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Néazev Cytochrom P450 transdukujici retrovirové vektory W

Oblast techniky

Vynalez se tyka replikacné-defektivnich retrovirovych vektori se zakédovanym genem s
cytochromem P450, které jsou schopny zménit neSkodné rakovinové prodrogy na
cytotoxické metabolity. Dale se vynalez tykd pouzivani takovych retrovirovych vektord na

pfipravu lé¢iv na 1é¢bu rliznych druhi rakoviny nebo ablaci nadort.

Dosavadni stav techniky

Protirakovinova lé€iva, kterd se pouZzivaji pro 1écbu nadort, se ve vétsiné prfipadi aplikuji
systémove a §ifi se celym télem pacienta. Vysoka systémova davka takového 1é¢iva, kterd

je nutna pro 1é¢bu rakoviny, je spojena s vedlejsimi u¢inky nepiijemnymi pro pacienta.

Ve snaze obejit tento problém, pouzivaly se rakovinové prodrogy, které museji byt
metabolizovany nebo aktivovany v téle piedtim neZ se stanou cytotoxickymi. Zel, lidské
nadory, které obsahuji pfislusné vysoké hladiny aktivujicich enzymi, jsou vzacné. Hlavnim
mistem pro aktivaci prodrog jsou jatra a, aby se zajistilo, Ze nador, ktery je na vzdileném
misté, dostane dostate¢nou davku aktivovaného léku, mnoZstvi aktivované prodrogy, ktera
je produkovana v jatrech, musi byt dosti velké, a to zase vede k toxickym vedlej$im

u¢inkdm pro pacienta.

Jednou strategii, kterou by bylo moZno tyto problémy vysoké systémové koncentrace
aktivovanych 1€kt obejit, by bylo poskytnout prostredky pro aktivaci prodrogy piimo v
misté nadoru nebo blizko mista nadoru. Tato strategie by vyzadovala, aby butiky nadoru,
nebo buriky v misté nadoru byly geneticky zménéné tak, aby produkovaly velkd mnozZstvi
enzymil, které jsou tfeba pro metabolizaci rakovinovych prodrog. Retroviralni vektory se
idedlné hodi pro stabilni dodavku genli do bunék, protoZe retrovirus je schopen integrovat
DNA formu svého genomu do genomu hostitelské buiiky, a tak vSechny dcefinné buiky

infikované buriky ponesou retrovirovy vektor nesouci terapeuticky gen. Dal§i vyhodou je,




e vétdina retrovir( infikuje pouze délici se buriky, a proto jsou idealnim nosiéem dodavky

genu pro buiiky nddoru.

Bylo jiz testovano mnoho cytotoxickych genil nesenych retrovirovymi vektory. Tyto geny
koduji enzymy, které mohou meénit substance, které jsou farmakodynamicky a
toxikologicky inertni i na Grovni vysokych davek, ale které je moZno zménit in vivo na

vysoce aktivni metabolity (Connors, T.A. (1995), Gene Therapy 2: 702-709).

V chemoterapii rakoviny se zjistilo, Ze vhodn€ navrZené prodrogy jsou ufinné pii 1€Cbé
zvitecich nadord s vysokymi hladinami aktivujiciho enzymu (Connors, T. a Whisson, M.
(1966) Nature 210: 866 867 a Cobb, L. a kol. (1969), Biochemical Pharmacology 18: 1519-
1527). Klinické vysledky vSak zklamaly, protoZe bylo zjisténo, Ze lidska rakovina, kterd
obsahuje piislu$né vysoké hladiny aktivujictho enzymu, je vzidcna (Connors, T. (1986),
Xenobiotica 16: 975-988). Virové fizena enzymatickd terapie prodrogou (VDEPT) a
obecn&j§i genové fizend enzymaticka terapie prodrogou (GDEPT) spolu souviseji v tom, Ze
jejich cilem je také zni€it buiiky nddoru pomoci pro nador specifickou aktivaci prodrogy. V
tomto pifpadg je viak -genetické zakodovani enzymu bud’ specificky zaméfeno na maligni

buiiky nebo je fizeno specifickym promotorem.

A% dosud se vétSina Usili zaméfeného na terapii prodrogou soustiedila na pouZivani
lidského viru herpes simplex virus thymidinkinazy (HSV-tk) jako suicidélniho genu. I kdyz
enzym HSV-tk v kombinaci s prodrogou ganciclovir (GCV) byl doporu€ovan jako dobry
systém pro GDEPT (Culver, K. a kol., (1992), Science 256: 1550-1552, Ram, Z. a kol,,
(1993), Cancer Research 53: 83-88 a Chen, S., Shine, H. a kol, (1994),
Proc.Natl.Acad.Sci.91: 30543057), existuje mnoho teoretickych t1vah, které by
naznadovaly, Ze to v Zadném piipadé neni ta nejlepsi kombinace. Zaprvé, je to specifickd
latka S-faze bez udinku na klidové buiiky. Je tomu tak proto, ze GCV monofosfat je
kratkodoby a musi byt pfitomen, kdyz buiky vstupuji do S-fize, aby mél toxicky efekt.
HSV-tk fosforyluje GCV na monofosfatovou formu (reakce, kterou nemohou uskute¢nit
savéi enzymy), kterd je poté fosforylovana bun€énymi enzymy na trifosfatovou formu a
zallenéna do DNA. Zadruhé, aktivni 1é¢ivo je trifosfat a neoCekavalo by se, Ze bude volné
difundovat tak, aby zplisobil pomocny efekt. Pomocny efekt viak byl pozorovén jak in

vitro, tak in vivo, i kdyZ se zd4, Ze je zapojena metabolickd spoluprice a ve druhém piipadé




muizZe byt néktery efekt nepi{my a zahrnovat imunitni komponent (Bi, W., Parysek, L. a
kol., (1993), Human Gene Therapy 4: 725-731, Vile, R. a Hart, 1. (1993), Cancer Research
53: 3860-3864 a Freeman, S., Abboud, C. a kol., (1993), Cancer Research 53: 5274-5283).
Jednou nevyhodou je, ze pomocny efekt zavisi na kontaktu burika-buiika. MiZe to byt
zplisobeno piitomnosti mezerového spojeni tvofeného intimnim kontaktem mezi

transdukovanou a okolnimi buiikami, coz umoziiuje prenos fosforylovaného gancicloviru.

Nedavno byly uvedeny zajimavé vysledky s buiikami, které byly transfikovany genem se
zakddovanym krysim cytochromem P450 formy 2B1, a pak 1éCeny cyklofosfamidem
(Chen,S., Shine, H. a kol., (1994), Proc.Natl.Acad.Sci.91: 3054-3057).

Cilem tohoto vyndlezu je poskytnout nové replikacné-defektivni retrovirové vektory
prenadejici gen se zakédovanym cytochromem P450 pod transkripciondlni kontrolou
specifického regulaéniho elementu nebo promotoru cilové buiiky nebo promotor
indukovatelnych rentgenovym zafenim, které mohou byt transfikovany do obalovych
bundénych linii s cilem produkovat rekombinantni retrovirové Castice uZiteCné pro

genovou terapii riznych druhd rakoviny.

Tento vynalez kromé jiného obsahuje toto, samostatné nebo v kombinaci:

Podstata vynalezu

Replikaéné-defektivni retrovirovy vektor pienasejici gen se zakédovanym cytochromem
P450 pod transkripcionalni kontrolou specifického regulaéniho elementu nebo promotoru

cilové buriky nebo promotoru indukovatelného rentgenovym zafenim.

Replikadné-defektivni retrovirovy vektor, jak je uveden vySe, kdy vektor zahrnuje oblast
5'LTR struktury U3-R-US; jednu nebo vice sekvenci zvolenych ze kédujicich nebo
nekodujicich sekvenci; a oblasti 3'LTR zahrnujici zcela nebo ¢4stené deletovanou oblast
U3, kde zminéna deletovand oblast U3 je nahrazena polyvazebni sekvenci obsahujici
specificky regulaéni element nebo promotor cilové butiky nebo promotor indukovatelny
rentgenovym zafenim, ndsledovany oblasti R a US, kterd je charakterizovana tim, Ze

alespori v jedné ze sekvenci kédovéani mé zakédovany cytochrom P450.




Replika¢né-defektivni retrovirovy vektor, jak je uveden vySe, ve kterém je specificky
regulaéni element nebo promotor cilové buriky zvolen z jednoho nebo vice elementi
skupiny, kterou tvoii WAP, MMTV, specifické regulacni elementy a promotory b-
laktoglobulinu a kaseinu, specifické regulacni elementy a promotory pankreatu véetnd
regulaCnich elementd a promotorli karbonatdehydratizy II a b-glukokindzy, specifické
regulacni elementy a promotory lymfocyt véetné imunoglobulinu a MMTV lymfocytické
specifické regulatni elementy a promotory a MMTV specifické regulacni elementy a
promotory propuijéujici responsivitu glukokortikoidnim hormonim nebo sméfujici expresi

do prsni Zlazy.

Replikaéné-defektivni retrovirovy vektor, jak je uveden vySe, ve kterém jsou uvedené
oblasti LTR zvoleny z alespoii jednoho elementu skupiny, kterou tvoifi LTR z MLV,
MMTV, MSV, SIV, HIV, HTLV, FIV, FeLV, BLV a MPMV.

Replikacné-defektivni retrovirovy vektor, jak je uveden vySe, ve kterém je uvedeny

retrovirovy vektor zaloZen na vektoru BAG nebo vektoru pLXSN.

Replikacné-defektivni retrovirovy vektor, jak je uveden vySe, ve kterém je uvedeny

retrovirovy vektor pfipraven pLX2B1, jak je popsano v ptikladu 1.

Replika¢né-defektivni retrovirovy vektor, jak je uveden vySe, ve kterém je uvedeny

retrovirovy vektor pfipraven pc3/2B1, jak je popsano v prikladu 2.

Replika¢né-defektivni retrovirovy vektor, jak je uveden vyse, ve kterém jsou retrovirové

sekvence zapojené do integrace retroviru pozménény nebo alespori ¢asteéné deletovany.

Replika¢né-defektivni retrovirovy vektor, jak je uveden vySe, ve kterém jsou uvedené

regulaéni elementy nebo promotory regulovatelné jednanim molekul.

Linie obalovych bun€k transfikovana replika¢né-defektivnim retrovirovym vektorem, jak je

uveden vySe; uvedend linie obalové buiikky obsahuje alespori jedno retrovirové nebo




rekombinantni retrovirové vytvorené zakédovani pro proteiny, které je tieba pro obaleni

uvedeného retrovirového vektoru.

Linie obalové buiriky, jak je uvedena vySe, kdy tato linie obalové buriky je pivodem z

hlodavce, psa, ko¢ky nebo lidska a je histokompatibilni s lidskou tkani.

Linie obalové buriky, jak je uvedena vySe, kdy tato linie obalové buriky je zvolena ze

skupiny, kterou tvofi psi-2, psi-Crypt, psi-AM, GP+E-86, PA317 a GP+envAM-12.

Rekombinantni retrovirova Castice vyprodukovand kultivaci linie obalové buriky, jak je
uvedena vySe, ve vhodnych podminkdch s nepovinné nasledujici izolaci produkované
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rekombinantni retrovirové ¢astice.

Farmaceutickd kompozice obsahujici rekombinantni retrovirovou &astici, jak je uvedena

vySe, nebo linii obalové buiiky, jak je uvedena vyse.

Linie obalové builky, jak je uvedena vySe, zapouzdiend v porézni membrang, kterd je
propustna pro rekombinantni retrovirové Eastice produkované uvedenou linii obalové

buriky.

Linie obalové builky, jak je uvedena vySe, zapouzdfena v komplexu, ktery tvoil sulfat

celuldzy a polydimethyldiallylamonium.

Zpisob ablace bun€k nadoru, ktery spo€ivd v podavani subjektu, ktery to potfebuje,
terapeuticky Ucinného mnoZstvi rekombinantni retrovirové &astice, jak je uvedeno vyse,
linie obalové buiiky, jak je uvedena vySe, nebo zapouzdfenou linii obalové buiiky, jak je
uvedeno vyse a bud’ soucasné nebo s ¢asovym odstupem, rakovinovou prodrogu, kterou je

moZno aktivovat cytochromem P450.

Zpusob, jak je uveden vySe, kdy buiky naddoru jsou butikami nadoru prsu nebo

pankreatického nadoru.




Zpusob, jak je uveden vySe, kde rekombinantni retrovirova éstice, linie obalové buriky
nebo zapouzdiend linie obalové buriky je poddvana injekci nebo implantaci do nddoru nebo

mista nadoru.

Pouziti rekombinantni retrovirové éstice, jak je uvedeno vyse, linie obalové buriky, jak je
uvedeno vyse, nebo zapouzdiené linie obalové buiiky, jak je uvedeno vyse, pro piipravu

farmaceutické kompozice uzite¢né pro ablaci bunék nadoru.

Retrovirovy provirus integrovany v lidském genomu, nesoucim gen s cytochromem P450
pod transkripcionalni kontrolou specifického regula¢niho elementu nebo promotoru cilové

buriky nebo promotoru indukovatelného rentgenovym zarenim;

a lidskd burika obsahujici gen s cytochromem P450 pod transkripciondlni kontrolou
specifického regulatniho elementu nebo promotoru cilové buiikky nebo promotoru

indukovatelného rentgenovym zafenim.

Cytochromy P450 tvofi §irokou skupinu monooxygenaz, které katalyzuji oxidaci $irokého
mnoZzstvi substrati. Produkuji je nékteré bakterie, kvasinky a vys$§i organizmy tam, kde
hraji Glohu pii detoxikaci xenobiotik, v bioaktivacnich reakcich a metabolismu rdznych

endogennich sloucenin.

Cytochrom P450 katalyzuje hydroxylaci b&Zné uZivanych rakovinovych prodrog
cyklofosfamidu (CPA) a ifosfamidu na jejich aktivni toxické formy. Normalné je exprese
endogenniho genu pacienta s cytochromem P450 omezena na jatra, a protitumorové G¢inky
systemicky aplikovanych CPA zaviseji na nasledné systemické distribuci toxickych
metabolitli drog z jater. To vedlo k problémim s toxicitou, protoZze aktivovani droga
ovliviiuje nejen tumor, ale rovnéz ovliviiyje jiné normalni tkdné pacienta, jako kostni dieri

a ledviny.

Terapeuticky pfistup, kde se gen s cytochromem P450 selektivné zavadi p¥imo do bungk
nadoru a je v téchto burkéch piili§ exprimovany, by tento problém obeSel. Toxické
metabolity produkované z transdukovanych bunék nadoru ovliviiuji okolni

netransdukované buriky nddoru zplisobem zavisejicim na gradientu koncentrace. Dalsi




vyhodou systému cytochrom P-450/CPA je nedostatek zavislosti na replikaci buriky pro
cytotoxické ucinky na okolni buiiky. Je tomu tak proto, Ze jeden z generovanych aktivnich
metaboliti plsobi mezi-fetézcové kiizové vazby bez ohledu na fazi bunétného cyklu.
Pozdéji, béhem syntézy DNA, je disledkem téchto mezi-fetézcovych kiizovych vazeb

odumieni buriky.

Retroviralni vektory jsou nejastéji pouzivané nosice transferu gent pro klinické pokusy,
které byly dosud provedeny. VétSina z téchto pokust vSak pouzila piistup ex vivo, kde byly

buriky pacienta izolovany, modifikovany v kultuie, a pak pacientovi znovu zavedeny.

Pro 1é¢bu rakoviny by bylo proveditelné izolovat butiky pacienta (bud’ tumorové buriky
nebo normdlni buiiky), infikovat je in vitro rekombinantni retrovirovou ¢astici nesouci gen
se zakédovanym cytochromem P450, a pak je vratit do pacienta v blizkosti tumoru. Tento
pfistup je vSak neobyCejn€ niroény na intenzivni praci, protoZe kazdi z pacientovych
bunék se musi izolovat, kultivovat, transdukovat genovou konstrukci a ispé$né vratit bez
infekce ndhodnymi Cinidly. Néklady a Cas, které jsou tfeba pii takovém pfistupu, omezuji

jeho praktickou uZite¢nost.

Alternativné by bylo moZno pouzit alogenicky piistup, kde jeden druh bunék je infikovan
rekombinantni retrovirovou ¢astici nesouci geneticky zakédovany P450 a pak jej pouZit pro
lé¢bu mnoha riznych pacientli. Takovy piistup je mnohem proveditelngjsi, za pfedpokladu,
ze bude moZno piekonat problémy imunitniho odmitnuti. Vét§ina naddort véak neni vhodn4

pro genovou terapii ex vivo.

Idealné by geneticky zakddovany cytochrom P450 mél byt zaveden in vivo do bungk

nadoru nebo do bunék v blizkosti nadoru.

Dodani gendl in vivo piina$i mnoZstvi novych problémi. Zaprvé a pfedev§im je tieba se

zabyvat ivahami o bezpeénosti.

Hlavni otdzkou pfi eventudlni genové terapii in vivo z hlediska bezpelnosti i z ist&
praktického hlediska je zacileni exprese. Je jasné, Ze terapeutické geny nesené vektory by

nemély byt exprimovény bez rozliSeni do vSech tkani a bunék, ale spiSe jen do potiebné
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cilové butiky. Toto je zviaste dilezité, kdyZ geny, které maji byt pieneseny, jsou takové
geny aktivujici prodrogu, které jsou uréeny pro ablaci specifickych bunék nadoru. At pii

ablaci &i jinak, necilové butiky by byly ziejmé velice nezadouci.

Zakladni ndhodnd integrace provirové formy retrovirového genomu do genomu
infikovanych bunék predstavuje zavazny eticky problém, protoZe takova ndhodna integrace
muze vést k aktivaci protoonkogend, a tak vést k vyvoji nové rakoviny. VétSina
vyzkumnych pracovnik@ by s mizivé malou pravdépodobnosti souhlasila, Ze replikacné
defektivni retrovirus, jako jsou vSechny, které se b&zné pouzivaji, bude integrovan do nebo
blizko bun&&ného genu zapojeného v kontrole bunétné proliferace. Obecné se viak také
piedpoklada, Ze explozivni expanze populace replikace schopnych retroviri z jediného
infek&niho piipadu nakonec zajisti dost integradnich piipadd, aby se takova fenotypicka

integrace stala velice realnou moznosti.

Systémy retrovirovych vektorl jsou optimalizovény tak, aby minimalizovaly moZnost
piftomnosti replikace schopného viru. Je vSak dobfe zdokumentovano, Ze rekombinacni
piipady mezi komponenty systému retrovirovych vektord mizZe vést k tvorbé potencialné
patogenni replikace schopného viru a bylo vytvofeno mnoho generaci vektorovych
systémii, aby se minimalizovalo toto riziko rekombinace (Salmons, B. a Giinzburg, W.H.

(1993), Human Gene Therapy 4(2): 129-41.

Systémy retrovirovych vektort tvoii dva komponenty:

1) Retrovirovy vektor samotny je modifikovany retrovirus (vektor plasmid), ve kterém je
genové zakodovani pro virové proteiny nahrazeno terapeutickymi geny. Protoze nahrada
genového zakédovani pro virové proteiny G¢inné mrzadi virus, musi byt zachranén druhym
komponentem v systému, ktery zaji§tuje chybéjici virové proteiny pro modifikovany

retrovirus.

Druhym komponentem je:

2) Linie buiiky, kterd produkuje velkd mmnozstvi virovych proteind, avSak chybi ji

schopnost produkovat replikace schopny virus. Tato linie buiiky je zndma jako linie




obalové buriky a tvofi ji linie butiky transfikovani jednim nebo vice plazmidy nesoucimi

geny, které umoziuji zapouzdieni modifikovaného retrovirového vektoru.

Pro generovani rekombinantni retrovirové Castice je retrovirovy vektor transfikovdn do
linie obalové builky. Za téchto podminek je modifikovany retrovirovy genom véetng
vsunutého terapeutického genu transkribovadn z retrovirového vektoru a zapouzdien do
modifikovanych retrovirovych ¢astic. Tyto rekombinantni retrovirové ¢astice se pak pouZiji
na infikovani naddorovych bunék, béhem &ehoZz vektorovy genom a jakykoliv cytotoxicky
gen jsou integrovany do DNA cilové buiiky. Builka infikovana takovou rekombinantni
virovou &astici nemlize vyprodukovat novy vektorovy virus, protoZze v téchto buiitkdch
nejsou piftomny Zadné virové proteiny ale DNA vektoru nesouciho terapeutikum je

integrovana do DNA buriky a nyni mtize byt exprimovéana v infikované buiice.

Jiz dfive bylo popsano mnoho systému retrovirového vektoru, které by mély umoznit cileni
prenasenych cytotoxickych gent (Salmons,B. a Giinzburg, W.H. (1993), Human Gene
Therapy 4(2): 129-41). VétSina z té€chto piistupil zahrnuje bud’ omezeni infekéniho piipadu
na piedem definované typy bun€k nebo pouziti heterolognich promotorti pro nasmé&rovani
exprese spojenych heterolognich terapeutickych gent do specifickych typti nadorovych
bun€k. Pouzivaji se takové heterologni promotory, které by mély fidit expresi spojenych
gend pouze do téch typl bungk, ve kterych je tento promotor normalné aktivni anebo
dodate¢né kontrolovatelny. Tyto promotory byly diive vsunuty spolu s terapeutickym

genem do téla retrovirovych vektorti, na misto gent gag, pol nebo env.

Retrovirova dlouh4 koncovd perioda (LTR), kterd lemuje tyto geny, nese retrovirovy
promotor, ktery je obecné nespecificky v tom smyslu, Ze miZe pohanét expresi v mnoha
riznych typech bun€k (Majors, J. (1990). v "Retroviruses - Strategies of replication
(Swanstrom, R. a Vogt, P.K., Eds.): Springer-Verlag, Berlin: 49-92). Byla popsina
interference promotort mezi LTR promotorem a heterolognimi internimi promotory, jako
jsou specifické promotory tkdné popsané vySe. Kromé toho je znamo, Ze retrovirové LTR
obsahuji silné posilovace, které mohou nezédvisle nebo ve spojeni s retrovirovym
promotorem ovlivnit expresi bunéénych gentl blizko mista integrace retroviru. Ukézalo se,
ze tento mechanismus pfispiva k tumorigenicité u zvifat (van Lohuizen, M. a Berns, A.

(1990), Biochim.Biophys.Acta 1032: 213-235). Tato dvé pozorovani podpofila vyvoj
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autoinaktivujicich vektori (SIN), ve kterych jsou retrovirové promotory funkén
inaktivovany v cilové butice (WO 94/29437). Mezi dalsi modifikace t&chto vektort patfi
vsunuti kazet s promotorovym genem do oblasti LTR pro vytvoteni dvojitych kopii vektord
(WO 89/11539). V obou téchto vektorech viak jsou heterologni promotory vsunuté do t&la

vektoru nebo do oblasti LTR pfimo spojeny s terapeutickym genem.

Vyse popsany SIN vektor, ktery nese deletovany 3'LTR (WO 94/29437), vyuZiva kromg
toho heterologni promotor jako promotoru Cytomegalovirus (CMV), misto retrovirového
promotoru S'LTR (U3-volny 5'LTR) pro pohon exprese konstrukce vektoru v linii obalové
buiiky. Ve 3'LTR je také zahrnut heterologni polyadenylaéni signdl (WO 94/29437).

Cilem tohoto vynélezu je stavba bezpetného retrovirového vektoru, ktery obsahuje gen s
cytochromem P450 jako terapeuticky princip. Tento novy vektor nese heterologni
konstitutivni, indukovatelny nebo pro tkaii specificky promotor anebo reguladni element ve
3'LTR, ktery se po infekci zdvoji a je translokovan do 5'LTR v cilové burice. V infikované
burice tak zavedeny promotor kontroluje expresi genu s cytochromem P450, ktery je vsunut
do t&la vektoru. Tento vektor neprochdzi autoinaktivaci - ale misto toho je zména
promotoru, kdy vznika nazev ProCon vektor pro konverzni vektory promotoru. Principy a

vyhody systému ProCon jsou podrobnéji popsany ve WO 9607748.

ProtoZe vysledkem konverze promotoru neni autoinaktivace, retrovirovy vektor bude
transkripciondlné aktivni v cilové buiice. Kromé& toho oba LTR se budou z véts{ &asti
skladat ze sekvenci heterologni promotor/posilovaé v cilové butice. To sni¥i
pravdépodobnost toho, aby integrovany vektor v cilové buiice byl vystaven stejné
inaktivaci po dlouha obdobi, jak bylo popséno u konvenénich vektort (Xu, L., Yee, JK. a
kol., (1989), Virology 171: 331-341) a rovn&z snizi moZnost rekombinace s endogennimi
retrovirovymi sekvencemi a vznik potencialng patogenniho replikace schopného viru, a tak

zvySsi bezpe€nost systému.

Podle vynalezu neni 5'LTR konstrukce retrovirového vektoru modifikovéna a exprese
virového vektoru v obalovych butikich je pohédnéna normalnim retrovirovym promotorem
U3. Normélni retrovirova polyadenylace je povolena a ve 3'LTR nejsou obsaZeny 4dné

heterologni polyadenylaéni signily. To je dileZité pro rozvoj strategii genové terapie in
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vivo, protoZze normalni fyziologicka regulace viru prostfednictvim normaélntho virového
promotoru, a zahrnujici eventualné také normalni virovou kontrolu polyadenylace, bude po
dlouhd obdobi pievazovat in vivo, zatimco obalové buriky budou produkovat

rekombinantni virus.

Pro dosaZeni pfedchazejicitho a dalSich cili vynalez poskytuje retrovirovy vektor, ktery
prochazi konverzi promotoru zahrnujici region S'LTR struktury U3-R-US5; jednu nebo vice
kédovacich sekvenci zvolenych ze skupiny gent znamych jako geny s cytochromem P450;
a oblast 3'LTR obsahujici zcela nebo castecné deletovanou oblast U3, kde uvedena
deletovand oblast U3 je nahrazena heterolognim promotorem, ndsledovanym R a U35

oblasti.

Uvedeny promotor miize byt konstitutivni jako Cytomegalovirus (CMV), pfimy prvotni
promotor/posilova¢, indukovatelny jako glukokortikoidni hormony (napf. promotor

MMTV) nebo specifické pro cilovou butiku.

Specifické regulaéni elementy a promotory pro cilovou buriku jsou voleny z jednoho nebo
vice elementli jakéhokoliv genu, ale v této konkrétni formé mohou byt z promotort, které
zahrnuji regulaéni elementy a promotory karbonétdehydratazy II a beta-glukokindzy,
regulacni elementy a promotory specifické pro lymfocyty véetné regulaénich elementd a
promotorli karbonatdehydratidzy II a (-glukokindzy, reguladni elementy a promotory
specifické pro lymfocyty z acidickych proteinil syrovatky (WAP), mysi virus nddoru prsu
(MMTV), regulaini elementy a promotory specifické pro B-laktoglobulin a kasein,
regulacni elementy a promotory specifické pro pankreas véetné lymfocytickych regulaénich
elementl a promotord specifickych pro imunoglobulin a MMTV a promotory a regulaéni
elementy specifické pro MMTV a promotory pfenasejici responsivitu na glukokortikoidni
hormony ¢i smérujici expresi do prsni zlazy. Mezi jiné promotory patii napiiklad CD4,
CD34 a promotory IL2. Uvedené regula¢ni elementy a promotory reguluji nejlépe expresi

uvedeného retrovirového vektoru.

Zda se, ze oblast promotoru WAP, ktery je nutny pro zprostiedkovani specifiénosti prsni
zlazy, je restrikéni fragment 320 bp Xhol/Xbal (-413 az -93) (Kolb, A.F., Giinzburg, W.H.,
Albang, R., Brem, G., Erfle, V., a Salmons, B. (1995), Biochem. Biophys. Res. Commun.
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217, 1045-1052). Uréité experimenty kromé toho naznaduji, Ze fragment promotoru 0.6 Kb
Pstl MMTV (Salmons,B., Groner, B., Calberg Baca, C.M., a Ponta, H. (1985), Virology
144: 101-114) mtze hrat ulohu pfi regulaci specifi¢nosti exprese prsni Zlazy vykazovanou
MMTV (Kolb, A.F., Glinzburg, W.H., Albang, R., Brem, G., Erfle, V., a Salmons, B.
(1995), Biochem. Biophys. Res. Commun. 217, 1045-1052).

Oblasti LTR se voli alespoil z jednoho elementu skupiny, kterou tvofi LTR viru mysi
leukémie (MLV), mysi virus nddoru prsu (MMTV), mysi virus sarkomu (MSV), opi¢i
virus imunodeficience (SIV), lidsky virus imunodeficience (HIV), lidsky virus leukémie T-
buiiky (HTLV), koci¢i virus imunodeficience (FIV), ko¢iéi virus leukémie (FELV), hov&zi

virus leukémie (BLV) a virus opice Mason-Pfizer (MPMV).

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

Ko6dovana sekvence terapeutického genu miize byt gen s cytochromem P450, ale s vyhodou
je to krysi cytochrom P450 forma 2B1, kterou definovali Fuji-Kuriyama, Y., Mizukami, Y.,
a kol., (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 2793-2797.

V dalsi konkrétni formé vynalezu je zajiSt€n systém retrovirového vektoru, ktery tvoii
retrovirovy vektor, jak byl popsan vyse, jako prvni komponent a linie obalové buriky
obsahujici alespoii jednu retrovirovou nebo rekombinantné retrovirovou zakdédovanou

konstrukci pro proteiny, ktera je nutna pro zapouzdieni uvedeného retrovirového vektoru.

Linie obalové buiiky je s vyhodou zvolena z elementu skupiny, kterou tvofi W-2, W-Crypt,
Y-AM, GP+E-86, PA317 a GP+tenvAM-12, nebo kterdkoliv z téchto konstrukci
supertransfikovand rekombinantem, coZ umoZiluje expresi povrchovych proteind z jinych

zapouzdienych virt.

Vynalez rovnéZ zahrnuje mRNA vyplyvajici z retrovirového vektoru podle vynalezu.
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V linii obalové buiiky je exprese retrovirového vektoru regulovdna normélnim
neselektivnim retrovirovym promotorem obsaZenym v oblasti U3. Jakmile vsak vektor
vstoupi do cilové burky, dojde ke konverzi promotoru a gen P450 je exprimovan z
vybérového promotoru specifického pro tkan nebo indukovatelného, vsunutého do vektoru
ProCon. Nejen Ze jakykoliv promotor specificky pro tkéfi je mozno do systému zahrnout,
¢imZ umozZiiuje selektivni zacileni Sirokého mnoZstvi riznych typl bunék, ale kromé toho
po konverzi jiz struktura a vlastnosti retrovirového vektoru nepiipominaji strukturu a

vlastnosti viru. To mé samoziejme neoby¢ejné vyznamné disledky z hlediska bezpe&nosti.

Tyto vektorové systémy budou pouZity pro generovani rekombinanntniho viru, ktery je

mozno pouZit pro infikovani nadorovych nebo normalnich buné&k in vitro nebo in vivo.

Rekombinantni retroviry, které byly purifikovany nebo koncentrovany, je moZno uchovat
piiddnim nejdiive dostate¢ného mnozstvi formulaéniho pufru do média obsahujiciho
rekombinantni retrovirus, aby se vytvofila vodna suspenze. Formulatni pufr je vodny
roztok, ktery obsahuje sacharid, strukturalni aditivum s vysokou molekulovou hmotnosti a
pufrovaci komponentu ve vodé. Vodny roztok miiZe také obsahovat jednu nebo vice

aminokyselin.

Rekombinantni retrovirus je také moZzno uchovat v purifikované formé. Konkrétn&ji, pred
pfiddanim formulaéniho pufru miZe byt vySe popsany surovy rekombinantni retrovirus
vyCiStén pies filtr, a poté se zkoncentruje, jako systémem koncentrace s pfi¢nym tokem
(Filtron Technology Corp., Nortborough, MA). V ramci jedné konkrétni formy se piida
DNéza do koncentratu, aby byla digerovdna exogenni DNA. Vyluh se pak diafiltruje, aby
se odstranily nadbytecné komponenty média a vytvoiil se rekombinantni retrovirus ve
vhodnéj§im pufrovaném roztoku. Diafiltrat se pak vede pies gelovou kolonu Sephadex S-
500 a vymyvd se purifikovany rekombinantni retrovirus. K tomuto eludtu se prida
dostatené mnozstvi formulaéniho pufru, aby bylo dosaZeno pozadované finalni
koncentrace konstituentii a aby se rekombinantni retrovirus minimalné zfedil a vodna
suspenze se pak skladuje, nejlépe pti —70°C nebo okamZit& vysuSena. Jak bylo uvedeno
vyse, formulacni pufr je vodny roztok, ktery obsahuje sacharid, strukturalni aditivum s
vysokou molekuldrni hmotnosti a pufrovaci komponentu ve vodé. Tento vodny roztok

muize také obsahovat jednu nebo vice aminokyselin.
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Surovy rekombinantni retrovirus je také moZno purifikovat chromatografii v ionexové
kolong&. Obecné se surovy rekombinantni retrovirus Cisti pies filtr a filtrdt se zaloZi do
kolony, kterd obsahuje vysoce sulfonovanou celulézovou matrici. Rekombinantni
retrovirus se vymyva z kolony v purifikované formé pfi pouziti vysoce solného pufru.
Vysoce solny pufr se pak nahradi vhodné&j$im pufrem tak, Ze eluit se vede pies kolonu
molekularniho vyluovani. Poté se piida dostate¢né mnozstvi formulaéniho pufru, jak je
uvedeno vySe, do purifikovaného rekombinantniho retroviru, a pak se vodna suspenze bud’

okam?zité vysusi nebo skladuje, nejlépe pii —70°C.

Vodnou suspenzi v surové nebo purifikované formé je mozno vysusit lyofilizaci nebo
odpafovanim pii teploté mistnosti. Konkrétné, lyofilizace zahrnuje kroky ochlazeni vodné
suspenze pod teplotu skelného prechodu nebo pod teplotu eutektického bodu vodné
suspenze a odstranéni vody z ochlazené suspenze sublimaci, takZe se vytvofi lyofilizovany
retrovirus. KdyZ je rekombinantni retrovirus lyofilizovan, je stabilni a miize byt skladovan

pfi teploté 20°C az 25°C, jak je podrobné&ji uvedeno dale.

Pii metodé¢ odpafovani se voda odstrani z vodné suspenze pii teploté mistnosti

odpafovanim. Vodu je také mozZno odstranit rozprasovacim susenim.

Vodné roztoky, které se pouzivaji pro formulaci, jak bylo popsano vyse, se skladaji ze
sacharidu, strukturdlniho aditiva s vysokou molekulovou hmotnosti, pufrovaciho
komponentu a vody. Roztok miize také obsahovat jednu nebo vice aminokyselin.
Kombinace téchto komponenti funguje tak, aby zachovala aktivitu rekombinantniho

retroviru pfi zmrazeni a lyofilizaci nebo suseni pomoci odpafovani.

Strukturdlni aditivum s vysokou molekulovou hmotnosti pomaha zabranit agregaci viru
b&hem zmrazovani a zajist'uje strukturalni podporu v lyofilizovaném nebo suSeném stavu.
V kontextu tohoto vynalezu se pokladaji strukturdlni aditiva za strukturdlni aditiva "s
vysokou molekulovou hmotnosti”, jestlize jsou vét§i, nez 5000 m.h. Nejlepsim
strukturdlnim aditivem s vysokou molekuldrni hmotnosti je lidsky sérovy albumin.
Aminokyseliny, jestlize jsou pfitomny, funguji tak, aby dale zachovaly infektivitu viru pii

ochlazeni a rozmrazovani vodné suspenze. Kromé toho funguji aminokyseliny tak, aby se
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dale zachovala infektivita viru béhem sublimace ochlazené vodné suspenze a kdyZ je v

lyofilizovaném stavu.

Pufrovaci komponent funguje tak, aby pufroval roztok tim, Ze zachova relativng konstatni
pH. Je moZno pouZit rizné pufry v zavislosti na poZadovaném rozsahu pH, nejlépe mezi

7.0a7.8.

Vodné roztoky pro vytvoreni rekombinantnich retroviri jsou podrobn& popsany ve WO-

A2-96121014.

Kromé toho, je lepsi, aby vodny roztok obsahoval neutrélni siil, kterd se pouZivéa na upravu
findlné vytvofeného rekombinantniho retroviru na piislusnou izoosmotickou koncentraci

soli,

Lyofilizované nebo dehydrované retroviry je mozno rekonstituovat za pouZiti riznych
substanci, ale nejlépe se rekonstituuji pii pouziti vody. V urgitych piipadech je mozno také
pouzit ztedéné slané roztoky, které dovedou findlni formulaci k izotonicitd. Kromg toho,
miize byt vyhodné pouZit vodné roztoky obsahujici komponenty, o kterych je zndmo, e
podporuji aktivity rekonstituovaného retroviru. Mezi takové komponenty patii cytokinazy,
jako IL-2, polykationty, jako protaminsulfat nebo jiné komponenty, které podporuji
transdukéni UCinnost rekonstituovaného retroviru. Lyofilizovany nebo dehydrovany
rekombinantni retrovirus miize byt rekonstituovéan jakymkoliv vhodnym mnoZstvim vody
nebo rekonstituCnich Cinidel, kterd umoZiluji podstatnou a rad&ji tiplnou solubilizaci

lyofilizovaného nebo dehydrovaného vzorku.

Rekombinantni retrovirové ¢astice mohou byt poddvany do Sirokého mnoZstvi mist, vietng
napiiklad takovych mist, jako je organ nebo misto nédoru. V jinych konkrétnich formach
miZze byt rekombinantni retrovirus podavan ordlng, intravendézng, bukalng/sublingvalng,
intraperitonealn€ nebo podkozné. Denni dédvkovéani zavisi na pfesném zpiisobu podavani,
formé, v niZ se podava, indikaci, proti které je podavani zaméfeno, daném subjektu a

télesné vaze daného subjektu, a dale na preferenci a zkusenostech povéfeného 1ékafe.
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Zpisoby podavani zde popsané je moZzno uskuteénit prosté pfimym podénim za pouZiti
jehly, katetru nebo souvisejiciho zafizeni. Konkrétng, u uréitych konkrétnich forem

vynéalezu, je moZno pfimo podat jednu nebo vice davek.

V jedné konkrétni formé vynélezu budou obalové buriky uzavieny v pouzdrech. Pro
u¢innou 1é¢bu museji buiiky produkujici virus piezit dlouha obdobi v cilovém organu po
implantaci a virus musi byt b&hem téchto obdobi produkovan a uvoltiovan z obalovych
bunék. Tim by svym t¢inkem obalové buiiky, které produkuji virus, pfedstavovaly malou
tovarnu na vyrobu viru, umisténou na misté aplikace. To umozni uéinnou dodavku
rekombinantniho viru in vivo. Jinak infikované normélni buriky, lidského pivodu nebo
buriky plivodem z jinych druhli, budou zapouzdieny a implantovany, a tak vytvoii malou

tovarnu na konverzi prodrogy, kterou je mozno umistnit blizko nebo do hmoty nadoru.

Dlouhodoba u¢innost tohoto pfistupu zavisi na (1) ochrané bun&k z hostitelského
imunitniho systému, ktery by normalné eliminoval buiiky produkujici virus nebo
infikované butiky, zv1asté jestlize tyto builky jsou z riznych druhd, jak tomu obvykle je v
piipadé bun€k produkujicich retrovirovy vektor a na (2) pfeZiti bunék in situ po dlouhd

obdobi, coZ miize vyzadovat vaskularizaci.

Bylo zjisténo, Ze neustalé produkce vektorového viru z implantovanych obalovych bungk
je mozno dosahnout pfisluSnym zapouzdienim obalovych bun&k produkujicich virus pied
implantaci, v mikrokapslich s polopropustnymi membranami. Kromé toho bylo zjisténo, Ze
takova pouzdra se v hostiteli dobfe naroubuji, dojde u nich k vaskularizaci a nevyvoldvaji
imunitni nebo zanétlivou reakci hostitele. Tato zjiSténi, spolu s polopropustnosti membrany

pouzder, umoziiuje dlouhodobou dodavku retroviralniho vektoru in vivo.

Byla vyvinuta technologie zapouzdfeni zajistujici zapouzdieni obalovych bungk
produkujicich virus a bunék infikovanych virem nebo normalnich bunék v materidlu na
zéklad® celulézy. PHi pouziti této techniky se zapouzdii a 10'°, ale spise 10°-107 bungk v
komplexu elektrolytu (napi. z algindtu a polylyzinu nebo radgji sulfatu celulézy a
polydimethyl-diallylamonium chloridu) nebo v jinych péréznich strukturdch (jako
polyamidy, polysulfony). Vysledna pouzdra mohou mit rizny primér mezi 0,01 a 5 mm,

ale s vyhodou 0,1 a 1 mm. Je tedy moZno vyrobit pouzdra, kterd budou obsahovat rizné
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mnozstvi bundk. Pouzdro je polopropustné s pory, které jsou dostateén velké, aby
umoziiovaly virlim nebo molekuldm prodrog prostupovat, ale dostateéné malé, aby chranily
buiiky imunitniho systému pied pfistupovanim bun€k, ¢imZ? vyznamné sniZuje imunitni
reakci na tyto builky. Pouzdra a zapouzdiené buriky se kultivuji v kulturnim médiu
normélni burky (jeho povaha zavisi na linii zapouzdfené burky) pfi standardnich

podminkach vlhkosti, teploty a koncentrace CO,.

Po vhodné dobé v kultuie (norméln€ ne méné nez 1 hodinu a ne vice neZ 30 dni), miiZze byt
builka obsahujici pouzdra chirurgicky implantovand do rtiznych oblasti bud’ pfimo nebo

injekci za pouziti injek¢ni stiikacky.

V rizné dob&€ po implantaci zapouzdienych buné€k miize byt hostitel 1é¢en
cyklofosfamidem nebo ifosfamidem lokaln€é nebo systemicky. Buriky infikované virem
exprimujicim cytochrom P450 zméni tyto prodrogy na aktivni metabolity, které ptlisobi
alkylaci a pfi¢nou vazbu DNA. RovnéZz builky nesouci a exprimujici gen s cytochromem
P450 (jako zapouzdiené infikované buiiky nebo zapouzdiené obalové buriky) budou také
katalyzatorem této konverze. V jedné konkrétni formé tohoto vynalezu tyto zapouzdiené
infikované nebo obalové buiiky budou bud’ pomalu se dglici buiiky nebo buiiky, které byly
ofetfeny mitomycinem C, nizkymi ddvkami zafeni nebo jinymi prostiedky, které zabrani
replikaci bun€k, a tak zabrani tomu, aby buriky samy byly ovlivnény cytotoxickymi Gcinky
prodrog.

Nasledujici piiklady budou tento vynalez dale ilustrovat. Tyto piiklady vSak v Zidném

pfipadé nejsou minény tak, aby omezovaly rozsah tohoto vyndlezu, protoZe zfejmé

modifikace budou patrné pro kohokoliv, kdo je zb&hly v této technice.

Ptiklad 1

Tento ptiklad popisuje stavbu retrovirového vektoru exprese pro intratumoralni infekci,

ktery obsahuje gen pro krysi cytochrom P450 2B1.

Vektor exprese pLX2B1, znizomény na obrazku 1, byl konstruovan podvazinim

fragmentd ziskanych z plazmidu pLX125 a pSW1 (Kedzie, K.M., Escobar, G.Y., Grimm,
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S.W., He, Y.A,, Pepperl, D.J., Regan, J.W., Stevens, J.C., a Halpert, JR. (1991), J. Biol.
Chem. 266(33): 2215-2). pLX125 byl pfipraven, jak je popsino v PCT/EP96/ 04447).

Plazmid pLX125 byl linearizovéan s Hpal a vysledné tupé konce defosforylovany pfi pouZiti
teleci stfevni fosfatdzy. DNA byla purifikovana separaci na 1% gelové agarose, excize a
pfiprava pouzivala protokol Qiaquick (Qiagen). Po precipitaci ethanolem byla DNA znovu

suspendovéna ve vode¢.

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

ve vodé.

7,6 fMol pLX125 a 24 fMol fragmentu Smal/HindIl z pSW1 byly smichany a podvazany 3
dny pii 12°C za pouziti T4-ligdzy (Boehringer). Ligéza byla inaktivovéana pfi 65°C po dobu
10 min. a DNA precipitovana 10 ndsobnym objemem butanolu. Precipitovand DNA byla
znovu suspendovéana ve vod€ a elektroforovana do bakterie DH10B (Gibco). Byly vybrany
kolonie resistantni na ampicilin, pfipravena DNA a zkuSebné §t&pena se SspBI/Sall,

BamHI/SspBI, Pvul a BamHI. Kone¢ny spravny plasmid byl oznaden pLX2B1 (viz Obr.1).

Lipofekce

Jeden den pred lipofekei bylo nasazeno 3x10° retrovirovych obalovych bunék PA317
(Miller, A.D. a Buttimore, C. (1986), Mol. Cell. Biol. 6: 2895-2902) do 10 cm petriho nebo
kultiva¢nich misek. V den infekce byly 4 pg pLX2B1 smichany se 300ul média bez séra.
SoubéZné bylo 45ul Lipofectaminu (Gibco BRL) smichano se 300ul média bez séra.
Roztok obsahujici plasmid byl pfidan ke smési Lipofectaminu a inkubovan po dobu 45
min. Po 35 min. byly builky jednou promyty 6 ml média bez séra. 2,4 média bez séra bylo
pfidano ke smési lipofekce a vysledny 1 ml byl vloZen na pfipravené buiiky. Po 5 hodinach
byly pfidany 3,5 ml Dulbeccova modifikovaného Eagles média s obsahem 20% FCS.
Ptistiho dne byly buiiky vystaveny trypsinu a rozfedény v poméru 1:20 a nasazeny na




100 mm misku. Po 24 hodindch byla média nahrazena médiem obsahujicim analog
neomycinu G418. Populace bunék byly izolovany a analyzovéany pro expresi cytochromu

P450.

Supernatant z téchto populaci bun€k byl pouZit pro infikovani cilovych bungk CK. 1 ml
supernatantu obsahujiciho virus z 5x10° bun&k byl prefiltrovan pfes filtr 0,45um a p¥idin
do 1x10° cilovych CK bungk za pfitomnosti 8pg/ml polybrenu. Po 4 hodinach byl pfidan
ml Dulbecco modifikovaného Eagles média s 10% fetalniho teleciho séra. P¥isti den byly
buriky vystaveny trypsinu, zfedény a o 24 hodin pozd&ji vlozeny do selekéniho média
obsahujiciho dalSich 400ug/ml G418. Po 2 tydnech byly izolovany kolonie resistentni na
G418 a testovany na aktivitu cytochromu P450. 2x10* bunék bylo rozprostieno na 3 cm
misku a vystaveno koncentraci ifosfamidu méniciho se mezi 0 a 5 mM. Byla pozorovéana
vys$i senzitivita bun€k infikovanych retrovirem s cytochromem P450 2B1 ve srovnani s

kontrolnimi, neinfikovanymi buiikami.
Zapouzdreni

Ziskané obalové buriky produkujici retrovirovy vektor jsou zapouzdteny, jak je popsano v

piikladu 2 ve WO 97/01357.
Implantace

Ziskana pouzdra jsou zavedena chirurgickym zikrokem "kli¢ovou dirkou" blizko nebo do
transplantovanych nebo sponténnich nédorit BALB/c nebo GR mysi. Asi Sest pouzder o
priméru 1 mm je vioZeno na kazdém misté operace. Misto po chirurgickém zakroku je
uzavieno 1 suturou. Mysi jsou pak lé¢eny cyklofosfamidem nebo ifosfamidem lokalng,
piimou intratumoralni injekci 100ul 20mg/ml nebo systemickymi koncentracemi 130 mg
CPA/kg t€lesné vahy ip. a 40-60 mg IFO/kg télesné véahy i.p. po dobu maximalng 10
tydni. Béhem této doby se denné monitoruje velikost nadoru a makroskopicky vzhled.
Mysi jsou pak obétovany, tkéfi obsahujici vsunuta pouzdra a tumor vyjmuta, a pfipraveny
histologické fezy pro svételnou a elektronovou mikroskopii. Tyto fezy jasné ukazuji dobré
naroubovani pouzder, vaskularizaci a Zzadné dikazy piitomnosti lymfocytl, které by

indikovaly buné¢nou imunitni reakci. Tyto fezy také nevykazuji Z4dné zndmky odumieni




bun&k nebo nekrdézy v rdmci pouzdra. Naopak tumor vykazoval nekrézu a makroskopicky

bylo za testované obdobi jasné zmenSeni velikosti.

Priklad 2

Tento pfiklad popisuje stavbu stabilni bunééné linie, kterd exprimuje konstitutivng krysi

cytochrom P450 2B1.

Vektor exprese pc3/2B1 byl vytvofen podvdzanim fragmentl ziskanych z plasmidu
pcDNA3 (Invitrogen) a pSW1 (Kedzie, K.M., Escobar, G.Y., Grimm, S.W., He, Y.A.,
Pepperl, D.J., Regan, J.W., Stevens, J.C., a Halpert, J.R. (1991), J. Biol. Chem. 266(33):
2215-21).

Plasmid pcDNA3 byl $tépen pomoci Xhol/Xbal a vysledné fragmenty s lepivymi konci
byly defosforyloviny za pouziti teleci stfevni fosfatizy. DNA pétefe vektoru byla
purifikovana separaci na 1% gelové agarose, excize a pfiprava pouZivala protokol Qiaquick

(Qiagen). Po precipitaci ethanolem byla DNA znovu suspendovana ve vodg.

Klonovaci vektor pSW1 byl §tépen pomoci Xhol a Xbal, aby vznikly dva fragmenty. Smé&s
vyluhu byla separovéna na 1% gelové agarose. Nejkratsi fragment (1,5kb) obsahujici
cDNA krysiho cytochromu P450 2B1 (Fuji-Kuriyama, Y., Mizukami, Y. a kol., (1982),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 2793-2797) byl excidovan a elutovan za pouZiti Qiaquick

protokolu extrakce DNA, precipitovéan ethanolem a znovu suspendovan ve vodg.

8,3 fMol patefe pcDNA3 a 24,8 fMol fragmentu Xhol/Xbal z pSW1 byly smichany
dohromady a podvézany na 1 den pii 12°C pii pouZiti T4-ligdzy (Boehringer). Ligiza byla
inaktivovana pii 65°C po dobu 10 min. a DNA precipitovand butanolem s 10 nasobnym
objemem butanolu. Precipitovandi DNA byla znovu suspendovédna ve vodé a
elektorforovdna do bakterie DHI0B (Gibco). Byly vybréany kolonie resistentni na
ampicilin, pfipravena DNA a zku$ebng& $tdpena pomoci EcoRI, BamHI, EcoRV a Xhol.

Finalni spravny plasmid byl oznacen pc3/2B1.
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Lipofekce

Ped dnem transfekce bylo 3x10° bungk z ko&idt ledviny nasazeno do 100 mm misek. V
den transfekce byly 4 pg pc3/2B1 smichany se 100pl média bez séra. Zaroven bylo
smichano 15ul Lipofectaminu se 100 ul média bez séra. Roztok obsahujici plasmid byl
piidan ke smési Lipofectaminu a inkubovadn po dobu 45 min. Po 35 min. byly buiky
Jednou promyty 2ml média bez séra. 800pl média bez séra bylo ptidano ke smési lipofekce
a vysledny 1 ml byl dan na pfipravené buiiky. Po 6 hodinich byl pfidin 1ml DMEM
(Glutamax) s 10% FCS. Pristi den se na buiiky pisobilo trypsinem a byly ziedény faktorem
deset a nasazeny na 100 mm misku. Po 24 hodinach bylo médium nahrazeno
neomycinovym médiem. Po 14 dnech byly izolovany klony resistentni na neomycin a

testovany na pfitomnost a aktivitu vektoru.

Buiiky kocici ledviny exprimujici cytochrom P450 vykazovaly desetindsobné vyssi citlivost

na ifosfamid nebo cyklofosfamid ve srovnani s burikami standardniho typu.

Vedlejsi Gcinek bylo moZno demonstrovat na normalnim typu bun&k kogi¢i ledviny, ale
také na butikdch Rin5 derivovanych na pankreatickém nddoru. To bylo ukdzéno spolednou
kultivaci klond bunck ko€i¢i ledviny P450 2B1 bud’ s neprodukujicimi butikami ko&i¢i
ledviny normalniho typu nebo butikami Rin5 derivovanymi z krysiho pankreatického
nadoru a pfidanim ifosfamidu. Neprodukujici CK a Rin butiky jsou zahubeny toxickymi
metabolity ifosfamidu, které jsou produkovany a uvoltiovany buitkami kogi¢i ledviny s
cytochromem P450 2B1. Titraéni studie za pouZiti klonl jedné butiky koCi¢i ledviny s
cytochromem P450 2B1 vykazovaly, Ze pouhych 0,25mM ifosfamidu mé specifické
toxické Gi¢inky na tyto buriky a vysledkem 1-2 mM je odumieni v§ech bunék. Klony buiiky
koCi¢i ledviny s cytochromem P450 2B1 byly vykdzany analyzou fetézové reakce
polymerazy, kterd ziskala genovou konstrukci DNA P450 2B1. Dalsi biochemick4 analyza
klonti za pouziti enzymatické dealkylace 7-pentoxyresorufinu cytochromem P450 2B1

odhalila, Ze geneticky modifikované buriky produkuji cytochrom P450 2B1.

Pouzdra obsahujici tyto butiky byly vyrobeny jak je uvedeno v piikladu 1 a implantovany
do mysi blizko mista nadoru. Po 16¢b¢ cyklofosfamidem nebo ifosfamidem byla hodnocena

ucéinnost 1é€by, jak je popséno vyse.




Retrovirovy vektor exprese, ktery obsahuje genové zakédovany krysi cytochrom P450-
2B1, miiZze byt také pipraven, jak je dale popséano v piikladé 4.

Piiklad 3

Plasmid pLX125 byl nejdfive Castené Stépen restrikénim enzymem Xhol, aby vznikl
vektor, ktery je linearizovany na pozici 3547. Tento linedrni plasmid byl dale $t&pen
restrikénim enzymem SspBI, aby se odstranil kratky fragment ve vicevazebném pLX125. V
preparativnim gelu se ukdzalo, Ze sprdvné odfiznuty fragment vektoru je nejvétsim pasem.
Pii poufZiti protokolu Quiaex (Qiagen) byla DNA v tomto pasu elutovand a purifikovan4 z

gelu.

Pro ziskani krysiho genu s cytochromem P450 2B1, byly buiiky z linie bungk krysiho
hepatomu HTC podrobeny lyzi s roztokem D (4M guanidium thiokyanatu, 25mM citratu
sodného pH 7, 0,5% N-natrium-laurylsarkosinu, 0,1M 2-merkaptoethanolu) a celkova
RNA byla extrahovina pfidinim 1/15 objemu 3M octanu sodného, ptidény byly pii
stejném objemu vody saturovany fenol a 1/5 objemu chloroform/izoamylalkoholu (49:1) a
celd smés siln€ michdna. Po 15 min. na ledu byl extrakt odstfed’ovan 20 min. pfi 4°C pii
10.000g. RNA ve vodné fazi byla precipitovana s jednim objemem izopropanolu po dobu
30 min. pfi —20°C a odstfed’'ovana pfi 10.000g pii 4°C. Peleta byla promyta v 70%
ethanolu a ponechdna pfi teploté mistnosti po dobu 15 min. Po 5 min. odstied’ovéni pii 4°C

a 10.000g byla peleta suSena ve vakuové susi¢ce a znovu rozpusténa v 0,5% roztoku SDS.

Extrahovand RNA byla reverzné transkribovana pii pouZiti protokolu pro syntézu cDNA
(Pharmacia). Vyslednd cDNA byla pouZita jako matrice pro PCR. Primery byly navrzeny
tak, aby obsahovaly SspBI restrikéni misto (podtrzené) v levém primeru (5'-
AAGCCTGTACACTGGAGAGCATGCAC-3") a celé misto Xhol (podtrzené) v pravém
primeru (5'-CGATTACTCGAGACCTGGCTGCCTCA-3"). Oba primery maji dodateéné
baze na 5'-konci pro vyS§i ucinnost Sté€peni odpovidajicim restrikénim enzymem. 1562 bp-

produkt byl $t€pen pomoci Xhol a SspBI, aby se ziskaly tii fragmenty.




Tento nejdelsi fragment (1545 bp), obsahujici gen pro cytochrom P450, byl podvézén do
Xhol/SspBI stépeného plasmidu pLX125.

Stabilni linie bungk, kterd exprimuje krysi cytochrom P450 formu 2B1 konstitutivng, miZe

byt také piipravena jak je dale popsano v piikladu 5.

Piiklad 4

Pro ziskani mRNA z krysicho cytochromu P450 forma 2B1 byla ob&tovana &ty tydny
stard samice krysy, jatra byla vyjmuta a okam?Zité zmrazena v kapalném dusiku. Zmrazena
jatra byla vloZena do sterilizovaného filtrovaného GTC-pufru (6M guanidium
izothiokyandt, 5mM citrdt sodny, 0,IM 2-merkaptoethanol, 0,5% N-natrium-
laurylsarkosin) a homogenizovana pii teplotd mistnosti. Pro separaci RNA byl extrakt z
jater ddn na pol8tai chloridu cesného (5,7M chlorid cesny, 0,1M EDTA) a odstiedén ve
sklopném rotoru pfi 20°C a 32.000 ot/min. p¥es noc. Po uplném odstranéni supernatantu
byla peletovand RNA znovu rozpusténa v ledové studeném 10mM Tris pH 7,5 a
precipitovana pfes noc pfi —20°C s 1/15 objemu 3M octanu sodného a 2,5 objemu
ethanolu. RNA byla odstfed’ovana ke dnu 40 min. pii 8000 ot/min. a 4°C a vysufena peleta

znovu suspendovana ve sterilni vodé.

Extrahovana RNA byla reverzné transkribovana za pouZiti protokolu pro syntézu cDNA
(Pharmacia). Vyslednd cDNA byla pouZita jako matrice pro nésledujici PCR. Primer byl
navrZen tak, aby obsahoval restrikéni misto EcoRI v levém primeru

(5"-CGTGCGGAATTCGGCGGATTCAGCAT-3") a restrikéni misto AcoRVI v pravém
primeru (5"-ATAACGGATATCACCTGGCTGCCTCA-3"). Oba primery mély dodatetné
baze na 5'konci pro vySsi udinnost $t€pného enzymu. 1588 bp-amplifikator byl §t&pen

s EcoRI a AcoRYV, aby se ziskali tii fragmenty.

Tento nejdelsi fragment (1572 bp), obsahujici gen pro cytochrom P450 2B1, byl podvazan
do EcoRIEcoRYV stépeného plasmidu pcDNA3 (Innvitrogen).
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Piiklad 5

Stavba ProCon vektoru obsahujictho gen krysiho cytochromu P450 pod transkrip&ni

kontrolou WAP promotoru.

Extrahovand RNA pfipravend podle pitkladu 4 byla reverzné transkribovani za pouZiti
protokolu pro syntézu cDNA (Pharmacia). Vysledna ¢cDNA je pouzita jako matrice
(templat) pro PCR. Primery byly navrZeny tak, aby obsahovaly restrikéni misto BamHI
(podtrzeno) v levém primeru napf.

5'-AAGCCGGATCCCTGGAGAGCATGCAC-3") a BamHI misto (podtrzeno) v pravém
primeru (napf. 5'-CGATTAGGATCCCTGCCTCA-3"). Oba primery maji dodateéné baze
na S'-konci pro vyS$§i w¢innost $t&peni odpovidajicim restrikénim enzymem. 1562 bp
produkt je St€pen pomoci BamHI a ziskany fragment obsahujici gen pro cytochrom P450 je
podvéazan do BamHI §tépeného plasmidu pWAPS6 (viz piihlaska PCT & PCT/EP96/03 922).
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PATENTOVE NAROKY /

Cytochrom P450 transdukujici retrovirové vektory spouzdrem, v némz je
zapouzdfend buitka produkujici cytochrom P450, pficemZ uvedené pouzdro
obsahuje porézni membranu, ktera je prostupna pro cytochrom P450 produkovany

uvedenou burikou.

Pouzdro podle naroku 1, vyznacené tim, Ze se material pouzdra sestava z komplexu

vytvoieného ze sulfatu celuldzy a polydimethyldiallylamonia.

Pouzdro podle naroku 1 nebo 2, vyznacené tim, Ze uvedend buiika produkujici

cytochrom P450 obsahuje vektor pfipraveny jak je popséno v Piikladu 2.

Pouzdro podle naroku 1 nebo 2, kde buiitka produkujici cytochrom P450 je linii
obalové burky obsahujici retrovirovy vektor nesouci gen s cytochromem P450,
uvedena linie obalové builkky ma v sobé alesponi jednu konstrukci retroviru nebo
rekombinantniho retroviru se zakédovanim pro proteiny pro zminény retrovirovy

vektor, ktery mé byt zapouzdien.
Pouzdro podle naroku 4, kde je retrovirovy vektor replikaéné-defektivni.

Pouzdro podle naroku 4 nebo 5, kde retrovirovy vektor obsahuje S'LTR oblast
struktury U3-R-U5; jednu nebo vice sekvenci zvolenych z kédovacich nebo
nekodovacich sekvenci, kde alespori jedna z koédovacich sekvenci koduje pro
cytochrom P450; a 3'LTR oblast obsahujici zcela nebo Castecné deletovanou U3
oblast, kde uvedena deletovana U3 oblast je nahrazena polyvazebni sekvenci

nasledovanou R a US oblasti.

Pouzdro podle kteréhokoliv z narokdl 4 az 6, kde gen s cytochromem P450 je pod
transkripciondlni kontrolou specifického reguladniho elementu nebo promotoru

cilové burniky nebo promotoru indukovatelného rentgenovym zaienim.
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Pouzdro podle kteréhokoliv z naroki 4 az 7, kde retrovirovy vektor je vektor

pfipraveny jak je popsano v Ptikladu 1 nebo 3.

Farmaceuticky prostiedek obsahujici pouzdro podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 8.

Pouzdro podle kteréhokoliv z pfedchéazejicich narokG 1 aZz 8 pro piipravu
farmaceutického prostfedku k 1é¢b¢ rakovinového onemocnéni nebo jakéhokoliv

jiného odpovidajiciho onemocnéni nebo poruchy.

Pouziti pouzdra podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 8 pro pfipravu farmaceutického

prostiedku uZzite¢ného pro ablaci nddorovych bunék

Pouziti pouzdra podle kteréhokoliv z narokti 1 az 8 pro pfipravu farmaceutického
prostiedku  k 1é¢b&é rakovinového onemocnéni nebo jakéhokoliv jiného
odpovidajiciho onemocnéni nebo poruchy zahrnujici podavani subjektu, ktery to
potiebuje, terapeuticky G¢inného mnoZzstvi pouzdra podle kteréhokoliv z naroku 1
az 8 a souCasné nebo scasovym odstupem, prodrogy, ktera je aktivovana

cytochromem P450.

Pouziti podle naroku 12, vyznafené tim, Ze pouzdro se podava injekci a/nebo
implantaci do cilovych bun€k a/nebo v jejich misté, a prodroga se podava

systemicky a/nebo mistné.

Pouziti podle narokli 12 az 13, kde cilové buriky jsou builky nadord prsu a/nebo

pankreatickych nadorg.

Pouziti podle kteréhokoliv z narokd 12 az 14, , kde prodrogou je cyklofosfamid

a/nebo ifosfamid.
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