento kit bude obecné obsahovat vybrané adenovirové expresni
vektory. Také mohou byt obsaZena rUznd media pro replikaci
expresnich vektori a hostitelské buriky pro takovou replikaci.
Takové kity budou obsahovat rtzné kontainery pro kazdé jednotlivé
¢inidlo.

Pokud jsou sloZky kitu poskytnuty v jednom nebo vice kapalnych
roztocich, pak je kapalny roztok preferované vodny roztok, kdy je
zejména uprednostriovdn sterilni vodny roztok. Pro pouziti in vivo
miZe byt expresni vektor formulovan do farmaceuticky prijatelné
injikovatelné kompozice. V takovém miZe byt kontainer inhalator,
injek¢éni stfikacka, pipeta, o¢ni kapatko, nebo jiny podobny
pristroj, ze kterého miZe byt pripravek aplikovan do postiZené
oblasti téla, jako jsou plice, injikovan do zvirete, nebo miazZe

byt nanesen a smisen s jinymi sloZkami kitu.

SlozZky kitu mohou také byt dodany v susSené nebo lyofilizované
formé&. Pokud jsou ¢inidla nebo sloZky dodany v suSené formeé, pak
mazZe byt obecné rekonstituce provedena priddnim vhodného
rozpoustédla. Predpokladad se, 2Ze rozpoustédlo miuzZe byt take
dodano ve zvlastnim kontaineru.

Kity podle predkladaného vynalezu budou typicky obsahovat
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prostfedek pro skladovéni lahvilek v t&sném uskladn&ni pro
komeréni prodej jako, nap¥iklad, injekce nebo vyfouknuté
plastové kontainery, ve kterych jsou poZadované lahvidky
uchovavany. Bez ohledu na polet nebo typ kontainerd mohou kity
podle predkladaného vyndlezu také obsahovat, nebo byt baleny s
nastrojem pro provedeni injekce/podéni nebo umist&ni konedného
komplexu kompozice v té&le zvifete. Takovym nastrojem miZe byt
inhalator, injek&éni st¥ikaldka, pipeta, kle5t&, odm&rna 1%id&ka,
o¢ni kapédtko nebo jakykoliv jiny v medicin& pouZivany prost¥edek
pro podani.

G. Zvireci model pro mikroskopicky rozsev naddoru a zbytkové
onemocnéni

Jiny aspekt pfedklédaného vyndlezu obsahuje v§voj zvireciho
modelu pro analyzu mikroskopickych zbytkovych karcinomd a
mikroskopického rozsevu v télesnych dutindch. "Karcinom", jak je
zde pouZito, miZe oznadovat jednotlivou buiiku nebo mnohobun&&né
naddorové hmoty. V mikroskopickém onemocn&ni se "nddor" skl&di z
jedné nebo n&kolika nddorovych bun&k, které nemohou byt
pozorovany pouhym okem.

Zvifeci model zde popsany je zejména vyhodny v napodobeni (i)
post-chirurgického prost¥edi u pacient s nddorem hlavy a krku,
zejména u pokrolilych stadii onemocn&ni a (ii) t&lesnych dutin
postiZenych subjektl, u kterych byl stanoven mikroskopicky
karcinom. Model, podobn& jako jiné zviteci modely pro nadory, je
zaloZen na inokulaci nddorovych bun&k do zvitete. OdliZnost,
nicméné&, spolivéd ve vytvofeni podkoZniho vaku, ktery je
fyziologickym ekvivalentem p¥irozené t&lesné dutiny nebo
dutiny chirurgicky vytvo¥ené excisi n&dorovych hmot.
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Vyndlezci pouZivaji "holé" myZi jako modelovy organismus.
Nicméné, pro predkladany vyndlez miZe byt pouZito v podstaté
kterékoliv zvife. Zejména uptednostriovanymi zviraty budou mali
savci, ktefi jsou rutiné& pouZivéni v laboratornich protokolech.
Jest& vice preferovanymi zvi¥aty budou hlodavci, jako jsou my&i,
krysy, morlata a kfelci. Krdlicl jsou také preferovanym druhem.
Kriteria pro vybé&r zvifete budou hlavn& zaviset na preferencich
vyzkumnika.

Prvnim krokem je vytvo¥eni tkéaitové tasy u pokusného zvitete.
Termin "tké&novad rasa" znamend jakoukoliv excisi v tkéni zvifete,
kterd obnaZi cilovou tké&i. Obecn& je preferovéno, aby byla incise
provedena v oblasti hfbetu zvi¥ete, jelikoZ to predstavuje snadno
dostupné misto. Nicmén&, je jasné %e incise miZe byt provedena na
jinych mistech zvifete, a volba mista tk&n& bude zaviset na

riznych faktorech jako je jednotlivy typ terapeutickych latek,
které jsou zkoumény.

Jakmile je cilova tk&l obnaZena, tak jsou nddorové buiiky, bud’
individudlné& nebo v mikroskopick§ch n&dorech, uvedeny do kontaktu
se tkani. Nejvhodn&j3i zpisob pro implantaci n&dorovych bun&k do
tkdné je aplikace suspense tkéatiového kultiva®niho media
obsahujiciho buiiky do tké&né&. Aplikace nadorovych bun&k miZe byt
provedena jednoduSe za pouZiti sterilni pipety nebo jakéhokoli

vhodného aplikétoru. P¥irozen&, tento postup bude proveden za
sterilnich podminek.

V jednom provedeni je 2,5 x 10° SCCHN bun&k inokulovéno do
obnaZené tkariové rasy holé my%i. Odbornici v oboru snadno uréi,
co znamend pro dany G&el vhodny podet bun&k. Podet bun&k bude



zaviset na ruznych faktorech, jako je velikost zvirete, misto

incise, replikaéni kapacita nadorovych bunék samotnych, uvazZovana
doba rustu nadoru, potencial testovaného protinaddorového cinidla
a podobné. A&koliv stanoveni optim&lniho modelového systemu pro
jakykoliv jednotlivy typ nddoru mizZe vyZadovat urc¢itou upravu
podtu podanych bunék, neznamena to nadmérné experimentovani.
odbornici v oboru testd na zviratech uznaji, Ze takova

. optimalizace je nutna.

Ta miZe byt provedena napriklad provedenim predbéZnych studii,
ve kterych je zvireti poddn ruzny pocet bunék a po uzavreni
tkanové fasy je sledovan buné&ny rust. Podani vétsiho poctu bunék
prirozené povede ke vétsi populaci mikroskopickych zbytkovych

nadorovych bunék.

V predkladané studii byly kapsy G¢inné uzavreny za pouziti
matracovych steht. Nicméné predpoklada se, Ze odbornici v oboru
mohou pouzit jakoukoliv z mnoha metod rutinné pouzZivanych pro
uzavieni incise, jako je pouziti adhesiv, svorek, Svi, stehu
atd., podle uréitého zamySleného pouZiti.

Priklady provedeni vynalezu

Nisledujici pfiklady jsou uvedeny pouze pro ilustraci urc¢itych
specifickych provedeni a Zadnym zpUsobem by nemély byt povaZovany
za omezeni rozsahu vynalezu.

g Priklad 1

Potladeni rustu bunék lidskych nadoru hlavy a krku zavedenim
prirozeného p53 genu pomoci rekombinantniho adenoviru
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Materidl a metody

Buné&lné linie a kultiva&ni podminky. Lidské SCCHN bun&&né
linie Tu-138 a Tu-177 byly obé& ziskany v Department of Head and
Neck Surgery, M.D. Anderson Cancer Center. Tu-138 a Tu-177 byly
ziskdny z gingivo-labi&lniho st¥edn& diferencovaného
spinoceluldrniho karcinomu a ze Spatné& diferencovaného
spinocelulédrniho karcinomu laryngu, v prislusném pof¥adi. Obé&
linie byly vyvinuty primdrni explanta®ni technikou a jsou
Cytokeratin pozitivni a tumorigenni u athymickych holych my3i a
SCID myS8i. Tyto buiiky byly kultivovény v DMEM/F12 mediu doplnéném
10% teplem inaktivovanym fet&lnim hov&zim sérem (FBS) s
penicilin/streptomycinem.

Pfiprava rekombinantniho adenoviru a infekce. Rekombinantni
P53 adenovirus (Ad5CMV-p53) (Zhang et al., 1994) obsahuje
cytomegalovirovy (CMV) promotor, p¥irozenou pP-53 cDNA a SV40
polyadenyla¢ni signdl v minigenové kazet& insertované do
El-deletovaného regionu modifikovaného adenoviru typu 5 (Ad 5).
Zasoba viru byla propagovdna v 293 butikach. Builkky byly sklizeny
36 - 40 hodin po infekci, peletovany, resuspendoviny ve fosfatem
pufrovaném salinickém roztoku, lyzovény a bun&®na drt byla
odstranéna pre&isté&nim CsCl gradientem. Koncentrovany virus byl
dialyzovén, rozd&len do aliquot a uskladn&n pr¥i -80 °cC. |
Infikovéni bylo provedeno pfidénim viru ve DMEM/F12 mediu a 2% [
FBS k buné&fné monovrstv&, butiky byly inkubovény p¥i 37 °C po dobu :
60 minut s trvalym mich&nim, potom bylo pfidéno kompletni medium
(DMEM/F12/10% FBS) a buiiky byly inkubovény p¥i 37 °C po
poZadovanou dobu.

Northemblot analyza. Celkovd RNA byla izolovéna metodou
kyselina-guanidiniumthiokyanat podle Chomczynski a Sacchi,
1987. Northern analyza byla provedena na 20 ug celkové RNA.
Membrana byla hybridizovdna p53 cDNA probou znafenou metodou
ndhodného primeru v 5 x SSC/5X Denharttv roztok/0,5%
SDS/denaturovand pstru¥i spermatick& DNA (20 ug) . Membréna byla
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také ofi&téna a reprobovana GAPDH cDNA pro kontrolu zavedeni RNA.
Relativni mnoZstvi exprivovaného p53 byly urdeny densitometrii

(Molecular Dynamics Inc., Sunnyvale, CA).

Western blot analyza. Celkové bun&&né lyzaty byly p¥ipraveny
sonikaci bun&k 24 hodin po infekci v RIPA pufru (150 mM NacCl,
1,0% NP-40, 0,5% DOC, 0,1% SDS, 50 mM Tris, pH 8,0) po dobu 5 s.
50 ug proteinu ze vzorkd bylo podrobeno 10% SDS-PAGE a pfeneseno
do Hybond-ECL membrény (Amersham). Membrina byla blokovéana
Blotto/Tween (5% netu&néd sufené mléko, 0,2% Tween 20, 0,02%

a azid sodny ve fosfdtem pufrovaném salinickém roztoku) a byla
sondovana primdrnimi protilétkami, mySi anti-lidsky p53
monoklondlni protildtkou PAb1801 a myS$i anti-lidsky R-aktin
monoklonalni protildtkou (Amersham) a sekundarni protilatkou, s
kfenovou peroxidasou konjugovanym kozim anti-mySim IgG
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN). Membr&na byla zpracovéna
a vyvijena podle doporudeni vyrobce.

Imunohistochemickd analyza. Infikované bun&&né monovrstvy byly
fixovany 3,8% formalinem a oSetfeny 3% H, O, v methanolu po dobu 5
minut. Imunohistochemické barveni bylo provedeno za pouZiti
Vectastain Elite kitu (Vector, Burlinqégme, CA) . PouZitou
primarni protildtkou byla anti-p53 protilédtka PAb1801, a
sekundarni protildtkou byl avidinem znaCeny anti.-my$i IgG
(Vector) . Biotinylovan& k¥enovd proxidasa ABC komplexni &inidlo
bylo pouZito pro detekci komplexu antigen-protiléatka.
Preadsorp&ni pokusy byly provedeny v kaZdém pokusu imunobarveni .
Buriky byly kontrastn& barveny Harrisovym hematoxylinem (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO).

Test buné&ného ristu. Buiiky byly umist&ny v hustot& 2 x 10¢%
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bunék/ml v 6-jamkovych plotnach trojité. Burky byly infikovany
bud prirozenym (Ad5CMV-p53), nebo replikace deficientnim
adenovirem jako kontrolou. Buniky byly sklizeny kazZdy druhy den,
byly poc¢itdny a vylucovanim trypanové modri byla urcCena jejich
zivotaschopnost.

Inhibice nadorového rustu in vivo. U&inek AdS5CMV-p53 na
vyvinuté podkoini nadorové uzly byl urcéen u holych mysi v
definovaném prostfedi bez patogenu. Pokusy byly posouzeny a
schvdleny vybory pro pouZiti a ochranu zvirat a pro vyzkum
rekombinantni DNA. Struc¢né receno byly po indukci anestezie
acepromazinem/ketaminem u kazdého zvirete vytvoreny tri oddélené
podkozni Fasy a do kazdé rasy bylo za pouziti tupé jehly
subkutdané injikovano 5 x 10® bunék ve 150 ml kompletniho media;

buriky byly uzavieny v rase horizontdlnim matracovym stehem. Pro
kazdou bunéénou linii byla pouzZita ¢&étyri zvirata. Po 4 dnech byla
zvirata znovu podrobena anestezii a rasy byly znovu otevreny pro
podani 100 ml 1) Ad5CMV-p53 (50 MOI) do pravého predniho cipu;
2) replikace deficientniho viru (50 MOI) do levého zadniho cipu;
a 3) transportniho media samotného do levého zadniho cipu. Ve
véech mistech podadni injekce byly pred podanim lécby rozvinuté
viditelné a podkozZné hmatatelné uzly. Zvirata byla denné
pozorovdna a usmrcena v den 20. In vivo objem nadoru byl poc¢itan
za uvazovani sferického tvaru tumoru s prumérnym prumérem tumoru
poé¢itanym jako druhd odmocnina soudinu pruiméru priénych rezli. Po
usmrceni byly nddory trojrozmérné méreny mikrokaliperem pro
uré¢eni objemu nddoru. Pro testovani vyznamnosti rozdilu mezi
pruméry vzorkl byl pouZit Non-parametricky Friedmaniv 2-cestny
ANOVA test; byl pouZit SPSS/PC + softwarovy balic¢ek (SPSS Inc.,
Chicago, Il).
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Vysledky

Adenovirova infekce SCCHN bunék. Podminky pro optimalni
adenovirovy prenos Tu-138 a Tu-177 bunék byly urceny infikovanim
téchto bunék adenovirem exprimujicim E.coli B-gal gen. U&innost
prenosu byla hodnocena podle poc¢tu modrych bunék po barveni
X-gal. Z2dalo se, Ze existuje lineadrni vztah mezi poctem
infikovanych bunék a poctem pouZitych adenovirovych c¢astic. Bunky
inokulované jedinou davkou 100 MOI B-gal adenoviru vykazovaly 60%

modrych bunék (obr. 1), a pri opakované infekci se toto zvysSilo

na 100%. Udinnost prenosu tohoto vektoru u SCCHN bunék je zcela
odlisnd od uUc¢innosti u jinych bunéénych 1linii, které byly
vySetrovany drive: HeLa, HepG2, LM2 a bunéc¢né linie lidského
nemalobunééného karcinomu plic vykazovaly po inkubaci s 30 aZ 50
MOI B-gal adenoviru 97% aZ 100% infekc¢ni udc¢innost (Zhang et al.,
1994).

Exprese exogenni p53 mRNA v adenovirem infikovanych SCCHN
burikach. Pro tuto studii byly vybradny dvé lidské SCCHN bunécné
linie: obé bunééné linie Tu-138 a Tu-177 maji mutovany p53 gen.
Pro infekci Tu-138 a Tu-177 bunék byl pouZit nové vytvoreny
rekombinantni adenovirus s prirozenym p53, Ad5CMV-p53. Dvacet
¢tyri hodin po infekci byla izolovana celkova RNA a byla
provedena Northern blot analyza. Transformovand primarni lidska
embryondlni ledvind bunéc¢nd linie 293 byla pouZita jako pozitivni
kontrola vzhledem k vysoké hladiné exprese p53 genového produktu,

. zatimco K562, lymfoblastomova bunéc¢nad linie s homozygotni deleci
p53 genu, byla pouZita jako negativni kontrola. Hladiny 2,8 kb
endogenni p53 mRNA detekované ve vzorcich izolovanych z fale&né
infikovanych bunék a z bunék infikovanych replikace-deficientnim

adenovirem, dl312, byly podobné. AZ 10-krat vyssi hladiny
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exogenni 1,9 kb p53 mRNA byly p¥itomné v buiikdch infikovanych
Ad5CMV-p53, coZ naznaluje, Ze exogenni p53 cDNA byla GspéSné
p¥enesena do té&chto bun&k a Ze je G&inné& transkribovéna. Je
zajimavé, Ze hladina endogenni p53 mRNA byla v t&chto buiikdch
5-krat vy83i neZ v pokusnych kontroldch. Northern blot analyza
neptrinesla duikazy AdS5CMV-p53 (DNA) kontaminace RNA.

Exprese p53 proteinu v adenovirem infikovanych SCCHN burtikdch.
Western blot analyza byla provedena pro srovndni hladin p53 mRNA
a mnoZstvi produkovaného p53 proteinového produktu. p53 prouzek,
rozpoznany monospecifickou anti-p53 protilédtkou PAb1801, byl
pozorovdn v bun&fnych extraktech izolovanych ze vSech vzorkl
krom& K562 bunék. Bun&lnd linie 293 vykazovala vysoké hladiny p53
proteinu. Vzorky izolované z fale3n& infikovanych Tu-138 a Tu-177
buné&k vykazovaly nizké hladiny p53 proteinu. Hladina exprese p53
zUist&vala podobnd v butikdch infikovanych dl312 adenovirem.
Hladiny p53 antigenu detekované v buiikdch infikovanych Ad5CMV-p53
byly signifikantné& vy88i neZ hladiny endogenné& mutovanych
proteind v obou buné&fnych liniich. Tento vysledek ukazuje, Ze
exogenni p53 mRNA produkovand z bun&k infikovanych Ad5CMV-p53 je
Gf¢inn& translatovdna na imunoreaktivni p53 protein. Kromé& toho,
imunohistochemickd analyza bun&k infikovanych Ad5CMV-p53 ukézala
charakteristické jaderné barveni p53 proteinu, zatimco u faledné
infikovanych bunék nebylo podobné barveni prokézé&no i pres
pritomnost p53 proteinu v téchto builkdch. Tato neschopnost
detekovat protein miZe byt pF¥isouzena nizké sensitivité testu.

U&inek exogenniho p53 na rust SCCHN bun&k in vitro. Butky
infikované kontrolnim virem dl312 mély rast podobny jako fale&né
infikované burtiky (obrézky 2A a 2B), zatimco rist Ad5CMV-p53
infikovanych Tu-138 (obrézek 2A) a Tu-177 (obrédzek 2B) bunék byl
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znaéné potladen. Dvacet &tyri hodin po infekci se vyskytovaly
zretelné morfologické zmény, kdy se &ast bunécné populace
zaoblovala a jejich zevni membrany vytvarely bublinky. Toto je
souc¢dst histologicky pravdépodobnych déju, které vytvareji
programovanou bunéénou smrt. U&inek byl vyraznéj$i u Tu-138 nez

u Tu-177. Bunky infikované replikace-deficientnim adenovirem
dl312 vykazovaly normdlni rustové charakteristiky bez
histomorfologickych abnormalit. Testy riustu byly reprodukovatelné

ve c¢tyrech opakovanych pokusech.

Inhibice naddorového rustu in vivo. Pro kaZdou bunéénou linii
byla testovana ¢tyri zvifata. Jedno zvire ve skupiné Tu-177
zemrelo po chirurgickém zdkroku na druhém cipu a provedeni
terapeutické intervence, pravdépodobné v dusledku prohloubené
anestesie a ndsledného napadani spole¢né ustdjenymi zviraty.
Nekropsie ukdzala nepritomnost metastas nebo systemovych d¢inku.
Méritelné nadory byly zretelné v obou zadnich cipech zvirat
(t.j. mistech, kde nebyl poddn AdS5CMV-p53). Chybéni progrese
nadoru bylo signifikantni v pravém prednim cipu u zvirat, kde byl
podan Ad5CMV-p53 (p < 0,04). Pomalejs$i rist Tu-177 bunék byl
predem stanoven u téchto zvirat. Dvé zvirata ve skupiné Tu-138
byla usmrcena predcasné, protoZe se u nich vyskytl rychly rust
a ulcerace v oblasti mist kontrolnich nadort. Ve vsSech mistech
chirurgickych zakroka vznikly pred intervenci léze o objemu

3

alesponn 9 mm~. Objemy naddoru pri nekropsii jsou uvedeny v tabulce

4. Rozdily v objemu nebyly statisticky vyznamné ve skupiné
Tu-177, coZ mizZe odrdZet omezenou velikost vzorku.

Tabulka 4

Uéinek AdSCMV-p53 na rist nadorti u holych mysi @
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Léc&ba Primérny objem
(mm® + SEM)
Tu-138 (4) Tu-177 (3)
Ad5CMV-p53 36,0 + 23,5 19 + 14,9
Ad5(di312) 1187,5 + 419,0 226 + 84,0
Medium 1909,3 + 776,8 454 + 276,8
V¥znamnost P hodnota p hodnota
p53®: d1312 0,04 0,09
P53 : medium 0,05 0,09

= Bufiky byly injikovény podko¥n& v davce 5 x 10 bunék/cip.
Velikosti nédorl byly ur&eny v den 20 po 1é&&b&. Cisla v z&vork&ch
ukazuji po&et hodnocenych zvirat.

® Ad5CMV-p53 je uveden zkratkou p53; dl312 je zkratka pro
Ad5 (d1312)

Priklad 2

In vivo molekuldrni terapie P53 adenovirem pro 1lé&bu

mikroskopického zbytkového spinoceluldrniho karcinomu hlavy a
krku.
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Materidl a metody

Buné&né linie a kultiva®ni podminky. Lidské& SCCHN bun&&né
linie Tu-138, Tu-177, MDA 686-LN a MDA 886 byly v8echny ziskéany
jak bylo charakterizovéno d¥ive (Clayman et al., 1993; Sacks et
al., 1988). Tyto builky byly kultivovany v Dulbeccov&
modifikovaném Eaglov& mediu (DMEM/F12) doplnéném 10% teplem
inaktivovanym fetdlnim hov&zim sérem (FBS) a
penicilin/streptomycinem.

Priprava rekombinantniho adenoviru a infekce; test bun&&ného
ruistu; Western blot analyza. V8echny tyto postupy byly
popsany v prikladu 1 v§Se. Testy ristu bun&k byly provedeny
trojnasobné.

In vivo transdukce B-galaktosidasovym adenovirem. X-gal
barveni vzorkld tk&n& bylo provedeno na 0.C.T. zmrazenych
tkafiovych fezech pro urdeni G&innosti pfenosu. 8 mikrometrd silné
vzorky byly promyty chladnym PBS a byly fixovany v 0,5%
glutaraldehydu p¥i pokojové teploté& po dobu 5 minut. Blany byly
potom promyty dvakridt 4 °C PBS a inkubovany po dobu 4 hodin v
roztoku X-gal (1,3 mM MgClz; 15 mM NaCl; 44 mM Hepes pufr pH 7,4;
3 mM ferikyanid draselny; 3 mM ferokyanid draselny; 2% X-gal v
DMF) . Blany byly kontrastné& barveny hematoxylinem a eosinem. 1

Imunohistochemickd analyza. Formalinem fixované do parafinu
ponofené in vivo zviteci pokusné tk&n& byly naXezény p¥i 4 - 5
um, suSeny p¥i 60 °C, deparafinizovény a hydratoviny destilovanou
vodou. Rezy byly potom oSet¥eny 0,5% saponinem v destilované vod&
a byly propléchnuty nékolika vym&nami destilované vody; endogenni
peroxidasovéd aktivita byla blokovéna 3% peroxidem vodiku v
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methanolu, po CemZ nédsledovalo vypléachnuti v n&kolika vyménéch
destilované vody. Rezy byly oz&reny mikrovlnami v destilované
vod€ po dobu 3 minut za poufiti Sharp Model R9H81 mikrovbné
trouby pracujici p¥i frekvenci 2450 MHz pri 700 W. Po ochlazeni
byly fezy promyty v n&kolika vym&nich destilované vody a

. umist&ny v PBS; imunochemické studie byly provedeny za pouZiti
metody avidin-biotin-peroxidasa komplexu (ABC) podle Hsu et al.,

: (1981) nasledujicim zpisobem: Fezy byly blokovény normidlnim
kofiskym sérem a inkubovény p¥es noc pri 4 °C s kralid&i
anti-lidsky p53 polyklonilni protilatkou, klon OM-1, 1:80 (Signet
Laboratories, Denham, MA). Anti-krilid&i IgE Elite kit (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) byl potom pouZit pro aplikaci
biotinylovaného kr&li&iho IgG a ABC komplexli, které byly ka¥dy
inkubovény po dobu 45 minut. Imunobarvici reakce byla
vizualizovéna pouZitim 0,5% DAB v PBS obsahujicim 0,01% peroxid
vodiku (pH 7,6), kontrastn& barveny 0,01% toluidinovou mod#i,
dehydratovéna, projasnéna a umist&na v Permount. Pro ovéfeni
specificity imunobarveni bylo provedeno barveni imunoperoxidasou,
za pouZiti stejné metody jako pro testované vzorky, na znamy
pozitivni cytospin tké&fiové kultury bun&éné linie spinocelulérniho
karcinomu, stejn& jako na kontrolni negativni kralié&i
monoklondlni protilétku.

Inhibice bun&®ného riastu in vivo. Postup byl proveden stejné&
. jako v prikladu 1. VZechna mista chirurgického zdkroku byla
hodnocena patologicky, stejné& jako byla provedena nekroptickéa
N analyza na systemovou toxicitu.

Vysledky

U¢inek exogenniho p53 na rlist SCCHN bun&k in vitro. P¥iklad 1
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popisuje in vitro inhibici bun&&ného ristu v SCCHN buné&nych
liniich s endogenn& mutovanym p53 zplisobenou Ad5CMV-p53. Tento
pfiklad urcuje, zda SCCHN bun&¥né linie s endogennim prirozeny
P53 budou podobn& ovlivn&ny. Také byl zkoumdn G&inek Ad5CMV-p53
na nemaligni fibroblasty.

Pro tuto studii byly vybrany &ty¥i lidské SCCHN bun&®né linie:
Tu-138 a Tu-177 majici mutovany p53 gen, zatimco MDA 686-LN a 886
jsou ob& homozygotni pro pfirozeny p53 gen. Fibroblastovad bun&&ni
linie byla odvozena od normdlnich fibroblastd, které jsou
karytypicky normdlni a netumorogenni, a byla poufita jako
nemaligni kontrolni bun&®nd linie. Buiiky infikované kontrolnim
virem, d1312, m&ly rist podobny faledn& infikovanym buiiké&m,
zatimco rGst nddorovych bun&k infikovanych Ad5CMV-p53 byl
vyznamn& potlalen (obrdzek 3A, 3B, 3C a 3D). Dvacet Styfri aZ
Ctyficet osm hodin po injekci probihaly ve viech nadorovych
buttkdch z¥etelné morfologické zm&ny, kdy se &&st populace bun&k
zaokrouhlovala a jejich zevni membré&ny vytvarely bublinky. Toto
je Zast serie histologicky pfedvidatelngch déja, které tvori
programovanou bun&énou smrt. G&inek se vyskytl d¥ive u bundk
s endogenné mutovanym p53 ne¥ u bundk s pfirozenym p53. Butiky
infikované replikace - deficientnim adenovirem d1312 vykazovaly
normalni rlistové charakteristiky bez histomorfologickych
abnormalit. Testy rustu byly reprodukovatelné ve &tyrech
opakovanych pokusech.

Exprese exogenniho p53 proteinu v adenovirem infikovanych
normélnich fibroblastech a jeji G¥inek na stuperi ristu. Dale byl
také zkoumin G&inek Ad5CMV-p53 na karyotipicky normdlni a
netumorogenni fibroblastovou bun&fnou linii. Tyto butiky byly
izolovény v prib&hu ustanovovéni prim&rnich nddorovych buné&énych
linii. Dvacet &ty#¥i hodin po infekci byla provedena Wesetern blot



analyza pro srovnéni hladin proteinu produkovaného riznymi typy

infikovanych bunék. p53 prouZek, rozpozndvany monospecifickou
anti-p53 protildtkou PAb1801, byl pozorovan v buné&énych
extraktech izolovanych ze vSech vzorkl infikovanych AdS5CMV-p53.
Jako v prikladu 1, buné&lnd linie Tu-138 infikovand p53 adenovirem
vykazovala vysoké hladiny p53 proteinu po transdukci a slouZila
jako kontrola. Hladina p53 exprese zUst&vala podobnid jak ve
faleSné infikovanych, tak ve dl312 buiikdch. Ad5CMV-p53 infikované
fibroblasty vykazovaly vy$3i hladiny p53 proteinu neZ kontrolni
buiikky . Tento vysledek naznaduje, Ze p53 gen byl G&inn& prenesen
do normdlnich fibroblastd infikovanych Ad5CMV-p53, jak to
dokazuje produkce imunoreaktivniho p53 proteinu. Exprese proteinu
a G¢innost prenosu cytospint Ad5CMV-p53 infikovanych fibroblastl
byla ové&fena imunohistochemickou analyzou. Tato fibroblastové
buné&nd linie vykazovala normdlni stuped rstu a morfologii,
nezdvisle na intervenci (fale&n&, replikace-deficientni virus
nebo A45CMV-p53) (obrézek 4). Tyto pokusy byly opakovany dvakrit
a také byly ovéfeny na jingch bun&&nych liniich normilnich
lidskych fibroblastl.

In vivo G&innost pfenosu. Pro m&¥eni G&innosti genového pfenosu in
vivo bylo podkoZni misto Fasy resekovéno 72 hodin po molekul&rni
nebo kontrolni intervenci. Pokusy z&vislosti davka-odpové&d s
adenovirovym R-galaktosidasovym markerovym vektorem uk&zaly na
davce zavislou G&innost p¥enosu v tomto modelu. Toto bylo
potvrzeno imunohistochemickou analyzou 4. den po infekci
Ad5CMV-p53. Ob& skupiny pokust ukdzaly in vivo odpov&d na davku,
kterd byla d¥ive popsédna in vitro (p¥iklad 1). V %&dném pripad&
davky viru presahujici 10*° PFU nezplisobily expresi p53 v jingch
organovych systemech, v&etn& mozku, jater, plic, srdce, b¥iZnich
viscerdlnich orgédnd, a kUZe. Tyto pokusy ilustruji vztahy mezi




dévkou a odpov&di mezi titrem viru a G&innosti pfenosu, stejné

jako mo¥nost rozséhlé prechodné exprese preneseného genu ve
zvoleném chirurgickém poli.

Potladeni nadorového rustu in vivo. Studie byla navrZena pro
uréeni toho, zda in vivo Ad5CMV-p53 zprost¥edkovany genovy prenos
bude ovliviiovat p¥ihojeni nebo rlist SCCHN buné&k implantovanych do
podko¥ni ¥asy. Pro dosafeni tohoto cile byl vytvofen model
mikroskopické zbytkové nemoci. V tomto modelu byly vytvoreny t¥i
podko¥ni fasy u samic athymickych my8i a 2,5 x 10° nadorovych

bundk bylo implantovéno pipetou. Misto umoZn&ni tvorby uzla
néddorovymi buiikami (kterd se oby&ejné& vyskytuje v den 4) byla
provedena jedna ddvka molekuldrni intervence 48 hodin po
implantaci n&dorovych bun&k. P¥i tomto zplisobu, i kdyZ nebyly
p¥itomny velké néddory, byly v mist& chirurgického zakroku
pritomné mikroskopické nddorové buliky, které napodobovaly
klinické dilema chirurgické excise vZech velkych nédort. Vyvoj
nddort byl v pfimém vztahu k podtu nddorovych bun&k, dob& ur&ené
pro implantaci a ddvce Ad5CMV-p53. Z myS8i, které dostaly
mikroskopicky implantované nddorové buiikky (2,5 x 10°) a které
byly 1lé&eny Ad5CMV-p53 v dévce 10° plaky tvoricich jednotek (PFU)
nebo vy&8i, se pouze u dvou vyvinuly nédory, oba u implantace
bun&®né linie s pf¥irozenym p53 (MDA 886-LN). VSechny ostatni
bun&&né linie vykazovaly absenci vyvoje nédoru (tabulka 5). Tyto
pokusy jasn& ukazuji, %e rlst mikroskopickych nddorovych buné&k
miZe byt G&inné& potlalen in vivo, pokud jsou vystaveny
Ad5CMV-p53. Tvorba nddoru byla hodnocena na konci 12-ti tydeniho
obdobi (d¥ive byla zvirata usmrcena v pfipad& excesivniho
nadorového vzplanuti) makroskopickou a histologickou analyzou
mist chirurgického z&kroku. Data vyvoje nddorl jsou shrnuta v
tabulce 5.



Tabulka 5

G&inek Ad5CMV-p53 na tumorigenicitu v modelu mikroskopického
zbytkového onemocné&ni SCCHN

Buné&fna linie Lécba
Polet my3i s vyvijejicim se tumorem/

celkovy podet
Vehikulum
PBS dl312 Ad5CMV-p53

Tu-138 (homozygotni mutace p53) 8/8 8/8 0/8
Tu-177 (homozygotni mutace p53) 8/8 8/8 0/8
686-LN (homozygotni p¥irozeny p53) 5/8 5/8 0/8
886 (homozygotni p¥irozeny p53) 6/6 6/6 2/6

Imunohistochemickad analyza byla provedena na fezech nadorem
pokusngch zvi¥at. Tato bun&lnd linie m&la prirozeny endogenni p53
gen. Bylo zde chyb&ni vyznamného bazdlniho barveni
¥ivotaschopného niddoru MDA 686-LN (fale8nd infekce). 107 PFU
Ad5CMV-p53 vykazovalo periferni nekrosu nadoru s imunobarvenim v
centraln&jsi ¢&sti nédoru. 10° PFU Ad5CMV-p53 ukédzalo Gplnou
nekrosu nadoru s imunobarvenim nalezenym v celé chirurgické kapse
s mnohymi vrstvami exprivujicimi protein v&etné& stromatu
a povrchovych svalovych vrstev. 10° PFU Ad5CMV-p53 vykazovalo
podobné vysledky jako 10° PFU AAd5CMV-p53, nicméné zvySena
exogenni exprese p53 v mist& chirurgického zékroku a edem jsou
vyrazn&jsi.
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P¥i pouZiti zvifat, kterd slouzila jako vliastni vnit¥ni
kontrola, zvySovala implantace 4,0 x 10€ nebo vice bunék
signifikantn& uchyceni podkoZnich implant&td ve srovnani s
nadorovou implantaci 2,5 x 10€ bun&k (p¢ 0,01), i kdyz byla
1é¥ena v mist& chirurgického zdkroku Ad5CMV-p53 48 hodin po

inokulaci. Umo¥n&ni uchyceni implantovanych bun€k po dobu 72 nebo
96 hodin p¥ed intervenci s AdS5CMV-p53 podobn& zvySovalo rast
nadoru. Pokusy déavka-odpov&d urdily, Ze 10° a 10° PFU Ad5CMV-p53
bylo stejné& G¢inné v inhibici vzplanuti nadoru 2,5 x 10° buné&k
implantovanych po dobu 48 hodin (obrézek 6). Endogenni p53 stav
implantovanych nddorovych bun&énych linii (at homozygotné
mutovanych nebo pfirozenych p53) mdl maly vliv na G&innost
Ad5CMV-p53 ve zpomaleni vyvoje nadoru.

P¥iklad 3

Indukce apoptosy zprost¥edkovand adenovirovym p¥fenosem
p¥irozeného p53 genu u spinoceluldrniho karcinomu hlavy a krku

Materidl a metody

Bun&®né linie a kultiva&ni podminky; p¥iprava rekombinantniho
adenoviru a infekce. VEechny postupy byly provedeny a bun&lné
linie byly kultivovany stejn& jak bylo popséno dfive v pfikladech
1 a 2.

Analyza fragmentace DNA. Po inkubaci s adnovirem s prirozenym
p53, stejn& jako s replikace deficientnimi adenovirovymi
kontrolami v rtznych Gasovych intervalech byly buiiky sklizeny,
resuspendovény v 300 pul PBS s p¥idénim 3 ml extrak&niho pufru (10
mM Tris, pH 8,0, 0,1 M EDTA, 20 ug/ml RNAsy, 0,5% SDS) a byly
inkubovany p¥i 37 °C po dobu 1-2 hodin. Na konci inkubace byla



ptidana proteinasa K v kone&né koncentraci 100 pg/ml a roztok byl

umist&n v 50 °C vodni 1l&zni po dobu nejmén& 3 hodin. DNA byla
extrahovadna jednou stejnym objemem 0,5 M Tris (pH 8,0) nasycenym
fenolem a potom byla extrakce opakovéana fenol/chloroformem.
Precipitovand DNA byla analyzovéna v 1% agarosovém gelu.

Fixace bundk. Pro TUNEL metodu byly bufiky fixovany v 1%
formaldehydu v PBS (pH 7,4) po dobu 30 minut na ledu. Builky byly
potom promyty 3 ml PBS, resuspendovany v 70% ledovém ethanolu a
uskladndny p¥i -20 °C do pouziti. Pro analyzu bunééného cyklu
byly buiiky fixovény pouze v 70% ledovém ethanolu.

Termindlni deoxynukleotidyl transferasovy test. Test byl
proveden podle postupu dle Gorczyca et al, 1993). Strudné, po
fixaci a promyti byly buifiky resuspendovany v 50 ul TdT pufru
obsahujicim 0,2 M kakodylat sodny (pH 7,0), 2,5 mM Tris-HCI,

2,5 mM C_Cl, (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO), 0,1 mM DTT
(Sigma Chemical Company), 0,25 mg/ml BSA (Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO), 5 jednotek termindlni transferasy (Boehringer
Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN), a 0,5 nmol
biotin-16-dUTP spolu s dATP, dGTP a dCTP v koncentraci 20 pM.
Kontroly byly pF¥ipraveny inkubaci separdtnich aliquot kazdého
testovaného vzorku bez dUTP. Buiky byly inkubovany v roztoku p¥i
30 °C po dobu 30 minut, vypléchnuty v PBS, a resuspendovany ve
100 pl FITC, barvicim roztoku obsahujicim 4X SSC, 0,1% Triton
X-100 a 2,5 pg/ml fluorescenéniho avidinu (Vector, Labs. Inc.,
Burlingame, CA). Tuby byly inkubovény po dobu 30 minut ve tmé& pri
pokojové teploté&. Buiiky byly vypléchnuty v PBS s 0,1% Triton
X-100 a resuspendovany v 0,5 ml PBS obsahujicich propidiumjodid
(5 pg/ml) a 70 pl (1 mg/ml) RNAsy. Tuby byly inkubovény ve tm& na
ledu po dobu 30 minut p¥ed provedenim analyzy prutokovou
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cytometrii.

Anal§za pritokovou cytometrii. viechny vzorky byly analyzovany
za pouZiti EPICS Profile II prutokového cytometru (Coulter Corp.,
Hialeah, FL) se standartni optickou konfiguraci. Pro jeden vzorek

- bylo ziskéno alespoii 5000 d&ju. Pozitivita na TAT koncové znaleni

. byla ur&ena ode&tenim kontrolniho histogramu od testovaného

: histogramu za pouZiti immuno-4 programu Zz Elite workstation
softwaru (Coulter Corp., Hialeah, FL).

Test bunddného rustu. Buiiky byly umistény na plotny a rust byl
monitorovan jak je popséno v prikladu 1.

In vivo analyza apoptosy. Genovd terapie v modelu
mikroskopického zbytkového onemocnéni SCCHN byla popséna vySe Vv
ptikladu 2.

In situ koncové znadeni. Postup byl proveden jak bylo popséano
d¥ive (Wijsman et al., 1993). Strulng&, parafinové fezy byly

zbaveny vosku v xylenu po dobu 5 minut t¥ikrédt, a byly
progresivn& hydratovény ponoXenim sklicek po kaZdé na dobu 3
minut do 100%, 90%, 70% a 30% roztoku ethanolu. Endogenni
peroxidasa byla inaktivovéna pono¥enim skli%ek na dobu 20 minut do
0,75% H_ O, objem/objem ve 100% methanolu. Po promyti sklifek v
PBS byly tezy traveny 0,1% pepsinem (Fisher Scientifics, Houston,
TX) hmotnost/objem v 0,1 N HCl po dobu 5 minut p¥i 37 °C a byly

. dtkladn& promyty v PBS. Rezy byly potom inkubovény ve vlhké

' komirce p¥i 37 °C po dobu 1 hodiny se smési pro koncové znaleni
obsahujici nédsledujici sloZky: termindlni deoxynukleotidyl
transferasu 0,5 jednotek/ul; biotynylovany 4UTP, 0,06 mM; 5X tdt
pufr, 10 pul; dvakrat destilovanou vodu do 50 pl. Reakce byla
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ukon&ena ponotrenim sklifek do pufru obsahujiciho 300 mM NaCl a 30
mM citratu sodného ve dvakrét destilované vod¥. Po promyti
sklicek v PBS byly fezy inkubovédny s avidinem konjugovanym s
k¥enovou peroxidasou po dobu 1 hodiny p¥i 37 °C ve vlhké komirce.

Barveni bylo vyvijeno za pouZiti 3,3'-diaminobenzidinu a Tezy
byly kontrastn& barveny methylovou zeleni.

Vysledky

Potlaceni rlistu SCCHN bun&¥nych linii p53 adenovirem. P¥iklady
uvedené vySe ukazuji, Ze p¥irozeny typ p53 genu mi¥e byt G¥inn&
pfenesen do SCCHN bun&dnych linii rekombinantnim adenovirovym
vektorem. V didsledku toho ztrédceji postiZené nddorové buiiky svou
schopnost proliferace in vitro stejn& jako in vivo. G&inek
suprese je nezdvisly na endogennim p53 stavu bund&né linie.
Prede8lé analyzy stupn& ristu byly provedeny b&hem tydeniho
obdobi. Predklddany p¥iklad zkoumd &asné Glinky p¥irozeného typu
P53 na rist SCCHN bun&k (t.j. %asné &asové intervaly, hodiny) .

V této studii byly pouZity dv& representativni bun&¥né linie.
Buné®néd linie Tu-138 nese mutovany p53 gen, zatimco bun&dnd linie
MDA 686LN nese prirozeny p53 gen. Butiky infikované
replikace-deficientnim virem d1312 m&ly stupefi ristu podobny jako
faleSn& infikované bufiky (obrédzek 5A a obrdzek 5B). Na druhé
stran€, rist Ad5CMV-p53 infikovanych Tul38 (obrdzek S5A) a MDA
686LN (obrazek 5B) bun&k byl signifikantn& potla&en. Zd4 se, Ze
exogenni p53 protein zplsoboval &asn&jdi a silné€j&i potladeni
ristu u Tul38 bun&k ve srovndni s MDA 686LN. Byly pozorovany
zfetelné morfologické zm&ny, kdy u d&sti bund&né populace
dochézelo k zaoblovéni a jejich zevni membrany vytvéfely
bublinky, coZ ukazuje na apoptosu, kterd probihala sou&asn&
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s iniciaci rlstové suprese. Builky infikované
replikace-deficientnim adenovirem, d1312, vykazovaly normdlni
ristové charakteristiky bez histopatologickych abnormalit.

Vyznamné je, Ze G&inky nebyly pozorovany po p53 adenovirové
infekci karyotypicky norm&lnich fibroblastd, jak je uvedeno
podrobné v pfikladu 2 vySe, stejn& jako lidskych ordlnich
keratinocytli (imortalizovanych, ale netumorogennich) .

Fragmentadni analyza DNA. Jednim z charakteristickych znaka
apoptosy, ktery ji odliSuje od nekrosy, je biochemicky
pozorovatelné objeveni Zebfikovych DNA fragmentd. Pro potvrzeni
toho, Ze buillky podléhaji apoptose po infekci p53 adenovirem byla
provedena fragmentadni analyza DNA. Chromosomilni DNA extrahovan&
z Zivotaschopnych bundk po infekci replikace-deficientnim
adenovirem a adenovirem s ptirozenym p53 byla podrobena
elektroforese na agarosovém gelu. Vyskyt DNA fragmentt
ekvivalentnich asi 200 bp a jejich nésobkl byl zji%té&n ve v&ech
bun&&nych liniich. Fragmentovanid DNA se objevila 22 hodin po
infekci p53 adenovirem v Tu-138 bun&&né linii, zatimco v MDA
686LN bun&Zné linii byla fragmentovani DNA prokazatelnd za 30
hodin a z¥eteln&ji za 48 hodin po infekci adenovirem s prirozenym
p53. Zadnd fragmentovani DNA nebyla detekovatelnd u falesné&
infikovanych a d1312 infikovanych bun&k.

In vitro termindlni deoxynukleotidyl transferasovy test.
Jinyph charakteristickym znakem apoptosy je morfologickd zména
a destrukce strukturdlni organizace j&dra, kterd vede ke
kondenzaci chromatinu. Pro detekci takovych ultra-strukturdlnich
zmén byla rozsdhle poufivdna elektronovi mikroskopie. Nicméng&,
nyni prevaZuji pro identifikaci apoptotickych bun&k metody
pritokové cytometrie, vzhledem k moZnosti snimat a analyzovat
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buné¢nou populaci ve srovnédni s elektronovou mikroskopii
(Gorczyca et al., 1993). Vyndlezci zde poufili TUNEL (terminalni
deoxynukleotidyl transferasou zprost¥edkovanid dUTP-biotin konec
se zarezem-znalkovaci) metodu (Gorczyca et al., 1993), ktera je
zaloZena na detekci rozsdhlych zlomd DNA pro identifikaci
apoptotickych bun&k. 15 hodin po infekci p53 adenovirem bylo
4,4% Zivotaschopné Tu-138 bun&né populace v apoptotickych
stavech ve srovnédni s 0% u MDA 686LN (obrédzky 6A a 6B). Po&et
apoptotickych bun&k se také proporciondln& zvySoval s dobou
pozorovani od p53 adenovirové inkubace. Tém&¥ 31% Tu-138 bundk
podléhalo apoptose ve 22 hodin&. I p¥es oddileni pocatedni
indukce apoptosy bylo asi 60% MDA 686LN bundk v apoptotickém
stavu 48 hodin po infekci p53 adenovirem. Pozoruhodné je, Ze
procento apoptotickych bun&€k jak je hodnoceno TUNEL metodou mie
byt vyznamn& podhodnoceno, protole analyze jsou podrobeny pouze
Zivotaschopné butiky. Tato data dobie koreluji se stupném ristu

a fragmentaéni analyzou DNA. Nebyla prokdzéna %&dn& detekovatelna
buné&cna populace podléhajici apoptose v kontrolnich pokusech za
pouziti faleSné infekce, stejn& jako kontroly pouZivajici
replikace-deficientni virus (100 M.0.I.). Proto, apoptosa neni
funkci pfeneseného adenovirového genového produktu samotného.

In vivo analyza apoptosy. Pfiklady uvedené vySe ukazuji, Ze
p53 adenovirus potladuje tvorbu nidorft in vivo. Tento priklad byl
navrzen tak, aby ukdzal, zda potlafeni ristu nadoru in vivo je
zpisobeno apoptosou. In situ koncova zna&kovaci analyza byla
provedena pro detekci apoptotickych bun&k v Yezech ponofenych do
parafinu ziskanych z p¥ikladu 2. Je jasné, %e ¥&4dné barveni
nebylo ziskéno z tkéfiovych Yez izolovanych z MDA 686LN nesoucich
zvifat, kterd dostala 1é&bu PBS jako kontrolu. Na druhé strang,
tkaniové Yezy izolované z MDA 686LN nesoucich mySi lé&enych
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adenovirem s prirozenym p53 vykazovaly vysoce pozitivini barveni,
coZ ukazuje, Ze apoptosa byla skutecéné déjem ucastnicim se

potladeni rustu nddoru in vivo.

Kromé téchto studii chtéli vynalezci zjistit, zda potlaceni
riastu je Gasteéné dusledkem zastavenim bunééného cyklu
indukovanym proteinem p21, nebo zda je primarné vysledkem
apoptosy. Western blotting ukdazal, Ze protein p21 byl indukovan
v SCCHN buiikdch infikovanych adenovirem s prirozenym p53. Nicméné
analyza buné&ného cyklu ukdzala, Ze i pres zvySené hladiny p21
proteinu v bufikdch infikovanych p53 adenovirem zde nebyla
signifikantni akumulace bunék v G, stadiu ve srovnani s S fazi.

Priklad 4

Potladeni rustu bunék spinoceluldrniho karcinomu hlavy a krku

pomoci p53-FLAG: G¢inny marker pro pokusy genové terapie
Materidl a metody

Bunééné linie a kultivaéni podminky. P¥iprava rekombinantniho
adenoviru a infekce; Northern blot analyza; Western vlot analyza;
Testy bunééného ristu; Imunochemické barveni bunéénych vrstev in
vitro. VSechny postupy byly provedeny a bunécné linie byly
kultivovany jak je popsdno v prikladu 1.

Tvorba p53-FLAG adenoviru. p53 cDNA sekvence byla excidovana
z pC53-SN &tépenim BamHI a byla klonovana do BamHI mista pGEM71.
Rekombinantni plasmid se spravnou orientaci insertu byl potom
Stépen Accl a Kpnl pro odstranéni 22 aminokyselin ze 3' konce
p53 cDNA. Linker s Accl-Kpnl kompatibilnimi konci obsahujici
sekvenci FLAG peptidu véetné stopkodonu byl pak ligovdn do Stépeného
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plasmidu za vytvoreni p53-FLAG fasniho genu. Vznikly p53-FLAG
fdsni gen byl potom klonovan do expresniho vektoru s lidskym CMV
promotorem a SV polyadenylanim signalem. Kone&ny konstrukt byl
potom insertovén do pfepravniho vektoru pXCJL.1 (Zhang et al.,
1994) za vzniku rekombinantniho p53-FLAG adenoviru.

In vivo pokusy s mikroskopickym zbytkovym onemocnénim. Pokusy
byly provedeny v definovaném prost¥edi bez patogeni za pouziti
modelového syst¥emu athymickgch holych mySi popsaného v pfikladu
1. Byly provedeny dvé& ruzné sady opakovanych pokusl. Prvni byl
pokus davka-odpov&d za pouZiti AdCMV-p53-FLAG viru ve t¥ech
¥asadch s klesajicimi koncentracemi (10*° pfu, 10° pfu, 10° pfu).
Ctvrtéd rasa slouZila jako kontrola a byla randomizovana na bud
PBS nebo na replikace-deficientni adenovirus (d1312) . Druhéa
studie byla provedena za pouZiti 10*° pfu AdCMV-p53-FLAG,
AdCMV-p53 a replikace-deficientniho adenoviru ve t¥ech rtznych
tasich. Ctvrta Yasa byla inokulovdna stejnym objemem (100 pl)
sterilniho PBS. Ctyficet osm hodin po 1é%b& byla dvé z té&chto
zvitat usmrcena a Yasy byly odebrény pro imunohistochemickou

analyzu. Zbyvajici zvifata byla pozorovana po dobu 21 dni a potom
byla usmrcena. Objemy nddort byly méfeny pro srovnéani za pouZiti
kaliperu.

Vysledky

Exprese mRNA po infekci A4CMV-p53 a AJCMV-p53-FLAG viry. Obé&
Tu-138 a MDA 686LN byly vySetfovany na expresi p53 mRNA. Celkova
RNA byla izolovéna po adenovirové infekci. Byla provedena Norther
blot analyza. Podobné hladiny exogenni AdCMV-p53 mRNA byly
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pozorovany u bunék infikovanych AACMV-p53 a AdCMV-p53-FLAG.
Hladiny p53 mRNA exprese po infekci AdCMV-p53 a AdCMV-p53-FLAG
byly srovnatelné pro Tu-138 a pro MDA 686LN. Variace intenzity

byla ve vztahu k poldtelni déavce. Endogenni exprese p53 mRNA je
pozorovédna v liniich 2 a 3 u bunééné linie Tu-138 s mutovanym
p53. Nebyla zde signifikantni exprese endogenni p53 mRNA u MDA
686-LN bun&né linie, kterd mé pfirozeny p53 gen. Tato data
naznafuji, Ze AdCMV-p53-FLAG virus, stejn& jako AdCMV-p53 virus,
je Usp&3n&€ prenesen a G&inn& transkribovédn. Northern analyza
neukdzala dikazy AdCMV-p53 DNA kontaminace.

Exprese exogenniho p53 proteinu v SCCHN bun&&nych liniich
infikovanych AdCMV-p53 a AdCMV-p53-FLAG. Western blot analyza
byla provedena pro srovnidni mnoZstvi proteinu exprimovaného
butikami infikovanymi AdCMV-p53 a AdCMV-p53-FLAG. Proteinové
prouZky byly identifikovany za pouZiti monospecifické p53
protildtky (PAb1801) a anti-FLAG M2 protilatky (IB13025) ve dvou
simulténich b&zich gelem. P¥i pouZiti p53 protildtky (pAB1801)
byly zjiSté&ny podobn& vysoké hladiny exprese p53 proteinu v obou
bun&nych liniich, které byly infikovany AdCMV-p53 a
AdCMV-p53-FLAG. Tu-138 a MDA 686LN buiiky infikované AdCMV-p53
byly také testovany. Z&dnd zm&na v expresi proteinu nebyla
zaznamenana ani v buiikdch infikovanych replikace-deficientnim
adenovirem, ani ve fale3n& infikované skupin&, kdy¥ byl podobn&
zpracovany gel sondovan my$i anti-FLAG M2 protil&tkou. Hladina
exprese p53-FLAG proteinu se zddla byt podobnd hladiné&
exprivované po sondovéni p53 protildtkou, ale %&dny detekovatelny ‘
prouZek nebyl zaznamendn v bufikdch infikovanych AJCMV-p53 E
virem. Fale$n& a dl1312 infikované butiky nevykazovaly %&dnou |
detekovatelnou hladinu imunoreaktivniho p53 nebo FLAG proteinu v
ani jedné buné&&né linii.



UG¢inek AdCMV-p53 a AdACMV-p53-FLAG na SCCHN bun&ny rast in
vitro. Cytotoxicky G&inek terapie pY¥irozenym p53 u Tu-138 a MDA

686LN bun&lnych linii byl podrobn& popsén vySe. Tu-138 bun&&na
linie md endogenn& mutovany p53 gen a MDA 686-LN bun&&ni linie m&
pfirozeny p53 gen. Tato studie chce ur&it, zda bude pozorovan

jakykoliv rozdil v G&innosti po rekombinaci AdACMV-p53 viru
po insertovéni FLAG sekvence.

Butiky infikované replikace-deficientnim adenovirem mely
podobny stupell ristu jako faledn& infikované buniky. Slaby
cytotoxicky G&inek mohl byt pozorovan u replikace-deficientniho
adenoviru (obrdzek 7A). Oproti tomu, bufiky infikované bud’
AdCMV-p53, nebo AdCMV-p53-FLAG vykazovaly v podstat& dplnou smrt
nadorovych bunék v den 3. Histologické vy¥et¥eni ukdzalo tvorbu
vypouklin plasmatické membrény, co¥ je rys charakteristicky pro
apoptosu a ta byla charakterizovdna jako mechanismus smrti bun&k
u SCCHN bun&fnych linii infikovanych AdCMV-p53 (p¥iklad 1). Jak
je uvedeno vySe, G&inek byl vyrazn&jsi pro Tu-138 bun&dnou linii
(mutovany p53), neZ pro MDA 686-LN bun&dnou linii (ptirozeny
p53) . Testy na rustovou k¥ivku byly reprodukovatelné ve t¥ech
opakovanych studiich bez vyznamného rozdilu mezi G&inkem
AdCMV-p53 a AdCMV-p53-FLAG vird, co¥ naznaluje, ¥e pridani FLAG
peptidu neovliviluje schopnost p53 potladovat rist bundk.

Imunohistochemické barveni SCCHN buné&&nych linii infikovanygch
adenovirem. Infikované bun&&né monovrstvy byly porovnavany na
expresi p53 a p53-FLAG proteinu za pouZiti standartnich
imunohistochemickych technik. Ani p53, ani FLAG protein nemohly
byt zfeteln& identifikovany ve faleZn& nebo v d1312 infikovangch
butikdch MDA 686-LN bun&&né linie. Nicmén¥, u Tu-138, kterd ma



mutovany p53 gen, bylo endogenni barveni na p53 pozitivni. KdyZ
byly bufiky infikovany AdCMV-p53 virem, bylo zaznamendno silné
barveni v obou bun&nych liniich. Vizu&lni prohlidka bun&k
infikovanych AdCMV-p53-FLAG virem uk&zala shodnou intensitu
barveni a mno¥stvi bun&k pozitivnich na PAb1801 protilatku, ve

srovnani s bufikami infikovanymi AdCMV-p53 virem. Buiiky infikované

AdCMV-p53-FLAG virem také vykazovaly silnou imunohistochemickou
pozitivitu na M2 FLAG protildtku. Kvalita barveni byla rUzna, jak
v jad¥e, tak v men$im stupni v cytoplasmé.

In vivo potlaeni rlistu. Studie odpov&di na dédvku za pouZiti
10%, 10° a 10*° plaky tvoficich jednotek (pfu) AdCMV-p53-FLAG
viru za srovnéni s kontrolni ¥asou, kterid byla bud PBS, nebo
dl312, byly provedeny za poufiti metody mikroskopického modelu
popsané v prikladu 1 na Tu-138 bun&®né linii. Prim&rné velikost
nddoru pro falefnou infekci byla 1205 +/- 205 mm®. Velikost
nddoru se zvySovala linedrnim zplsobem se zvySujici se
koncentraci viru pouZitou v molekuldrni intervenci. Prim&rna
velikost n&doru byla 637 +/- 113 mm®, 392 +/- 109 mm® a 193 +/-
74 mm*pro tfasy oSet¥ené 10°, 10° a 10*° pfu AACMV-p53-FLAG, Vv
prisludném poradi. KaZdé zvif¥e bylo srovndvéano proti sob& samému
za pouZiti parového t testu a signifikantni G&inek dévka-odpovéd
byl zaznamenédn p¥i p < 0,05 p¥i v8ech srovnanich kromé& ras
oSet¥enych 10° a 10*° pfu. Jednoznaln&, &¢im vy88i mnoZstvi viru,
tim v&t8i vizualizované inhibice ristu nddoru. V dalsSi studii
byly G&inky AdCMV-p53 srovnivany s G&inky AdCMV-p53-FLAG. Nebyl
zaznamendn Z4adny signifikantni rozdil.

Imunohistochemickd demonstrace exogenniho G&inku suprese
naddoru ve zvi¥ecim modelu mikroskopického zbytkového onemocnéni.

Po ové&feni srovnatelné in vivo a in vitro aktivity AdCMV-p53 a



77 sceee o000

AdCMV-p53-FLAG pouZi 1i vyndlezci imunohistochemické techniky pro
demonstraci p53-FLAG fusniho proteinového produktu in vivo. Za
pouZiti Tu-138 a MDA 686-LN buné&fnych linii byly TYasy s
mikroskopickym zbytkovym onemocnénim odebrany 48 hodin po 1é&c&bé&,
byly fizoviny ve formalinu a pono¥eny do parafinu. Na sousedici
Yezy nadorovych bun&k léCenych AdACMV-p53-FLAG virem bylo
aplikovano barveni na p53 i na FLAG protein. Intenzita barveni a

polet pozitivn& se barvicich bun&k byly p¥imo (m&rné mnoZstvi
viru pouZitému k infekci. Kontroly byly negativni jak na p53, tak
na FLAG protildtky u MDA 686-LN bun&k. Endogenni barveni na p53
bylo zaznamendno u Tu-138 naddorovych bun&k. Histologické vzorky
byly barveny haematoxylinem a eosinem, p53 protilatkou a FLAG
protildtkou. Charakteristické cytoplasmatické barveni FLAG M2
protilatkou kontrastovalo s intranukledrnim barvenim p53
protilatkou. Toto je poprvé, co byla FLAG M2 protilétka
odzkou$ena jako ¢innd ve tké&ni fixované ponofenim do parafinu.
Barveni uk&zalo, Ze supresivni G¢inek na nddor je fizen exogenni
terapii a Ze v in vivo modelu je moZné identifikovat exogenni
terapii za pouZiti aplikovaného FLAG systemu.

Zavérem, je jasné, Ze spolefné podadni FLAG proteinu spolu s
poZadovanou genovou terapii nabizi vyuZiti tohoto proteinu jako
markeru genové terapie. Vyndlez jasné ukazuje, Ze je simulténé
aktivovadn spolu s p53 genem a Ze exprese messengerové RNA a
proteinu nebyla sniZena. Vyznamnéj&i je, Ze biologickéd aktivita
néddoxrového supresorového genu nebyla zm&né&na. Poprvé byla FLAG
protilatka ovéfena jako G&inné, kdyZ byla imunohistochemické
analyza provedena na formalinem fixované tké&ni ponor¥ené do
parafinu. Tyto faktory naznaduji pouZitelnost tohoto nového
proteinu jako markeru pro dalsi studie genové terapie.
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Priklad 5

Lééba spinoceluldrniho karcinomu hlavy a krku za pouziti p53

adenoviru

Pacient A

53lety muz s inéperabilnim SCCHN nadorem hlavy. Hmota nadoru
m4 prumér asi 6,5 cm. Po vySetfeni funkce kostni dfené, poctu
krevnich desticek a funkce ledvin dostal pacient prvni 1lécbu 108
infekénich &astic adenovirového-p53 expresniho konstruktu,
redénych ve sterilnim fosfdtem pufrovaném salinickém roztoku,
prostfednictvim osmi rtznych nitronadorovych injekci (celkovy
objem 10 ml). KaZdé tri dny dostal pacient stejnou léc¢bu, dokud
nebylo podadno celkem Sest cykli.

Tri dny po Sestém podani byl nddor vySetrovan a bylo zjisténo,
Ze mA primér > 4,0 cm. Histologické vysSetFfeni ukdzalo vyznamnou
fragmentaci bunék v okrajich naddoru. Byla podana druhad serie
Sesti l1é&ebnych cyklu, po které bylo zjisténo, Ze nador ma prumér
> 2,0 cm a je nekroticky. Pacient pokracoval v 1lécbé
v jednotydennich aplikacich po dobu t¥i mésicl, po kterych jiz
nebyl nador zjevny.

Pacient B

44letd Zena s operabilnim SCCHN nddorem krku. Hmota tumoru ma
prumér asi 2,5 cm. Po vySetreni funkce kostni dfené, poctu
krevnich destiéek a funkce ledvin dostal pacient prvni lécbu 5 x
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107 infek&nich &&stic adenovirového - p 53 expresniho konstruktu,
fed&nych ve sterilnim fosfdtem pufrovaném salinickém roztoku,

prostfednictvim tf¥ech riznych nitronddorovych injekci (celkovy

objem 3 ml). KaZdé t¥i dny dostal pacient stejnou 1lé&&bu, dokud
nebylo podino celkem Sest cykll.

Tfi dny po Sestém cyklu byl nddor excidovdn. Nadorové luZko
bylo promyto 6 ml sterilniho fosfédtem pufrovaného salinického
roztoku po dobu 60 minut. Inokulum bylo odstran&no, ré&na byla
uzav¥ena a v nddorovém luZku byl ponechén dren. V den 4, 7, 10 a
14 po chirurgickém z&kroku bylo drenem podd&no 5 x 107 infeké&nich
¢astic adenovirového - p 53 expresniho konstruktu, Fred&nych ve
sterilnim fosfédtem pufrovaném salinickém roztoku (celkovy objem 3
ml) . Po ponechédni v 1lGZku nddoru po dobu 2 hodin bylo inokulum
odstran&no odsatim. Sest m&sicl po ukondeni 1&&by nebyly
pozorovany 24dné primdrni, lok&lni nebo regiondlni né&dory.

Priklad 6

P¥enos pfirozeného p53 genu pomoci adenovirového vektoru ve
fazi I klinického pokusu s pacienty s pokro&ilym recidivujicim
spinoceluldrnim karcinomem hlavy a krku

Adenovirovy vektor obsahujici p¥irozeny p53 gen byl podan v
logaritmicky se zvySujicich d&vk&ch pacientlim s biopticky
potvrzenym recidivujicim karcinomem hlavy a krku. P¥imé
nitronadorové injekce byly provedeny t¥ikrdt t§dn& po dobu dvou
ndsledujicich tydnt. Pacienti byl} rozd&leni do dvou skupin: 1)
resekovatelné recidivujici onemocn&ni, 2) neresekovatelné
recidivujici onemocné&ni.
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Pacienti pridé&leni do skupiny resekovatelného onemocnéni

podstoupili velkou chirurgickou resekci jejich recidivujici
neoplasie 72 hodin po Sestém genovém pfenosu v prab&hu 2 tydni.
Adenovirovy vektor byl také podan intraoperativn& a 72 hodin po
chirurgickém zdkroku infusi retrogradnim katetrem. U
neresekovatelnych pacientll prob&hly opakované pokusy o genovy
p¥enos pomoci p¥imych nitronddorovych injekci m&sidn& ve
dvoutydenich cyklech, dokud nebyla pozorovdna progrese onemocn&ni
nebo zhorSeni "performdte" stavu pacienta. Bezpelnost této 1éby
byla sledovédna podrobnym pozorovanim za hospitalisace, biopsiemi
pro hodnoceni 4&innosti genového p¥enosu, analyzou t&lesnych
tekutin na vylouené vektory a nekroptickou analyzou.

Metody

Studované subjekty. 21 pacientd s pokro&ilymi recidivujicimi
spinoceluldrnimi karcinomy horniho aerodigestivniho traktu se
status performébe podle Eastern Cooperative Oncology Group 2
vstoupilo do dvou ramen studie skl&dajicich se z pacientl s
resekovatelnou (skupina 1) nebo neresekovatelnou (skupina 2)
recidivujici malignitou. Charakteristiky studovanych subjektd a
davky adenovirového vektoru jsou ukézény v tabulkidch 7 a 8, v
pfisluiném pofadi. VSechny Zeny m&ly negativni téhotensky test a
v8ichni pacienti pouZivali antikoncep&ni metody. Informovany
souhlas byl ziskdn od vSech pacientd p¥ed vstupem do studie.

Vektory pro genovy pfenos. Presentovani studie pouZivala
vektor replikace-deficientniho adenoviru serotypu 5 s enhancer
(cytomegalovirus) -promotorem ozna&eny Ad5CMV-p53. T¥i davky
adenovirového vektoru a plaky tvo¥icimi jednotkami (PFU) v
rozsahu 10° aZ 10™* byly produkovény zkuSenymi vyrobci v



Mangenta, Inc. a Introgen Therapeutics, Inc. a byly rychle

zmrazeny (-70 °C) na University of Texas, M.D. Anderson Cancer
Center. Kazdad davka byla Gfinnd pro p¥enos za pouZiti western
blottingu, stejn& jako za pouZiti in vitro testu potla&eni ristu
nddorovych bun&k. Vektor se nechal roztdt a redil se ve fosfatem
pufrovaném salinickém roztoku (vehikulum) bezprost¥edn& pred

pfenosem genu a byl transportovdn na pokoje pacientli p¥i teplot&
4 °C,.




Tabulka 6

Charakteristiky pacienti

Pc.¢ VEk Pohlavi Primarni Patologie p53 Piede§la  Misto pfenosu *Rameno studie
nador genotyp  terapie genu
1 31 Z Ustni patro  stfednd MAA  chir, RAT  tvaf 1
dif. SCC chemo
2 58 M Laryn{?(‘x stiedné WT chir., RAT  submentilné 1
dif. SCC nasofa X
3 56 M Sinus $patné MAA  chir,, RAT  krkvlevo 2
pyriformis diferencovany
4 A Z Koren jazyka $patnd WT chir., RAT  krk vpravo 2
dif. SCC
5 71 M neznimy §patné dif. WT chir.,, RAT  krkvlevo 1
SCC chemo
6 43 M kréni jicen $patné dif.  MAA chir., RAT  peristomalné 2
SccC chemo
7 63 M tonsila stiedné WT RAT, chemo. krk vievo 2
dif. SCC
8 46 M koten jazyka stiedné MAA chir.,, RAT  kofen jazyka 1
dif. SCC
9 57 M larynax* dobfe dif. WIT chir.,, RAT  recidiva 2
SCC peristom.
10 58 M laryn,.g?( stfednd dif. MAA chir., RAT  hypofaryngx 1
scc
11 46 M kofen jazyka Spatn€dif. =~ MAA RAT, chemo koien jazyka 1
SCC
12 57 Z  fstni patro stfednd dif. WT chir., RAT  levé retromol. 2
ScC trigonum
13 66 M kofen jazyka  stfedn& dif, WT chir.,, RAT zadni tfetina 2
SCcC jazyka a kofen
14 48 Z  patro stni fpatnd dif. ~ WT chir.,, RAT patro éstni 2
scc
15 63 M mandibularni stfedné dif. =~ WT chir., RAT tvaf 2
_  Alveol val ScC chemo
16 76 A laryn,?)( $patné dif. MAA RAT supraklavikula 1
ScC
17 56 M laryngx stiedné dif. WT chir.,, RAT Kkofen jazyka 2
SCC chemo tonsilarni fossa
18 56 M levé lateralni stiedné dif. WT chemo krk 2
sténa faryngu SCC
19 53 M neznimy §patné dif. WT chir.,, RAT submentilné 1
SCC chemo
20 S5 M jazyk $patné dif. WT chir. RAT krk 2
SCC chemo
21 66 M kofen jazyka dobfe dif. WT chemo., RAT krk 2
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Tabulka 7

Davkovani vektoru a pritomnost nebo absence nukleotidu
adenovirového vektoru v séru nebo v mo¢i béhém lécby

Pacient PFU/ Injik. Cykly Misto injekce

prenos objem genového

prenosu

1 108 6 cm> 2 tvar
2 10° 3 cm3 2 submentalné, neofaryngx
3 108 3 cm3,4 cm3 1 krk vlevo
4 10° 3 cm”,5 cm3 143 krk vpravo
5 10© 1,5 cm3 1 krk vlevo
6 106 3 cm3 1 peristomdlné
7 107 2 cm3 4+2 krk vlevo
8 107 3 cm3 1 koren jazyka
9 107 1,5 cm3 1 peristomdlni recidiva
10 108 1,5 cm3 1 hypofaryngx
11 108 3 cm3 1 koren jazyka
12 108 1,5 cm3 3 levé retromolarni trigonum
13 109 1,5 cm3 6 pr. zadni mandle a Kkoren jazyka
14 10° 1,5 cm3 1+1 patro dutiny ustni
15 10° 3cmd 2 leva tvar
16 10° 1,5 cm3 1 levé supraklavikuldrni hmoty
17 10° 1,5 cm3 1 koren jazyka, tonsilarni fossa
18 10° 3cmd 4 leva tvar
19 1023 1,5 cm3 1 submentalné
20 102-2 3 cm’ 3 krk vlevo
21 10923 1,5 cm3 3 krk vpravo

Davkovani. Adenovirovy expresni vektor byl podan péti skupindm
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pacientl v logaritmicky se zvyZ3ujici dédvce. zZvySeni davky bylo
uréeno po dvoutydenim pozorovéni posledniho pacienta 1lé&eného
predeSlou davkou. Po vstupu prvnich Sesti pacientt do studie
vstoupili t¥i pacienti v ddvce nez&vislé na tom, do které skupiny
- resekovatelné nebo neresekovatelné - byli pacienti pfid&leni.
Davka biologického vektoru je popséna ve smyslu celkové davky (v
plaky tvoficich jednotkéch). Ur&eny poet vektorl podanych na
meligni epitelidlni bufiku neby p¥ibli¥n& ur&ovan. Celkovy objem
podané davky je ukdzé&n v tabulce 7. Objem adenovirového vektoru
injikovaného do solidnich malignit byl urden klinickyim a
radiografickym hodnocenim objemu nddoru. Vektor byl pr¥imo
injikovédn do recidivujicich spinocelulérnich karcinomd pod
zrakovou kontrolou a pod palpadni kontrolou. Injekce byly podéany
s mezerami 1 cm do hmoty n&doru. Po pfenosu genu byl subjekt
podrobné€ pozorovdn po dosu nejmén& 1-1/2 hodiny. Respira&ni
izolace a izolace t&lesnych sekretd byla dodr¥ovéna po dobu 72
hodin po poslednim genovém p¥enosu vektoru.

Detekce vektoru. Vzorky séra a mo&i byly sledovény na
disseminovany adenovirovy vektor za poufiti kultury 293 buné&k,
stejné€ jako za pouZiti polymerasové tet&zové reakce (PCR)
vyuzivajici primery, které amplifikuji Eilb region adenoviru a 5'
konec p¥irozeného p53 genu, které jsou specifické pro vektor. PCR
produkty byly potom pfreneseny Southern metodou pro zlepSeni
detekce viru na 1-5 virovych &astic, stejn& jako pro ov&¥eni
specificity PCR produktu. V ka¥dé reakci byly testovany
pozitivni a negativni kontroly.

Bezpe&nost. Byly sledovany ptiznaky, vit&lni projevy, hodnoty
krevniho obrazu a pacienti byli fyzikaln& vySet¥ovani a byla
provadéna fotografickd dokumentace jednou denn&. RTG snimek plic,
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biochemické vySet¥eni krve a analyza performance stavu byly
provédénﬁ na poCdtku kaZdého cyklu 1é8by. Sérové titry
adenovirové protildtky byly m&feny p¥ed a po ka%dém cyklu
genového pfenosu. T¥i dny po Zestém genovém p¥enosu prvniho cyklu
byly ziskény biopsie n&doru (nebo chirurgické excise). Vzorky
byly uskladn€ny jako rychle zmrazené, patologicky pono¥ené
vzorky, stejné jako vzorky fixované ve formalinu v ka¥dém
pripadé&.

Extrakce nukleovych kyselin ze séra nebo mo&i. Ad5CMV-p53
adenovirovd DNA byla extrahovdna z 0,5 ml aliquot séra a mod&i
modifikovanou metodou podle Cunninghama et al., (1995). Stru&ng,
byla pfidéna destilovand voda do 1 ml a bylo provedeno sré¥eni
30% polyethylenglykolem (PEG). Proto¥e SDS samotni neni
dostatefnd pro uvoln&ni virové DNA z &&stice, byla pfidéna
proteinasa K k SDS p¥i 50 °C po dobu 2 - 16 hodin po PEG sr&¥eni
(Norder et al., 1990). Vzorky byly extrahovadny fenolem a virova
DNA byla sréZena ethanolem za p¥itomnosti glykogenu (Cunningham
et al., 1995). SraZend DNA byla znovu ziskéna centrifugaci p¥i
14000 g po dobu 10 minut p#¥i 4 °C, byla resuspendovdna v 0,3 ml
destilované vody a byla reprecipitovdna ethanolem. DNA peleta
byla vyplachnuta 70% ethanolem, sufena vakuem a rozpuSténa v 10
pl destilované vody. Vzorky byly analyzovdny bud ihned, nebo byly
uskladnény p¥i -20 °C do pouZiti. Extrakce nukleovych kyselin
byla provedena biologicky bezpe&nych digesto¥ich pro zabranéni
moZné zkriZené kontaminaci vzorkdl.

PCR reakce na DNA izolované ze vzorkl séra. Byly navrzeny
primery pro specifickou amplifikaci p53 genu z adenovirového
vektoru. Horni primer (5'-CACTGCCCAACAACACCA-3!', SEQ ID NO: 5)
odpovida 3' konci p53 genu a dolni primer
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(5' -GCCACGCCCACACATTT-3', SEQ ID NO: 6) odpovidd E1B regionu
adenoviru typu 5 (nukleotidy 3517 aZ 3533 pfirozené sekvence).
Ka?da tuba pro PCR reakci obsahovala 0,2 mM kaZdého
oligonukleotidu, 0,4 mM dNTP, 1X TaqPlus Long pufru s nizkym
obsahem soli (od Stratagene), 0,6 pl TagPlus Long (5 U/ml) (od
Stratagene) a 5 pl testované DNA. Vzorky byly umistény v MJ
Research Peltier Thermal Cycler (PTC-200) programovaného pro 93
°C po dobu 3 minut, s profilem nédsledujicich t¥i krokd: 93 °C po
dobu 30 sekund, 65 °C po dobu 45 sekund a 72 °C po dobu 45 sekund
celkem 30 nebo 35 cykll. 5 ul 6X plniciho pufru (0,25 %
bromfenolova mod¥, 0,25% xylen cyanol FF a 15% Ficoll (Typ 400;
Pharmacia) ve vod&) byl p¥idén do kaZdé tuby na konci b&hu PCR a
byl zaveden na 1% agarosu, 1X TBE gel obsahujici ethidium bromid
(6 pg/ml). Vzorky byly podrobeny elektroforese pfi 100 V po dobu
1 - 1,5 hodiny a potom byly fotografovany pod UV své&tlem.

Polymerasova Yet&zovd reakce. Pouze 5 ul pYipravené DNA mohlo
byt pouZito v jedné polymerasové Fet&zové reakci. Pro sérum byla
PCR provedena ve 20 pl objemu obsahujicim 2 mM MgCl_,, 50 mM KCI,
0,1% Triton X-100, 200 uM kaZdého deoxyribonukleosid trifosfétu
(dNTP), 10 mM Tris-HCl (pH 9,0), 5 uM kaZdého primeru a 1,7
jednotek Taqg DNA polymerasy (Promega). Reakce byly provedeny pfi
94 °C po dobu 30 sekund, 58 °C po dobu 30 sekund a 72 °C po dobu
60 sekund celkem 35 cykld, potom ndsledovala 10 minutova extense
p¥i 72 °C. PCR-primery byly vybrany ze sekvence Ad5CMV-p53 se
sense primerem umisténym na 3' konci p53 cDNA
(5' -GCCTGTCCTGGGAGAGACCG-3', SEQ ID NO: 7), a antisense primer
byl vybrén z E1B regionu adenoviru typu 5
(5' -CCCTTAAGCCACGCCCACAC-3', SEQ ID NO: 8). PCR produkt (838 bp
fragment) byl separovan na 1% agarosovém gelu. Stejny PCR produkt
byl subklonovdn do pCR-Script vektoru (Stratagene), sekvencovan,
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a na gelu prelistény insert byl pouZit jako proba pro detekci PCR
produktu. Pro mol byla PCR provedena ve 20 ul objemu obsahujicim
2 mM MgSO_, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KC1l, 0,1% Triton X-100, 20 mM
Tris-HCl (pH 8,8), 0,1 mg/ml hové&ziho sérového albuminu, 200 uM
kaZdého deoxyribonukleosid trifosfatu (dNTP), 5 uM kaZdého
primeru a 2,5 jednotek TagPlus long DNA polymerasy {(Stratagene).
Reakce byly provedeny p¥i 93 °C po dobu 60 sekund, a potom pfi
93 °C po dobu 30 sekund, 65 °C po dobu 45 sekund a 72 °C po dobu
45 sekund, celkem 35 cykld, a potom nédsledovala 10 minutové
extense p¥i 72 °C. PCR-primery byly vybrany ze sekvence
Ad5CMV-p53 se sense primerem umisténym na 3' konci p53 cDNA
(5'-CACTGCCCAACAACACCA-3', SEQ ID NO: 9), a antisense primer byl
vybrén z E1B regionu adenoviru typu 5 (5'-GCCACGCCCACACATTT-3',
SEQ ID NO: 10). PCR produkt (724 bp fragment) byl separovan na
1% agarosovém gelu.

Southern blot analyza. V Southern blotu pouZitém pro ovéreni
specificity PCR produktu byla DNA v gelu denaturovana a
neutralizovana pf¥ed blottingem na nylonové membréané (Hybond N+,
Amersham) kapildrni absorpci. Membréna byla predem hybridizovéna
po dobu 15 minut p¥i 65 °C v Rapid-hyb pufru (Amersham) a byla
hybridizovéna ve stejném pufru obsahujicim *Z*P-znafenou probu po
dobu 1 - 2 hodin. Membré&na byla dvakrédt promyta v 0,1 x SSC a O,
1% SDS p¥i pokojové teploté& a znovu dvakrat p¥i 65 °C (15 minut
na promyti). Promyté membrény byly exponovdny na rentgenovy film
pfi -70 °C po dobu 1 - 16 hodin s intenzifikovanym sniménim.

Kontroly a skorovani testovanych vzorkd. Nasledujici kontroly
byly obsaZené v kaZdé vsadce vzorkl. V kroku izolace DNA byly
pouZity dvé "negativni" sérové kontroly (odebrané a aliquotované
sérum od zaméstnacui Introgen) a dvé pozitivni kontroly skléadajici




se z negativniho séra s napichnutim 10 pfu nebo 100 pfu

AdCMV-p53 viru. Toto bylo provedeno pro ziskani okénka
sensitivity, kde byly kontroly 10 (a 100) pfu pozitivni, ale
negativni kontroly byly negativni. KdyZ byly negativni kontroly
pozitivni, byla PCR reakce opakovana s pouze 30 cykly. KdyZ byla
10 pfu kontrola negativni, pak byla DNA dile prec¢isténa dalsSim
sraZenim ethanolem a PCR byla opakovadna. VySe uvedené dva kroky

vZdy umistily parametry pokusu do prislusSného okénka sensitivity.

V stadiu PCR byly pouzity pozitivni kontrola 1 ng AdCMV-p53
DNA (izolovand z klinické SarZe) a negativni kontrola (H,0). PCR
vsddka byla opakovadna pouze tehdy, kdyZz byla jakdkoliv z kontrol
faleSna. Nebyly nelspésné negativni PCR kontroly.

Pro potvrzeni predpoladané pozitivity byla DNA znovu izolovana
ze séra (spolu s nékolika casové sousednimi vzorky) a PCR
této DNA byla opakovana. Vzorky byly pocitany jako pozitivni
pouze tehdy, pokud byly vysledky reprodukovatelné. Ty vzorky,
které byly pozitivni pri jedné nebo dvou analyzach vzorku, byly
pro uUcely zpravy povazovany za negativni. Predpokladané pozitivni
vzorky, které nemohly byt opakovany (vzhledem k chybéni dalsich

nezpracovanych vzorku) byly vylouceny z database.

Mé¥eni G¢innosti genového prenosu. Chirurgicky odstranéné
vzorky tk&né byly umistény v kryovialkach, okamZité rychle
zmrazeny a potom uskladnény v kapalném dusiku do pouZiti.
Zmrazené vzorky byly dekantovany do Usti nerezového Bessman
tissue pulverizer (Spectrum, Houston, TX), ktery byl predem
ochlazen ponorenim do kapalného dusiku. Tk&n byla rozmélnéna na
jemny prasek péti aZ deseti uUdery Bessmanovou palic¢kou s ocelovym
kladivem. Na prdsek rozmélnénd tkan byla prenesena do
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sklen&ného tkétového homogenizeru (Fisher Scientifics,
Pittsburgh, PA) obsahujiciho 1 ml TRI &inidla (Molecular
Research, Cincinnati, OH) na 50 mg tké&né& a byla homogenizovana
péti aZ deseti tahy nahoru a dold Teflon pali&kou.

Po homogenizaci byla RNA izolovana podle instrukci dodanych s
TRI &inidlem. Strulné&, homogenizéty byly p¥eneseny do
polypropylenovych centrifugaénich tub (Molecular Research) a byly
uskladnény po dobu 5 minut p¥i pokojové teplot& pred pridénim
chloroformu (0,2 ml na 1 ml TRI &inidla). Vzorky byly dikladn&
promichény, inkubovédny dalSich 15 minut p¥i pokojové teploté& a
centrifugovany pfi 12000 x g po dobu 15 minut p¥i 4 °C pro
separaci RNA obsahujici vodné vrstvy z fenol-chloroformové féaze.
Do vodné féze byl pridén izopropanol a RNA byla precipitovéna

inkubaci pZ¥i pokojové teplot& po dobu 15 minut. RNA pelety byly
znovu ziskény centrifugaci p¥i 12000 x g po dobu 15 minut p¥i 4
°C, promyty jednou 75% ethanolem, sufeny vzduchem, rozpustény v
diethylpyrokarbonatem (DEPC)-o3et¥ené vod& a kvantifikovany
mE&¥enim absorbance p¥i 260 nm. Kontaminujici DNA byla odstran&na
inkubaci vice neZ 50 pug RNA s 60 U DNAsy I (Pharmacia,
Piscataway, NJ) po dobu 25 minut p¥i 37 °C v celkovém reakdnim
objemu 260 ul. RNA byla potom extrahovéna fenol:chloroformem,
precipitovéana ethanolem, promyta jednou 75% ethanolem, peletovéna
centrifugaci pf¥i maximidlni rychlosti na mikrofuze po dobu 15
minut p¥i 4 °C, suSena vzduchem, resuspendovéna v DEPC-vodé a
uskladnéna p¥i -80 °C. Kvalita RNA byla hodnocena b&hem vzork na
normédlnim nedenaturujicim 0,8% agarosovém gelu a vizualizaci 28S
a 18S ribosomdlnich prouZkl barvenim ethidiumbromidem. Pro
eliminaci zk¥iZené kontaminace mezi vzorky a pro minimalizaci
RNAsové aktivity byly vSechny néstroje pro opakované pouZiti
pouZité pro izolaci RNA namo&eny do 2% Liqui-Nox (Fisher
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Scientific) detergenniho roztoku na dobu minim&ln& 5 minut,
vy&istény od drté&, p¥eneseny do 10% b&liciho roztoku na dobu 3
minut, dikladné opléchnuty deionizovanou vodou, post¥ik&ny 100%
ethanolem, suSeny, ponoteny do chloroformu a znovu suSeny pred
pouzZitim.

Reversni transkripce byla provedena za pouZiti 1,5 ug celkové
buné&fné RNA v 23,5 ul reakdni sm&si obsahujicifill ng néhodnych
hexamer (Gibco BRL, Grand Isalnd, NY), 40 jednotek inhibitoru
RNAsy (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN), 0,4 mM kaZdého
dNTP (Perkin elmer, Foster City, CA) a 300 jednotek Superscript
IT RNAsa H™ reversni transkriptasy (Gibco BRL) v 1 x RT pufru (50
mM Tris pH 8,3, 75 mM chloridu draselného, 3 mM chloridu
hofefnatého, a 20 mM dithiothreitolu). RNA a n&hodné hexamery
byly zahfaty na 70 °C na dobu 10 minut a ochlazeny na ledu pted
tim, neZ byl pridén zbytek reakéni sm&si. Reakce byla inkubovéna
pfi 25 °C po dobu 5 minut s 200 jednotkami reversni transkriptasy
a potom dalSich 10 minut p¥i 25 °C po p¥idéni daldich 100
jednotek reversni transkriptasy, pro usnadn&ni tepelného
zpracovani primerti, p¥ed inkubaci p¥i 42 °C po dobu 50 minut.

RT-reakce byly ukonéeny tepelnou inaktivaci reversni

transkriptasy po dobu 15 minut p¥i 70 °C. RNA komplementérni k |
CDNA byla odstran&na trdvenim 1 jednotkou RNAsy H (Boehringer
Mannheim) po dobu 20 minut p¥i 37 °C. RNA z linie
spinocelulédrniho karcinomu hlavy a krku (HNSCC) Tulé7 infikované
rekombinantnim adenovirem Ad5CMV-p53 (&etnost infekce 100:1) byla
pouZita jako pozitivni kontrola pro detekci virem p¥eneseného p53
a Tul67 builky infikované variantnim adenovirovym vektorem 31312
(1), ktery neobsahoval p53 transkripéni jednotku, byly pouZity
jako negativni kontrola.

Pro detekci Ad5CMV-p53 transkriptu byla provedena PCR v
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reakénim objemu 30 pl obsahujicim 0,2 mM od kazdého dNTP, 1,5 mM
chloridu horeénatého, 1 jednotku Taqg polymerasy (Promega,
Madison, WI) a 0,5 mM kazZdého primeru CMV2
(5'-GGTGCATTGGAACGCGGATT, SEQ ID NO: 11) a P53EX3
(5'-GGGGACAGAACGTTGTTTTC, SEQ ID NO: 12) v 1 x PCR pufru (50 mM
chloridu draselného, 10 mM Tris pH 9,0, 0,1% Triton X-100).
Primery CMV2 a P53EX3 amplifikuji 295 bazovy fragment specificky
pro p53 transkript odvozeny od adenoviru. PCR podminky pro
detekci Ad5CMV-p53 transkripti byly nédsledujici:

94 Oc po dobu 1 minuty, potom 94 e po dobu 30 sekund, 58 Oc
po dobu 40 sekund, 70 Oc po dobu 1 minuty po 35 cyklu, a potom
prodlouzZeni pri 70 O¢ po dobu 10 minut.

Aby bylo zajisténo, Ze produkt amplifikovany béhem PCR
detekuje mRNA a ne kontaminujici DNA v RNA pfipravku, byla také
provedena PCR za pouZiti RT produktu z paralenich reakci, ve
kterych nebyla priddna Zadnd reversni transkriptasa.

RT-PCR specifickd pro glyceraldehyd-3-fosfadt dehydrogenasu
(GAPDH) byla provedena pro ovéreni integrity RT reakci. 3pl objem
RT reakce byl fedén ve 30 pl PCR smési obsahujici 0,2 mM od
kazdého dANTP, 2 mM chloridu horec¢natého, 1 jednotku Tagq
polymerasy a 0,5 mM kazdého primeru GAPDH1
(5'~ACGGATTTGGTCGTATTGGG, SEQ ID NO: 13) a GAPDH2
(5'-TGATTTTGGAGGGATCTCGC, SEQ ID NO: 14) v 1 x PCR pufru. GAPDH
primery preklenuji 3 exony v lidském GAPDH genu a amplifikuji
231-bazovy produkt specificky pro mRNA. PCR podminky pro
detekci GAPDH byly nasledujici:

94 OC po dobu 1 minuty, potom 94 Oc po dobu 30 sekund, 60 °c




po dobu 12 sekund, 72 °C po dobu 1 minuty po 35 cykld, a potom

extense p¥i 72 °C po dobu 7 minut.

PCR byla provedena za pouziti Perkin Elmer Gene Amp 9600
termocykleru a vSechny primery byly komer&né syntetizovany
(Genosys, Woodlands, TX).

Imunohistochemické ur&eni intranddorového genu.
Imunoperoxidasové studie byly provedeny na formalinem fixovanych,
do parafinu ponofenych tk&iovych ¥ezech za pouZiti metody
avin-biotin-peroxidasového komplexu (ABC) (1). Vzorky byly
sefiznuty na tlouStku 3 - 4 um, deparafinizovény v xylenu a
rehydratovany v klesajicich koncentracich (100-70%) ethanolu.
Endogenni peroxidasova aktivita byla blokovédna 3% peroxidem
vodiku v methanolu. Po n&kilika promytich v destilované vod& a ve
fosfatem pufrovaném salinickém roztoku (PBS) byly fezy inkubovany
s Yedé&nim 1:10 normdlniho kotiského séra pro minimalizaci barveni
pozadi. Potom nésledovala inkubace p¥es noc p¥i 4 °C s
monoklondlnimi protilétkami k p53 (DO-1, Oncogene Science, Inc.,
Uniodale, NY; Yed&ni 1:80) a p2l1l (Oncogene Science, Inc., 1:100).
Postup barveni peroxidasou byl proveden za pouZiti ABC Elite kitt
(Vector Laboratories, Burlinghame, CA). Imunobarvici reakce byla
vizualizovéna pouzitim 0,05% 3,3'-diaminobenzidinu v Tris-HCl
pufru obsahujicim 0,01% peroxid vodiku, pH 7,6. Rezy byly
kontrastn& barveny 0,01% toluidinovou mod¥i a umist&ny
v Permount. Odelet byl proveden polit&nim pozitivnich nukledrnich
barveni ve 200 builkkdch z 10 ndsledujicich plnohodnotnych poli,
které bylo provedeno dvéma nez&vislymi pozorovateli.

TUNEL test na fragmentaci DNA. TUNEL test byl proveden za
pouziti Apoptag™ PLUS kitu (Oncor, Gaithersburg, M.D.) podle
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instrukci dodanych vyrobcem. Skli¢ka byla barvena 4% methylenovou
zeleni. Odpovidajici sklifka barvend haematoxylinem a eosinem
byla hodnocena na pfitomnost z&n&tlivych bun&®nych infiltratld a
byla znadmkovdna stupnici 1 - 4.

Postup testu na cytopaticky G&inek. Vzorky moli od pacienta
byly také monitorovany na p¥itomnost Ad5p53 v testu, ve kterém je
jakémukoliv viru ve vzorku umoZn&no infikovat buné&&nou
monovrstvu. U té&chto bunék byl sledovan vyskyt cytopatického
efektu (CPE): builkky se zaoblovaly a oddé€lovaly se od povrchu.
Vzorky mo&i pacientli testované na CPE byly z prvni ranni moli
odebrané b&hem druhého t¥ydne po prvnim cyklu 1é&&by a v den 0 nebo
1 (pfed 1lé&bou). Vzorky o asi 15 ml byly uskladné&ny ve sterilnich
15 ml konickych tubach p¥i -80 °C do pouZiti. IT293 builky, které
tvo¥i bun&nou monovrstvu pro infikovani, jsou kultivovény v DMEM
plus 10% FBS, v inkubatoru p¥i 37 °C ve zvlh&eném 10% CO,. Dva
dny pfed testovanim vzorku pacienta byly builky umistény v
mnoZstvi 2 x 10° na jamku ve 12 jamkovych plotnéch.

V dobé& testu byly vzorky moli rozmraZeny v ledové léazni a
aliquoty byly smiseny 1:1 s DMEM a sterilné& filtrovény za pouZiti
0,22 ul injek&éniho filtru. 350 pl aliquota této smési 1:1 byla
pomalu p¥idédna do kaZdé jamky po odstranéni kultivaéniho media.
Plotna byla jemné& kolibé&na o 15 minut pozdé&€ji. Po 30 minutéch
bylo do kaZdé jamky p¥idédno 2,0 ml DMEM plus 10% FBS pro naredéni
vzorku. V den 3 (za 72 hodin) a v den 6 testu byly 0,5 ml
aliquoty &erstvého media p¥idény do kaZdé jamky, pro uchovani
buné¢né monovrstvy po dobu maximidln& 6 - 7 dni.

Vzorky od pacient®i byly testoviny trojit&. Red&né vzorky p¥ed
oSetfenim byly testovény tak jak byly, a také byly napichnuty
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10° pfu Ad5p53 na jamku pro detekci jakékoliv sloZky modi, ktera
by mohla interferovat s detekci viru timto postupem. Kontrolni
jamky byly inokulovany DMEM samotnym napichnutym 105, 10%, 103,
10 nebo 10* pfu na jamku, v3e dvakrdt. Napichnuti 10° pfu
zpusobovalo CPE za t&chto podminek v den 2 testu; kazdy
nisledujici den vykazovala dalfi napichnutd kontrola CPE. Proto,
doba, kdy je CPE detekovan v kaZdém vzorku od pacienta nazna&uje
hladinu Ad5p53 v tomto vzorku.

Rekombinantni kompetentni adenovirus. Adenovirovy p53 pouZity
v klinickém pokusu byl testovén na p¥itomnost RCA za pouZiti AS549
bunék Biotechnology Services Division of Microbiological
Associates, Inc., (Rockville, Maryland).

Statistickd@ analyza. Byl pouZit ndvrh jednoramenné studie. Pro
zabrané&ni zapojeni vice pacientd, neZ je nezbytn& nutné, do
pokusu excesivni toxicity, bylo pouZito Bayesian pravidlo.
WILCOXON test se znalenim Yady a sefazovaci test byly pouZity pro
srovnéni mezi procentem bun&k vykazujicich TUNEL
a imunohistochemické barveni p¥ed 1é&bou a po 1é&b&, v p¥islusném
pofadi. Statistickd analyza byla provedena za pou¥iti Survpac
SPSS-statistického balidku.

Odpovéd a toxicita. P¥eZivadni a odpov&d byly hodnoceny v této
prozatimni analyze, ale nebyly povaZovany za cil této analyzy.
U¢elem této prozatimni anal§yzy bylo ur&it potencisl pfenosu
strategie genového p¥enosu. U pacientl bylo moZné hodnotit
odpové&d’ a toxicitu po 30-dennim pozorovdni po jednom cyklu
genového p¥enosu. Toxické Glinky terapie byly hodnoceny podle
b&Znych kriterii toxicity National Cancer Institute (Xref.).
Odpové&d’ na terapii byla hodnocena CT snimkem a ultrazvukem krku
pfed kaZdou serii 1é&by. U pacientdl bylo mo%né hodnoceni




odpovédi, pokud dostali alespori jednu serii terapie nasledovanou

vhodnou dokumentaci odpovédi. Ti pacienti, u kterych byla
provedena chirurgickd resekce jejich recidivujicich nadoru,
nemohli byt hodnoceni na odpovéd, protoZe chirurgicky vykon byl
proveden pred 30dennim pozorovacim obdobim. VSechny CT snimky
byly hodnoceny jednim radiologem, a ultrazvukova vySetreni jinym.
Castecna odpovéd byla definovana jako 50% nebo vySSi redukce
soudtu soudinl prumérd méritelného nadoru; slabd odpovéd byla

definovana jako 25% aZ méné neZ 50% redukce souctu soucinu
praméri méritelné léze. Progrese onemocnéni byla definovana jako

25% nebo vys$$i zvySeni soudtu souc¢inu pruméri.

Preziti bylo méreno od doby vstupu do vyprSeni protokolu.
odpovéd kazdého pacienta byla posouzena komisi pro posouzeni dat
skladdajici se z ORL chirurgického onkologa, radiologa
a klinického onkologa.

Vysledky

Detekce vektoru. DNA adenovirového vektoru byla detekovana PCR
v séru stejné jako ve vzorcich mo¢i od pacientd aZ do 48 hodin po
genovém prenosu. Limit detekce pro vektor je 1 - 5 virovych
¢astic. Virova DNA byla izolovdna z modi od pacientl, u kterych
probéhl genovy prenos pri kazdé davce viru, ale nebyla detekovéana
po 48 hodindch po genovém prenosu. Detekce virové DNA v séru se
zvySovala se zvysujici se davkou viru nad 107 pfu, ale také

nebyla detekovatelnd 48 hodin po genovém prenosu.

Vzorky moc¢i byly nejprve analyzovany na infekéni virus, byl
mé¥en CPE na bunééné monovrstvy pfed PCR analyzou nukleotidu.
Virus pritomny v mooc¢i byl aplikovan na 293 bunky jak bylo
popséno vyse, pro sledovani CPE, ktery se projevuje pri



zaokrouhlovani bun&k a odchlipovani z Petriho misky. CPE byl ve

vzorcich identifikovédn vzdcné&. CPE byl nalezen pozd&ji

v prekryvnych kulturdch (vice neZ Sest dni) a tyto vysledky byly
povaZovany za rovnocenné. V Z&dném pripad® nebyl CPE potvrzen
PCR a Southern blot prenosem stejného vzorku moli pro detekované
adenovirové nukleotidy.

Analyza na virovou DNA v jingch orgdnovych systemech. PCR
analyza demonstrovala virovou DNA vice ne¥ dva m&sice po pfenosu
10° Ad5CMV-p53 genu v kliZi, srde&nim svalu, plicich a
testikuldrni tkéni v rychle zmrazenych autoptickych vzorcich
pe€livé odebranych pro zabran&ni zk¥iZ%ené kontaminace mezi
tkénémi. V parenchymu ledvin, nadledvin a ve tkéani slinivky
b¥isni nebyly prokédzény virové DNA sekvence specifické pro tento
vektor. Imunohistochemick& analyza t&chto autoptickych vzorkl
neukdzala dikazy nadmé&rné exprese proteinového produktu

pfirozeného p53.

Hodnoceni genového p¥enosu. VS8echny analyzy byly provedeny
alespori 1 hodinu po expozici tkan& vektoru. mRNA produkt byl
detekovédn ve 4 hodin& a v 48 hodin& pomoci RT-PCR. Oproti tomu,
bioptické vzorky zmrazené 1 hodinu po expozici nebo mén&
nevykazovaly Zadnou p53 mRNA. Krom& toho, negativni kontrolni
vzorky ziskané z operalniho mista, které nebyly podrobeny
genovému pfenosu, byly také negativni na PCR produkt. Bioptické
vzroky s prenosem a bez prenosu od &ty¥ech pacientdl byly
analyzovany RT-PCR na p¥itomnost Ad5CMV-p53 transkribované mRNA.
Vzorky s prenosem od dvou pacientl byly pozitivni na EtBr
barvenych gelech, zatimco Zadny A45CMV-p53 produkt nebyl
detekovan v jakémkoliv vzorku bez prenosu i pfes skutenost, Ze
GAPDH mohl byt amplifikovdn ze v8ech vzorkd. Specificita 295 bp
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PCR produktu od dvou pozitivnich pacientl byla potvrzena Southern
blottingem. ProtoZe PCR produkt nebyl pozorovan, pokud byla
reversni transkriptasa vynechéna z RT reakci, musel byt 295 bp
produkt detekovany ve vzorku generovén z mRNA, spiSe neZ z
kontaminujici DNA.

Imunohistochemickd analyza. VSechny vzorky od pacientd pfed a
po genovém p¥enosu byly simult&X® analyzovany s pozitivnimi a
negativnimi kontrolami v kaZdém pokusu. Vice Yezl kaZdého vzorku
bylo analyzovédno a srovndvano pri barveni haematoxylinem a
eosinem, stejn& jako p¥i TDT koncovém znaleni. Bioptické vzorky
po injekci vektoru potvrdily p¥enos genu u t¥i pacientl, v
jejichZ bioptickych vzorcich pf¥ed pfenosem nebyla prokézana
endogenni nadm&rnd exprese p53 proteinu. U 5 z 21 pacientld (27%)
nebyl p21 (CIP/WAFl) signifikantn& endogenn& exprimovan; toto je
ov&feno jako informativni pro genovy p¥enos ve vzorcich od
pacientll po genovém p¥enosu. Nadm&rnd exprese p53 jaderného
proteinu byla také pozorovana v lymfocytech asociovanych s
nadorem, stejné jako v builkdch nddorového stromatu, coZ ukazuje,
Zze také prob&hl pfenos do nenddorovych bunék.

Serologickd protildtkova odpovéd. Protilédtky proti adenoviru
serotyp 5 byly indukovany u vSech pacientd po opakovangych
injekcich vektoru. Nicméné&, nebylo zjisténo, Ze by byla G&innost
pfenosu signifikantné& zmé&néna p¥i srovnédni podate&niho cyklu
genového prenosu a ndsledujicich cyklt. Mirny erytem v misté
injekce do né&doru byl pozorovdn od 3 x 10° PFU, nicméné&, tyto
lokdlni reakce neomezovaly toleranci vektoru. Z&dné dlikazy
systemové sensitivity nebyly nalezeny u Zadného pacienta, i pres
opakované podavani viru po dobu Sesti nasledujicich mésicl u
pacienta l1é&eného 10° PFU.
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Patologickd pozorovédni. Drahy jehel byly identifikovéany ve
vétsiné bioptickych vzorkl a exprese genového produktu byla
demonstrovdna v hlubsSich tké&nich pod misty injekce. Podobnég,
ndlez koncové znacenych bunék v oblastech s prenosem naznacuje
indukci apoptosy v nddorovych burnikdch, ale absenci apoptosy ve
stromdlnich nebo v z&nétlivych burikdch. Zanétlivé bunky byly
zaznamenany u pacienti a staly se nejvyraznéjsSim histologickym
ndlezem u pacientd, kteri dostali davky 102 nebo vysSsi. Zajimavé
je, Ze pacient ¢islo 7, jehoZ vzorek exprimoval endogenni
pfirozeny p53, vykazoval hemorrhagickou nekrosu bez dukazu
Zivotaschopného nddoru v seriovych rezech chirurgickych vzorkl
jeho recidivujiciho 2 cm nddoru krku po jednom cyklu genového
prenosu. Patologicky nalez nekrosy, stejné jako indukce apoptosy,
byly c¢astym pozorovanim ve vzorcich.

Klinickd pozorovani. Pacienti tolerovali primé injekce vektoru
do naddoru a nejcastéjsim vedlejsSim Gcinkem byl diskomfort v misté
vpichu. Priznaky lokdlniho erytemu v misté injekce byly
zaznamenany pri 102 PFU vektoru a vyssich, ackoliv systemové
dikazy hypersensitivity nebyly pozorovany, i pres dukazy zvysSeni
systemového titru protildtek. Pacienti ¢islo 5, 10 a 16 zustévali
bez priznaku onemocnéni s medianem sledovani sedm mésicu.
Pacienti 7 a 13 vykazovali stabilizované onemocnéni po dobu 3,
resp. 5 mésicl v indikatorové oblasti léze. Pacient ¢islo 20
vykazoval &astednou odpovéd, jak bylo ovéreno CT snimkem
a ultrazvukovym vysSetfenim, ale doslo u néj ke vzniku paternich
a pleurdlnich metastas, které vyzZadovaly jeho vyrazeni ze studie
vzhledem k progresi onemocnéni.

Zavérem lze shrnout, Ze u pacientll s recidivujicim
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spinocelularni karcinomem hlavy a krku je adenovirem
zprostredkovany genovy prenos prirozeného p53 bezpecny a mizZe byt
i&inné proveden u naddorovych bunék a normadlnich bunék pomoci
primé nitronddorové injekce nebo intraoperativni instilace
vektoru. U 2adného z pacientll se neprojevila toxicita, ktera by
mohla limitovat podani vektoru nebo zvysSovani davky. Exprese
transgenového produktu byla nezménéna i pres vyvoj systemové
protilatkové odpovédi. Lokalni zanétliva odpovéd zjisténa
patologickym vySetfenim ve vzorcich resekovaného nddoru mizZe byt

v 2

ve skutecCnosti prospésna.
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Seznam sekvenci

(1) Obecné informace

(i) PrihlaSovatel:
(A) Jméno: Board of Regents, The University of Texas
system
(B) Ulice: 201 West 7th Street
(C) M&sto: Austin
(D) Zemé: Texas
(E) Stat: usa
(F) PoStovni kod (ZIP): 78701

(ii) Zpuisoby a kompozice pro diagnosu nadort

(iii) Polet sekvenci: 14

(iv) Politalova &teci forma:
(A) Typ media: Floppy disk

(B) Po&ital: IBM PC kompatibilni
(C) Operacni system: PC-DOS/MS-DOS

(D) Software: PatentIn Release #1.0, verse #1.30
(EPO)

(v) Data soulasné prihl&sky:
(a) Cislo p¥ihlasky: neznamé
(B) Datum podani: soubé&iZné&
(C) Klasifikace: neznama

(vi) Data pY¥ede$lé prihléasky:
(a) Cislo ptihl&sky: US 60/007810
(B) Datum pod&ni: 30.11.1995




(2)

CAAAACCTAC

GTCTGTGACT

CTGCCCTGTG

GGCCATCTAC

GCGCTGCTCA

TTTGCGTGTG

TGAGCCGCCT

TTCCTGCATG

CAGTGGTAAT

AGACCGGCGC

CCCAGGGAGC

GAAACCACTG

GTTCCGAGAG
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(B) Datum podéni: 30.11.1995

Informace pro SEQ ID NO: 1.

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 2066 parl basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy

(D) Topologie: line&rni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

CAGGGCAGCT
TGCACGTACT
CAGCTGTGGG
AAGCAGTCAC
GATAGCGATG
GAGTATTTGG
GAGGTTGGCT
GGCGGCATGA
CTACTGGGAC
ACAGAGGAAG
ACTAAGCGAG
GATGGAGAAT

CTGAATGAGG

ACGGTTTCCG
CCCCTGCCCT
TTGATfCCAC
AGCACATGAC
GTCTGGCCCC
ATGACAGAAA
CTGACTGTAC
ACCGGAGGCC
GGAACAGCTT
AGAATCTCCG
CACTGCCCAA
ATTTCACCCT

CCTTGGAACT

TCTGGGCTTC

CAACAAGATG

ACCCCCGCCC

GGAGGTTGTG

TCCTCAGCAT

CACTTTTCGA

CACCATCCAC

CATCCTCACC

TGAGGTGCGT

CAAGAAAGGG

CAACACCAGC

TCAGATCCGT

CAAGGATGCC

TTGCATTCTG

TTTTGCCAAC

GGCACCCGCG

AGGCGCTGCC

CTTATCCGAG

CATAGTGTGG

TACAACTACA

ATCATCACAC

GTTTGTGCCT

GAGCCTCACC

TCCTCTCCCC

GGGCGTGAGC

CAGGCTGGGA

GGACAGCCAA

TGGCCAAGAC

TCCGCGCCAT

CCCACCATGA

TGGAAGGARAA

TGGTGCCCTA

TGTGTAACAG

TGGAAGACTC

GTCCTGGGAG

ACGAGCTGCC

AGCCAAAGAA

GCTTCGAGAT

AGGAGCCAGG

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



GGGGAGCAGG

TAAAAAACTC

TCCCCACTGA

TTTGAACCCT

TCCCGGGGCT

GGGAGTAGGA

" GTAAGAAATG

CCACTTCACC
GGCCCATATC
AATGAAATAA
ACCCCCTTGA
TTGGGCAGCT
CTGACAACCT

GGAGGATTTC

TCCAATTTCT
TTGCCCCAGG
TCGAGCAGTC
_CAGCCAACTT
AAACTCCTGG
GTGAGCCACC
ATTTTCACCC

TATTTTACAA

GCTCACTCCA

ATGTTCAAGA

CAGCCTCCCA

TGCTTGCAAT

CCACTGAACA

CATACCAGCT

TTCTTGCAGT

GTACTAACCA

TGTGAAATGC

TGTACATCTG

GGGTGCTTGT

GGTTAGGTAG

CTTGGTGAAC

ATCTCTTGTA

TTTTTCTTTT

CTGGAGTGGA

CTGCCTCAGC

TTGCATGTTT

GCTCAGGCGA

ACGTCCAGCT

CACCCTTCCC

TAAAACTTTG

GCCACCTGAA
CAGAAGGGCC
CCCCCATCTC
AGGTGTGCGT
AGTTGGCCTG
TAGATTTTAA
TAAGGGTTAG
GGGAAGCTGT
TGGCATTTGC
GCCTTGAAAC
TCCCTCTCCC
AGGGAGTTGT
CTTAGATCCT

TAGATGATCT

TTTTTTTTTT
GTGGCGTGAT
CTCCGGAGTA
TGTAGAGATG
TCCACCTGTC
GGAAGGGTCA
CTCTTCTCCC

CTGCCA

119

GTCCAAAAAG

TGACTCAGAC

TCCCTCCCCT

CAGAAGCACC

CACTGGTGTT

GGTTTTTACT

TTTACAATCA

CCCTCACTGT

ACCTACCTCA

CACCTTTTAT

TGTTGGTCGG

CAAGTCTCTG

AAAAGGAAAT

GGATCCACCA

TTTCTTTTTC

CTGGCTTACT

GCTGGGACCA

GGGTCTCACA

TCAGCCTCCC

ACATCTTTTA

TTTTTATATC

GGTCAGTCTA

TGACATTCTC

GCGATTTTGG

CAGGACTTCC

TTGTTGTGGG

GTGAGGGATG

GCCACATTCT

TGAATTTTCT

CAGAGTGCAT

TACATGGGGT

TGGGTTGGTA

CTGGCCCAGC

GTCACCCCAT

AGACTTGTTT

TTTGAGACTG

GCAGCCTTTG

CAGGTTCATG

GTGTTGCCCA

AGAGTGCTGG

CATTCTGCAA

CCATTTTTAT

CCTCCccaeea

CACTTCTTGT

GTTTTGGGTC

ATTTGCTTTG

GAGGAGGATG

TTTGGGAGAT

AGGTAGGGGC

CTAACTTCAA

TGTGAGGGTT

CTAGAACTTG

GTTTCTACAG

CAAACCCTGT

CCCACACCCT

TAGCTCAGGG

GGTCTCTTTG

CCTCCCCGGC

CCACCATGGC

GGCTGGTCTC

GATTACAATT

GCACATCTGC

ATCGATCTCT

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2066
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 2.

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 293 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

Lys Thr Tyr Gln Gly Ser Tyr Gly Phe Arg Leu Gly
1 5 10

Gly Thr Ala Lys Ser Val  Thr Cys Thr Tyr Ser Pro
20 25

Met Phe Cys Gln Leu Ala Lys Thr Cys Pro Val Gln
35 40

Ser Thr Pro Pro Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met
50 55 60

Gln Ser Gln His Met Thr Glu Val Val Arg Arg Cys
65 70 75

Arg Cys Ser Asp Ser Asp Gly Leu Ala Pro Pro Gln
85 90

Val Glu Gly Asn Leu Axrg Val Glu Tyr Leu Asp Asp
100 105

Arg His Ser Val Val Val Pro Tyr Glu Pro Pro Glu
115 120

Cys Thr Thr Ile His Tyr Asn Tyr Met Cys Asn Ser
130 135 140

Gly Met Asn Arg Arg Pro Ile Leu Thr Ile Ile Thr
145 150 155

Ser Gly Asn Leu Leu Gly Arg Asn Ser Phe Glu Val
165 - 170

Cys Pro Gly Arg Asp Arg Arg Thr Glu Glu Glu Asn
180 185

Phe

Ala

Leu

45

Ala

Pro

His

Arg

Val

125

Ser

Leu

Arg

Leu

Leu

Leu

30

Trp

Ile

His

Leu

Asn

110

Gly

Cys

Glu

Val

Arg
190

His

15

Asn

val

Tyr

His

Ile

95

Thr

Ser

Met

Asp

Cys
175

Lys

Ser

Lys

Asp

Lys

Glu

80

Arg

Phe

Asp

Gly

Ser
160

Ala

Lys




Gly

Pro

Gly

225

Phe

Lys

Lys

Glu Pro His

195

Asn Asn Thr

210
Phe

Glu Tyr

Arg Glu Leu

Glu Pro Gly

260

Gln
275

Gly Ser

His Glu

Ser Ser

Leu

Ser

121

Pro Pro

200

Pro Gln

215

Thr Leu

230
Asn Glu
245

Gly Ser

Thr Ser

Gly Pro Asp Ser Asp

CAAAACTTAC

GTCTGTTATG

GTGCCCTGTG

GGCCATCCAC

GCGCTGCTCC

TTTGTATCCC

TGAGCCACCC

290

Gln

Ala

Arg

Arg

Ile Arg

Leu Glu

Gly

Pro

Gly

Leu

Ser Thr

Lys Lys

220
Arg Glu
235

Lys Asp

250

His
265

Ala

His
280

Lys

(2) Informace pro SEQ ID NO: 3.

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 2066 para basi

Ser

Lys

Ser His

Leu Met

(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

CAGGGCAACT ATGGCTTCCA

TGCACGTACT

CAGTTGTGGG

AAGAAGTCAC

GATGGTGATG

GAGTATCTGG

GAGGCCGGCT

CTCCTCCCCT

TCAGCGCCAC

AGCACTTGAC

GCCTGGCTCC

AAGACAGGCA

CTGAGTATAC

CCTGGGCTTC

CAATAAGCTA

ACCTCCAGCT

GGGGGTCGTG

TCCCCAGCAT

GACTTTTCGC

CACCATCCAC

CTGCAGTCTG

TTCTGCCAGC

GGGAGCCGTG

AGACGCTGCC

CTTATCCGGG

CACAGCGTGG

TACAAGTACA

Lys Ala

205

Arg

Lys Pro Leu

Arg Phe Glu

Ala Gln Ala

255
Ser

Leu Lys

270

Phe
285

Lys Thr

GGACAGCCAA

TGGCGAAGAC

TCCGCGCCAT

CCCACCATGA

TGGAAGGAAA

TGGTACCTTA

TTTGTAATAG

Asp

Met

240

Gly

Lys

Glu

60

120

180

240

300

360

420



CTCCTGCATG
CAGTGGGAAC
AGACCGCCGT
CCCAGGGAGC
AAAACCACTT
GTTCCGGGAG
AGACAGCAGG
TAAAARAACA
TCCCCACTGA
TTGAACCCTT
CCCGGGGCTC
GGAGTAGGAC
TAAGAAATGT

CACTTCACCG

GCCCATATCT
ATGAAATAAT
CCTTGAGGTG
FAGCTGGTTA
CAGTTGTTGG
CTATCTCTTG

CTTTTTTCTT

GGGGGCATGA

CTTCTGGGAC

ACAGAAGAAG

GCAAAGAGAG

GATGGAGAGT

CTGAATGAGG

GCTCACTCCA

ATGGTCAAGA

CAGCCTCCCA

GCTTGCAATA

CACTGAACAA

ATACCAGCTT

TCTTGCAGTT

TACTAACCAG

GTGAAATGCT

GTACATCTGG

CTTGTTCCCT

GGTTGAGGTA

ACCCTGGCAC

TATAGATGAT

TTTTTTTTTT

ACCGCCGACC
GGGACAGCTT
AAAATTTCCG
CGCTGCCCAC
ATTTCACCCT
CCTTAGAGTT
GCTACCTGAA
AAGTGGGGCC
CCCCCATCTC
GGTGTGCGTC
GTTGGCCTGC
AGATTTTAAG
AAGGGTTAGT

GGAAGCTGTC

GGCATTTGCA
CCTTGARACC
CTCCCTGTTG
GTTGTCAGGT
CTCARATGAA
CTGGATCCAC

TTTTTCTTTT

122

TATCCTTACC

TGAGGTTCGT

CAAAAAGGAA

CTGCACAAGC

CAAGATCCGC

AAAGGATGCC

GACCAAGAAG

TGACTCAGAC

TCCCTCCCCT

AGAAGCACCC

ACTGGTGTTT

GTTTTTACTG

TTACAATCAG

CCTCACTGTT

CCTACCTCAC

ACCTTTTATT

GTCGGTGGGT

CTCTGCTGGC

ATCTCACCCT

CAAGACTTGT

TCTTTGAGAC

ATCATCACAC
GTTTGTGCCT
GTCCTTTGCC
GCCTCTCCCC
GGGCGTAAAC
CATGCTACAG
GGCCAGTCTA
TGACATTCTC
GCCTTTTGGG
AGGACTTCCA
TGTTGTGGGG
TGAGGGATGT
CCACATTCTA

GAATTTTCTC

AGAGTGCATT
ACATGGGGTC
TGGTAGTTTC
CCAGCGAAAT
ACCCCACACC
TTTAGCTCAG

TGGGTCTCTT

TGGAAGACTC

GCCCTGGGAG

CTGAACTGCC

CGCAAAAGAA

GCTTCGAGAT

AGGAGTCTGG

CTTCCCGCCA

CACTTCTTGT

TTTTGGGTCT

TTTGCTTTGT

AGGAGGATGG

TTGGGAGATG

GGTAGGGGCC

TAACTTCAAG

GTGAGGGTTA

TAGATGACCC

TACAGTTGGG

TCTATCCAGC

CTGTAAGATT

GGTCCAATTT

TGTTGCCCCA

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680




GGCTGGAGTG GAGTGGCGTG
TCCTGCCTCA GCCTCCGGAG
TTTTGCATGT TTTGTAGAGA
GGGCTCAGGC GATCCACCTG
CCACGTCCAG CTGGAAGGGC
CACCCCACCC TCCACCTGTC

TATTTTACAA TAARATTTTG

(2) Informace

ATCTGGCTTA
TAGCTGGGAC
TGGGGTCTCA
TCTCAGCCTC
CTACTTTCCT
TCCCTCTTTT

TTATCA

pro SEQ ID

seo0 o000

123

CTGCAGCCTT TGCCTCCCCG

CACAGGTTCA TGCCACCATG

CAGTGTTGCC CAGGCTGGTC

CCAGAGTGCT GGGATTACAA

TCCATTCTGC AAAGCCCTGC

TTTCTTACCC CTTTTTATAT

NO: 4.

(i) Charakteristika sekvence:
(p) Délka: 293 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis

Lys Thr

5

Gly Thr Ala Lys

20

Leu Phe Cys Gln

35
Thr Pro
50

Ala Pro

Lys Ser Gln His

65

Arg Cys Ser Asp

85

Asn
100

val Glu Gly

Tyr Gln Gly

Ser

Leu

Ala

Met

Gly

Leu

sekvence:

val Met

Ala

Lys

Sexr
55

Gly

Thxr
70

Gly

Asp Gly

Tyr Pro

Asn Tyr Gly Phe
Cys
Thr
40

Arg

Val

Leu

Glu

SEQ ID NO:

His Leu Phe

10

Thr
25

Tyr Ser Pro Pro

Cys Pro Val Gln Leu

45
Val

Ala Met

60

Arg Ala

vVal

Arg Arg Pro

75

Cys

Pro Pro Gln

950

Ala His

Tyr Leu Glu

105

Asp Arg

GCTCGAGCAG
GCCAGCCAAC
TCAAACTCCT
TTGTGAGCCA
TGCATTTATC

ATCAATTTCT

Leu

15
Leu Asn
30

Trp Val

Ile His

His His

80

Ile
95

Leu

Gln Thr

110

Gln Ser

Lys

Ser

Lys

Glu

Arg

Phe

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2066




124

Arg His Ser Val Val val Pro Tyr
115 120

Tyr Thr Thr Ile His Tyr Lys Tyr
130 135

Gly Met Asn Arg Arg Pro Ile Leu
145 150

Ser Gly Asn Leu Leu Gly Axrg Asn
165

Ccys Pro Gly Arg Asp Arg Arg Thr
- 180

Glu Val Leu Cys Pro Glu Leu Pro
195 200

pro Thr Cys Thr Ser Ala Ser Pro
210 215

225 230
245
260

275 280

Gly Pro Asp Ser Asp
290

Glu

Ile

Thr

Ser

Glu

185

Pro

Pro

265

(2) Informace pro SEQ ID NO: 5.

Pro

Cys

Ile

Phe

170

Glu

Gly

Gln

250

Pro

Asn

Ile

155

Glu

Glu

Ser

Lys

235

Glu

Ser

140

Thr

Val

Asn

Ala

Lys
220

Ala Gly Ser Glu

125

Ser

Leu

Arg

Phe

Lys

205

Lys

Gly Glu Tyr Phe Thr Leu Lys Ile Arg Gly Arg Leu Arg
phe Arg Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp Ala
Glu Glu Ser Gly Asp Ser Arg Ala His Ser Ser Tyr Leu

Lys Gly Gln Ser Thr Ser Arg His Lys Lys Thr Met val

285

Cys

Glu

val

Arg

190

Arg

Pro

Phe

His

Lys

270

Lys

Met Gly

Asp Ser
160

Cys Ala
175

Lys Lys

Ala Leu

Leu Asp

Glu Met
240

Ala Thr
255

Ser Lys

Lys Val




(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 17 p&ru basi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

ACTGCCCAAC AACACCA 17

(2) Informace pro SEQ ID NO: 6.

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 17 péru basi
(B) Typ: nukleovd kyselina

(¢) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:
GCCACGCCCA CACATTT 17
(2) Informace pro SEQ ID NO: 7:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 20 part basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 7:




(2)

(2)

(2)
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GCCTGTCCTG GGAGAGACCG

Informace pro SEQ ID NO: 8:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 20 part basi
(B) Typ: nukleovi kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

20

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:

CCCTTAAGCC ACGCCCACAC

Informace pro SEQ ID NO: 9:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 18 péaru basi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

20

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 9:

CACTGCCCAA CAACACCA
Informace pro SEQ ID NO: 10:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 17 péaru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

18




(2)

(2)

(2)
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:
GCCACGCCCA CACATTT

Informace pro SEQ ID NO: 11:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 20 paru basi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

GGTGCATTGG AACGCGGATT

Informace pro SEQ ID NO: 12:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 20 pard basi
(B) Typ: nukleovid kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

GGGGACAGAA CGTTGTTTTC
Informace pro SEQ ID NO: 13:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 20 para basi

10:

17

11:

20

12:

20



(2)
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(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

ACGGATTTGG TCGTATTGGG

Informace pro SEQ ID NO: 14:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 20 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

TGATTTTGGA GGGATCTCGC

13:

20

14:

20
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Patentové ndroky

1. Zpusob pro 1lé&bu subjektu s malignitou charakterizovanou
expresi funkéni p53 molekuly, vy znac¢ujici s e
t i m , Ze obsahuje kroky:
a) poskytnuti expresniho konstruktu obsahujiciho promotor
funkéni v eukaryotickych burikdch a polynukleotid kodujici p53,
kde uvedeny polynukleotid je umistén "sense" a pod kontrolou

uvedeného promotoru; a

b) provedeni kontaktu uvedeného expresniho konstruktu s

nadorovou burikou in vivo.

2. Zpusob podle ndroku 1L vy znac¢ujici se tim,
Ze uvedenou malignitou je spinoceluldrni karcinom.

3. Zpusob podle niroku 2 vy znadéujici se tim,

Zze uvedeny spinoceluldrni karcinom je karcinom hlavy a krku.

4. Zpusob podle narokii 1, 2 nebo 3 vy znac¢ujici se

t i m, Ze endogenni p53 uvedené nddorové burky je mutovany.

5. Zpusob podle ndrokl 1, 2 nebo 3 vyznac¢cujici se
t i m, Ze endogenni p53 uvedené nadorové bunky je prirozeneho
typu.

6. Zpusob podle jakéhokoliv z predchozich naroku
vyznacdédujici se tim Ze uvedeny expresni konstrukt
je virovy vektor.




130 000 0 000 (X ]

7. Zplsob podle ndroku 6 vy znad¢ujici se tin,
Ze uvedeny virovy vektor je vybran ze skupiny skladajici se z
retrovirového vektoru, adenovirového vektoru a adeno-asociovaného
virového vektoru.

8. Zpusob podle ndroku 7vy znac¢ujici se tin,
Ze virovy vektor je replikace-deficientni adenovirovy vektor.

9. Zplsob podle ndroku 8 vy znadujici se tinm,
Ze uvedeny replikace-deficientni adenovirovy vektor postrada
alespon ¢ast E1 regionu.

10. Zpusob podle ndroku 9 vy znadujici se tinm,
Ze uvedeny promotor je CMV IE promotor.

11. Zpusob podle jakéhokoliv z predchozich naroku
vyznac¢ujici se tim, Ze uvedenym subjektem je
¢lovék.

12. ZpUsob podle ndroku 8 vy znac¢ujici se tin,
Ze krok b) je opakovan alespon jednou.

13. ZpUsob podle ndroku 12 vy znac¢ujici se tinmnm,
Ze uvedeny nador je po opakovaném kontaktovani resekovan a po
resekci je provedeno dalsi kontaktovani.

14. Zpisob podle ndroku 13 vy zna é¢ujici se tin,
Zze uvedeny expresni vektor je kontaktovan v objemu od asi 3 ml do

asi 10 ml.

15. ZpUsob podle ndrokl 12, 13 nebo 14 vy znadéuijici
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s et im, Ze mnoZstvi adenoviru podané pri kaZdém kontaktovani

je mezi asi 107 a 10*% pfu.

16. Zpusob podle jakéhokoliv z p¥edchozich ndrokl
vyzna&ujici se tim, Ze uvedené kontaktovani je
provedeno prost¥ednictvim nitronddorové injekce.

17. ZpGsob podle jakéhokoliv z ndrokd 1 aZ 15
vyzna&ujici se tim, Ze uvedené kontaktovani je
provedeno prost¥ednictvim injekce do pfirozené nebo do
arteficidlni télni dutiny.

18. Zpusob podle ndroku 17 vy zna éujici se tim,
Ye uvedend injekce zahrnuje kontinu&lni perfusi uvedené pfirozené
nebo arteficidlni té&lni dutiny.

19. Zptusob podle n&rok& 17 nebo 18 vy zna & u j ic i
s e tim %e uvedené kontaktovidni je provedeno pomoci injekce
do arteficidlni t&lni dutiny vzniklé po excisi nadoru.

20. Zpusob podle jakéhokoliv z p¥edchozich nérokd
vyznad&ujicisetimnm Ze p53 kodujici polynukleotid je
opatt¥en pripojenym tGsekem, takZe exprese p53 z uvedeného
expresniho vektoru miZe byt detekovéana.

21. Zpisob podle ndroku 20 vy zna d&ujici se tim,
Ye uvedeny pripojeny Gisek je pokra&ujici epitop.

22. Zpasob pro urdeni G&inosti terapie na mikroskopicky
zbytkovy karcinom vy zna &ujici se tim Ze obsahuje:
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a) dodani hlodavce s incisi do podkoZni tk&né&;

b) implantaci nddorovych buné&k do uvedené incise;
c) 1lé&bu uvedeného hlodavce terapeutickym reZimem; a

d) hodnoceni vlivu uvedendho reZimu na vznik néadoru.

2

23. ZplUsob podle ndroku 22 vy zna ¢ u j i se tim,

ic
Ze uvedend incise je uzavfena po kroku b) a p¥ed krokem c).

24. Zplsob podle ndrokt 22 nebo 23 vy zna ¢ujici se
t 1 m, Ze uvedeny terapeuticky reZim obsahuje zavedeni
terapeutického p¥ipravku do uvedené incise, kdy uvedend incise je
znovu otev¥ena po uzavieni a znovu uzavfena po zavedeni uvedeného
terapeutického ptipravku.

25. ZplUsob podle ndroku 24 vy zna ¢ujici se tim,
ze uvedeny terapeuticky p¥ipravek obsahuje expresni konstrukt
obsahujici promotor funk&éni v eukaryotickych builkach a
polynukleotid kodujici p53, kde uvedeny polynukleotid je umistén
"sense" a pod kontrolou uvedeného promotoru.

26. Zpusob podle ndroku 25 vy znac¢ujici se tinm,
Ze uvedeny expresni konstrukt je replikace-deficientni adenovirus
a uvedeny promotor je CMV IE promotor.

27. PouZiti expresniho konstruktu obsahujiciho promotor funkéni
v eukaryotickych buiikdch a polynukleotid kodujici p53, kde
uvedeny polynukleotid je umisté&n "sense" a pod kontrolou
uvedeného promotoruy, pro vyrobu léku pro 1éfbu subjektu s
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malignitou charakterizovanou expresi funk¢ni p53 molekuly, kde
1é%ba obsahuje krok kontaktovéni uvedeného expresniho konstruktu
s nadorovou builkkou in vivo.



% modrych bun&k

80

1/11

— Tu-138
- Tu-177

MOl

Obrézek 1

120

Yo



2/11

20 1

T
o

v~

ﬁo_x_v yung 3sp0d

2B

4
dny

obréazek |

15

o
—

(cOIXH)

Jyunqg 380d



3/11

20 1

(cOLXH)

T
()
~—

ygunq 380d

ﬁaoo

dny
3B

Obrazek 3A
Obréazek

o o
-~

151

@o—x: Jyunq 390d



4/11

O

12 7

(c0LX1)

sygung 38xod

ki, 30

Obrazek

(0LX}) ¥2unq 380

Obré;ek_

3D



1U¥)

pocet bunék

5/11

—-— 138 faledné

= F138+dI312
~e- F138+p53

dny

obrazek 4




20

10 A

poCet bun&k ({X{ 09)

6/11

. falegné

-o- p53

30 -

N
o
1

—_
o
1

polet bunék.(1X10q

' 10 ' 20 '
hodiny

obrazek , HA

0 faledné

| & dI312

-o- pb3

|
30
hodiny

10 20

obrazek ., HB



711

<+
I~ ©
\ <
~ =
(@n]
~ L
[e o]
h st
T T T T S
000} b
e mm mommem e e s
arnp-4ueaotiuilord
<t
(]
<
- =
o
i et -
[T@]
h el
QT T T WO T T i v =
000} b

.mhbﬁnmcm>mahﬁ%uoﬂm

®brazer), 6A2

omrszek GAT

<
- i 6
<C
- =
(]
L
ln -
(qN]
(qN]
T T T T T T S
000} L
grnp-4AueasoTdiu.aotd
<
e
<C
B =
(o=
= N
(@]
(qN]
miil Wy v mimTi T winurri o
000} b

dinp-4ueaoTiu-y30Td

Obréazek 6A4

6A3

Obréazek



8/11

)

fHrey T mmirT wmnrT T WnITT

0001

I

drnp-4uesotiusiord

£~
Lo

A

miTTr Ty mmrr T 1T T

0001

I

64 64
DNA
Obrazek , 6A6 ‘

DNA
Obrazek 6 A5

o

ainp-4ueaoTAu.d30Td

000} I

8 mea e e

64

DNA
Obrézek". 6A8

o

(dLOp-4AueAOTAUR0TH

DNA
Obrézek 6A7

F O

000+ I

Jinp-AueaoTiAu4l0Td




’ <
* L] " 6
." '
: 3
o
<C
= {®]
) = i
‘s N
) N
e Y
= Q
N O
T T ey o rr murrr i (aw)
0001 L
- drnp-4ueaoTiu{301d
gy IO,
»
4
- O
A -
(an)
. <C
| § L S 0
) = g
: L v
| Y ,m
= -k

T T WamT T oWy T T T

0001 L

drnp-4fuesoTiu notd

<
- O
N - =
oﬁ =)
[ .f(
A B
%w 2\
4
TITT T T T T T T Ty .0
000} |

arnp-4fueasoTiuA0Td

000}

-
w0

DNA

-

T T T T R T T ©

I

g10p-SuesoTiu jaoTd

. 6B4

Obrazek

ek HB3

Obrazek




Biotimyl ovany-duTP

BiOtf.'"nylovany-dUTp P

=318h
="
0 64
DNA
Obrazek 685
=330n
= /Ap
6 ' ‘
.O T T T T T 6‘4

DNA
Obrézek 6B7

10/1

Biotimylovany-dUTP

Biotfnylovang-duTp

oooooooo

1

24h.

1000

DNA

1000




(1X105)

po&et buné&k ;(1)(105)

polet bun&k

11/11
14
| -0~ fale8né
1o A di312
| = p53
0- = p53Flag
8 -
6_
4 -
9 4
0 | ] H — - —
0 2 4 6 8
dny
- Obrézek 7A
20 -
-0~ | fale&n&
1 & dl312
- p53
157 -m- p53Flag
10 -
5 .

any
Obréazek 7 B



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

