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A jelen taldlmany mesterséges bioldgiai szervben levd
sejtek eloszldsd&nak szabdlyozédsdra szolgdld mdbdszerekkel és
bsszetételekkel kapcsolatos, melynek sordn a sejteket olyan
kezelésnek vet?ék ala, mely gatolja a sejtosztddast, eldsegiti
a sejt differencialddast, vagy hatéssal wvan a sejtek
mesterséges bioldgiai szerven bellli szaporitd felszinhez vald
kapcsolédasara. Az ilyen kezelések kézé.tartoznak (1) a sejtek
genetikai manipulédléasa, (2) kites;;ﬁk a sejteket egy
szaporodés-gatld vegyuletnek vagy egy differencidldédast
indukalé vegylletnek, vagy eltévolitj&k a sejteket egy
szaporodast-stimuldld vegyllet vagy egy differenciél@dést gatld
o

vegytilet hatdsa alol; a sejteket besugarzdsnak vetjwk alad, és

(3) a BAO (mesterséges bioldgiai szerv) szaporitd felszinét ECM

molekuldkkal - mely wmolekuldk a sejt szaporodadsra vagy

adhézidéra vannak hatdssal - vagy egy inert &allvanyrendszerrel
(EN

vagy ezek kombindcidjaval mddositjuk. Ezek a kezelések

egymassal kombindcidban is alkalmazhatdk.

it diram
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A TALALMANY LEIRASA

Mesterséges Dbioldgiai szervekbe zart sejtek szaporitasanak

mddszere

A talalmany terllete

A jelen taldlmény mesterséges bioldgiai szervbe bezart
sejtek szaporodasdnak szabalyozdsara szolgald mbddszerekkel és

készitményekkel kapcsolatos.

A taldlmany hattere

A mesterséges bioldgiai szervek ("BAO-k") olyan eszkdzdk,
melyek €10 sejteket tartalmaznak és egy gazda szdmira egy olyan
metabolikus funkcidt biztositanak, melyre a gazdénak szliksége
van.

A mesterséges biolégiail szervekbe bezart sejtek egy vagy
tdbb bioldgiailag aktiv molekulaval latjak el a gazdat, 1igy
felhaszndlhaték szamos klinikai koérulmény, hidnyallapot és
betegség megeldzésére vagy kezelésére.

Példaul az inzulint szekretald sejteket tartalmazd BAO-k a
diabetes kezelésére hagznalhatdk. Hasonldéképpen, mas

betegségek, mint a hipoparatiroidizmus és az amémia is
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kezelhetd olyan sejtekkel, melyek sorrendben paratiroid hormont
és erithropoietint szekretéalnak.

A mesterséges Dbioldgiai szervek felhaszndlhatdk olyan
bioldégiailag aktiv molekuldk Dbiztositdsdra is, melyekkel
neurodegenerativ &llapotok, példaul a Huntington-féle betegség,
a Parkinson-kér, az Alzheimer-kér és a Szerzett Immunhiény
Betegséggel kapcsolatos dementiak, kezelhetdk vagy
megeldzhetdk. Tovabba, limfokinek és citokinek is biztosithatdk
BAO-kkal a gazda immunrendszerének mbédositdsa céljaboél. A
mesterséges Dbioldgiai szervekkel Dbiztosithatd bioldgiailag
aktiv molekuldk kozé tartoznak a katekolaminock, az endorfinok,
az enkefalinok és méds opioid vagy nem-opioid peptidek, melyek a
fajdalom kezelésében hasznosak. Az enzimatikus hidnyok is
kezelhetdk BAO-kkal. Masik lehetdségként a bioldgiailag aktiv
molekula eltédvolithat wvagy kiiktathat k&ros molekuldkat a
gazdaszervezetbdl. Példadul a BAO tartalmazhat olyan sejteket,
melyek olyan bioldgiailag aktiv molekuldkat termelnek, melyek
felhasznalhatdk a koleszterin gazddbdél vald "kisdprésére".

Kilénbdzd "makrokapszula" BAO-k ismertek. Lasd példaul

Aebischer (5,158,881 szamli US sgzabadalom) Dionne et al., (WO
92/03327), Mandel et al., (WO 91/00119), Aebischer (WO
93/00128). A BAO-k tartalmaznak extravaszkuldris diffiazids

kamrdkat, intravaszkuldris diffQzids kamrakat, intravaszkuladris
ultrafiltricids kamridkat és mikrokapszuldkat. Lasd példaul Lim
et al., Science 210:908-910 (1980); Sun, A.M. Methods in
Enzymology 137:575-579 (1988); Dunleavy et al., (WO 93/03901)
és Chick et al., (5,002,661 szamu US szabadalom) .

Mivel a BAO-kba bezart sejtek a kivadnt metabolikus

funkcidkat biztositjak kivéanatos, hogy ezek a sejtek a funkcidt



befolyasold biolégiailag aktiv molekuldkat optimadlisan
biztositsak. Tipikusan a differencidlddott, nem osztddd
sejteket részesitjik eldnyben az osztddd sejtekkel szemben a
BAO-k esetében vald alkalmaziaskor, mivel ezek lehetdvé teszik a
kivadnt Dbioldégiailag aktiv molekuldk optimédlis termelését.
Példaul, szamos differenciidlddott, nem osztddd sejt nagyobb
mennyiségben termeli a kivant terdpias proteint, mint az
osztddd sejtek, mivel a differencidldédds specifikus gének
expresszidéjat és a sejt osztdbdast antagonista folyamatoknak
tartjadk. Wollheim, "Establishment and Culture of Insuline-
Secreting beta Cell Lines", Methods in Enzymology, 192, p. 223-
235, 1990. A celluldris replikalddasi kapacitas csdkken a
sejtek differencidldédasaval. Szamos esetben a szaporodas és a
differencialddas kodlcsdndsen kizdrdlagos. Gonos "Oncogenes in
Cellular Immortalisation and Differentiation", 13, Anticancer
Research, p. 1117, 1993.

A differenciildéddétt szdvet hasznadlata eldnyds, mert a BAO-
ba vald beépitéshez szlUkséges szdvet funkcionalis
tulajdonsédgait leginkadbb az in vivo differenciidlt szdvet
tulajdonsdgai hatdrozzadk meg. A differencidlt, nem osztddd
sejtek alkalmazdsé&nak masik eldnye az, hogy a BAO-n belidli
sejtszam viszonylag &allandd marad. Ez, viszont sokkal
kiszamithatdbb eredményekhez, valamint a recipiens gazda stabil
dézisaihoz vezet. Tovabba, a differencidlt sejtek Jjobban
illenek az olyan BAO-kban vald felhaszndlashoz, ahol egynél
toObb, bioldégiailag aktiv molekuldt szekretdld sejttipust
zartunk be. Az ilyen BAO-kban, ha osztddd sejteket hasznélunk,
a kiildnbdzd sejt tipusok kildnbdzd sebességgel szaporodhatnak,

ami az egyik sejt tipus tGlzott szaporodadsihoz vezethet. A
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differencialt, nem osztddd sejtek felhaszndlasaval a két vagy
tobb szinergista sejt tipus relativ aradnyat sokkal kénnyebb
ellendrizni.

Bar szamos esetben a differencidalt sejtek alkalmazéasa
eldnyds, szamos probléma mertlt fel a kdzvetlentl emldsdkbdl
izolalt differencidlt sejtek felhasznaléasaval.

Eld3szdr, ott van az izolalt szdvet potencidlis fertdzése,
ami azt teszil szlkségessé, hogy az egyes allatokbdl izolalt
gszbveteket koéltséges és 1iddigényes tesztelésnek vesstk ala,
annak biztositasa céljabdl, hogy ezek patogénmentesek.

Masodszor, a szdbvet megsérlUlhet az izoldlads sordn a
mechanikail vagy enzimatikus izol&léasi eljarasok kdvetkeztében
az 1zoldlasi folyamat sordn. A mechanikai manipuldlas nem
mindig standardizdlhatdé kénnyen, ami az izoldtumok kdézdtti
variabilitashoz vezethet.

Harmadszor, ischemia koévetkezhet be az izoldlas sorédn, ami
szdbvet karosodast eredményezhet.

Negyedszer, a reprodukdlhatd hozamok kUldnbdzdk lehetnek a
szdvet donorokban vald eltérések kdédvetkeztében. PEldaul, a kor,
a nem, az egészségi allapot, a forras allat hormonédlis stéatusza

hatdssal lehet a kérdéses szdvet hozamdra és mindségére.

Otddszdér, néha nincs elegendd forras szdvet a  BAO
tervezett kévetelményeinek kielégitésére. Ez példaul akkor
fordul eld, ha a forras szbovet egy kis méretll szervbdl

szadrmazik, vagy ha a szdvet mennyiség iranti végsd igény magas.
Ha az izolalt szdvet forrasa az ember, gyakran komoly hidny lép
fel a donor szdvet esetében.

Hatodszor, néhany esetben kivanatos lehet a BAO-ban

hasznalt szdovet genetikai mbédositdsa. A nem osztddd szodvetet
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ezideig nehéz volt genetikailag mdédositani in vitro és a
médositott sejtek hozama és tulajdonsdgai bizonytalanok. Igy az
eldzdekben szerepld problémadk miatt mig a differencidlt, nem
osztddd sejtek kivanatosak, szlikség van a BAO-kba bezarandd
differencidlt, nem osztdddé sejtek termelésére és fenntartasara
gzolgald mbédszerekre.

Ezen problémdk miatt, az osztddd sejtek és sejtvonalak
részeslltek eldnyben a BAO-kban vald alkalmazdskor a szikséges
biolégiai funkcid biztositasa cé&ljabdél. Az osztddd sejtek
hasznalataban egy fontos eldny az, hogy az ilyen sejtek nagy
létszamuakka szaporodhatnak in vitro és patogénekre
tesztelhetdk és bankokba tehetdk. Ez egy majdnem korldtlan
szdvet utanpdtlast tesz lehetdvé alacsonyabb termelési
kéltséggel. A szelekcibds sémdk, mint a sejt valogatds vagy
klénozas alkalmazhatdé a sejtek esetében olyan szubpopulédcidk
kifejlesztéséhez, melyek javitott tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Tovabba, az osztddd sejtek és sejtvonalak sokkal
jobban manipuldlhatdk genetikailag, mint a differencidlt, nem
oszt6dd sejtek. A heteroldg rekombindns DNS bejuttatdsa szamos
Uj lehetdséget nyit meg a BAO-ba bezdranddé sejtek funkcidjanak
vagy fenotipusanak megvaltoztatdsdhoz. Ez viszont a BAO-k
terdpias alkalmazdsanak nagyobb diverzitasat biztositja.

Azonban, a fentiekben megtargyaltak szerint, a
folyamatosan oszt6dd sejtek BAO-ba vald bezdrdsadnak hatréanyai
k&ézé tartoznak az eszkdzben levd sejtszam gyenge szabidlyozésa,
ami a kivant bioldégiailag aktiv molekula termelését kevésbé
kiszamithatdéva teszi.

Mig a legtébb esetben kivanatos lehet korlatozni vagy

minimalizadlni a  BAO-ban levd sejtek szaporodasat, mas
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esetekben, példaul ahol a BAO-t T"ellenséges" kdrnyezetbe
implantadljuk, kivadnatos lehet ha a sejteket hagyjuk lassan
szaporodni a BAO-ban levd sejtszam fenntartdsa céljabdl.

Van egy masik a sejtek bezarasaval kapcsoclatos &altalénos
problama is. Szamos sejt tipus adherens tulajdonsagokkal
rendelkezik, mint példédul, az hogy a sejtek hajlamosak az
egymashoz tapadasra és slrl agglomerdcidk vagy aggregidtumok
létrehozasara, kuldéndsen ha nincs megfeleld a sejtek szamara
rendelkezésre 8116 szubsztrat. Az ilyen sejt csoportok kdzponti
nekrotikus régidkat hozhatnak 1létre a tapanyagok és az oxigén
magba beagyazott sejtekhez vald relativ
hozzaférhetetlenségének, vagy a magban bekdvetkezd toxikus
termékek létrejdbttének kovetkeztében. A nekrotikus szdvet
felszabadithat tdbblet cellularis proteineket, melyek
szlkségtelentil A&arasztjdk el a gazdat xeno-proteinekkel, wvagy
méas olyan faktorokkal, melyek karosak a tiléld sejtek szamara,
péladul olyan faktorok, melyek makrofdg vagy més immunvalaszt
valtanak ki. Ez a probléma stlyosbodhat, ha a sejteket a BAO-ba
egy szemipermedbilis membran burokba zarjuk, a membranon
keresztili diffazids koétdttségeknek  kdszdnhetden.  Gyakran
kevesebb oxigén és kevesebb gazda altal biztositott tapanyag
411 rendelkezésre a BAO-n beltl. Tovabba, a BAO-ban hulladék
termékek ig akkumuldldédhatnak.

Ezek a slr( celluldris tdmegek lassan, vagy gyorsan slrQ
telepeket alakithatnak ki, a frissen diszpergdlt sejtek, vagy
szdbvetek sejt-felszini adhézids proteinek 4&ltal kézvetitett
Ujrakapcsolddasa révén. A  nagy anyagcsere aktivitassal
rendelkezd sejtek vagy szdévetek kUldndsen fogékonyak az oxigén

vagy tdpanyag hidny hatésdval szemben, és egy nagy sejt csomdba
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valdé beagyazddas utédn rdvidesen el 1is pusztulnak. Szamos
endokrin szdvet, melyek normélisan sOrd kapillaris kdézegben
taldlhatdk, ilyen tulajdonsagot mutat; a Langerhans szigetek
ktiléndsen érzékenynek tlnnek a bedgyazddassal szemben.

Szlukség van a bezart sejtek szaporodasanak szebdlyozasara
szolgdld mddszerre és készitményekre, melyek a szaporodd sejtek
és a differencidldédott, nem osztddd sejtek kildnbdzd eldnyeit
egyesitik. A jelen taldlmany olyan médszereket és
készitményeket biztosit, melyek révén a sejtek szaporithatdk és
korlatlan ideig terjeszthetdk in vitro és ahol a szaporodas és
differencialédas egyensllya szabalyozhatd ha a sejteket BAO-ba
agyazzuk be oly mddon, hogy a készlilék a megfeleld, kivant
médon mikddjdén. Ily mddon a jelen taldlmany lehetdvé teszi a
BAO-ban levd® sejtszam szabalyozasadt és ezen keresztlil a
kapszula megnyilvanuldsanak javitott szabidlyozasat biztositja.
A jelen taldlmdny olyan mddszereket is biztosit, melyek révén a
sejtek  gzaporoddasa a BAO-n beltili elhelyezkedés révén
szabalyozhatd, ily médon a BAO-ban a nem kivanatos nekrotikus
sejt magok kialakuldsat csdkkenti. A sejtszam és a BAO-n beluli
sejt elhelyezkedés szabalyozasa biztositja azt az eldnyt, hogy
megkénnyiti a BAO membran, valamint az adott bedgyazott sejt
tipus mas eszkdz paramétereinek optimalizalasat. Ez azért
lehetséges, mert a Kkivant készllék jellemzdk kénnyebben
meghatdrozhatdék egy rdgzitett sejt populédcid esetén, mint
osztd6dd sejt populdcidk esetében a BAO-ban. Tovabba, a
bioldédgiailag aktiv molekuldk hosszGtava biztositdsa ily mddon

megoldhatd.

A taldlmény dsszefoglaléasa



A jelen taldlmény ezen problamdkra iranyul, oly mdédon,
hogy mddszereket és készitményeket biztosit a sejtek
eloszlasanak szabalyozésdra (azaz a mesterséges bioldgiai

szerven bellll a sejtszam vagy a sejt elhelyezkedés, vagy

mindkettd szabalyozasdra) a mesterséges bioldgial szerven
beldl. A Jjelen taldlmédny mbdszerei és készitményei a
kévetkezdket foglaljdk magukba: (1) a mesterséges bioldgiai

szexrvbe bedgyazott sejtek mddositasdra szolgdld mddszereket és
készitményeket és (2) a mesterséges bioldébgiai szerven bellli
szaporodasi felszin mbdositédsara szolgdld wddszereket és
készitményeket.

A cellularis manipuldcidra szolgald mddszerek és
készitmények ko6zé tartoznak a sejtek genetikai megvalatoztatasa
olyan gén segitségével, mely egy a sejt szaporoddst vagy
differencialdédast befolyasold terméket kdédol. A kezelés magaba
foglalhatja egy olyan kémiail vegyllet wvagy novekedési faktor
biztositéasat, mely a proliferaciét gatolja, vagy a
differencidlddast indukalja. Masik lehetdségként a kezelés
dllhat egy olyan kémiail wvegyllet, wvagy ndvekedési faktor a
szaporitd tapkdzegbdl vald eltavolitasdbdl, melyek stimulédljak
a proliferacidét, vagy melyek gatoljadk a differencidldédast. A
kezelés tOrténhet a mesterséges Dbioldgiai szervbe wvald
bedgyazas eldtt vagy utan, eldnydsen a bedgyazids utan. Tovabba,
a sejt szaporodéds szabidlyozhatd besugdrziassal is.

A szaporoddsi felszin médositdsdra szolgdld mddszerek és
készitmények magukba foglaljadk a mesterséges bioldgiai szerven
bellli legalédbb egy szaporitdé felszin egy vagy  tdbb

extracelluldris matrix molekulaval ("ECM") vald burkoldsat. Az
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ECM-ek burkolhatdk kdzvetlentl a lumindlis felszinre vagy a
mesterséges bioldgiail szerven bellli belsd téamasztékra, vagy a
mikroszféra hordozdkra ("mikrohordozdk"). A sejtek vagy a
sejtekkel-beoltott mikrohordozdk tovabba szuszpendalhatdk egy
olyan matrix anyagban, mely fizikailag gatolja a sejt
szaporodast. Tovabba, a matrix anyag szarmazhat kémiai vagy
peptid szarmazékokbdl is.

Tovéabba, a mesterséges bioldgiai szerv  szaporodasi
felszine mdédosithatd kémiai kezeléssel, oly mbédon, hogy gatolja
a sejt kapcsolddéast vagy fokozza a sejtek mesterséges biocldgiai
szervek lumindlis felszinéhez vald kapcsolddasat. Azonkivil, a
szaporodadsi felszin mdédosithatdé egy inert A&llvanyrendszer
hozzdadasaval a sejt bejuttatast megeldzden. Az 4&allvanyzat
fizikailag akadalyozza meg a sejtek szaporodasadt és tovabbi
helyeket biztosit a sejtkapcsolddas szamara. E1 kell fogadni,
hogy a sejt mbddositasra és a szaporité felszin médositasara
szolgald kuldonbdzd mddszerek és készitmények nem kdlcsdndsen

kizardlagosak és ezek kombindcidkban is alkalmazhatdk.

Az abrak rovid leirasa

Az 1. &dbra egy olyan szerkezet plazmid térképét mutatja,
mely magdba foglalja a patkdny Mx-1 promdter 2,3 kb fragmentjét
az SV40 koraili régidhoz fldziondlva, melyet egy egér beta globin
3' nem transzldlt régidbdl szadrmazd BamHI-Xbal fragment kovet.

A 2. &dbra az NGF szekrécidét (ng/ml/24 o6ra) mutatja 4, 11
és 25 nap utdn olyan BHK sejtek esetében, melyeket kontroll,

nem szarmaztatott membranokba agyazunk ("0%"-ként mutatjuk a
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figgelékben) vagy 1% vagy 5% PEO-PDMS szarmaztatott membranokba
agyazunk (sorrendben "1%", vagy "5%"-ként mutatjuk be a
fliggelékben) . A sejteket bedgyazzuk matrix nélkul, ("no matD-
ként gzerepel a flggelékben), egy Vitrogen matrixba ("vit"-ként
mutatjuk be a fliggelékben) vagy egy agardz matrixba ("agse"-
ként mutatjuk be a flggelékben) .

A 3. abra a CultiSphers-en agardéz matrix hidnyaban
gszaporitott BHK sejtekbdl sz&rmazd NGF felszabaduldst mutatja
(figgelék: n-mat-008, 0709-n-m) vagy egy agardz matrix
jelenlétében (fuggelék: agaro-008, agaro-0709) .

A 4. abra a katekolamin felszabaduldst mutatja a PCl2A
sejtekbdl az inert PHEMA &lvanyzattal rendelkezd BAO-ba wvald
bedgyazds utédn 1, 14 és 28 nap elteltével. Az A panel az alap
katekolamin felszabaduldst mutatja; a B panel a Kt-kivaltott
katekolamin felszabadulast. Az L-dopa, a NEPI, az epi, a DOPAC,
a DA és a HVA ro6viditések sorrendben az L-dopa, a norepinefrin,
az epinefrin, a dopac, a dopamin és a homovanillinsav
megfeleldi.

Az 5. adbra a katekolaminok PCl2A sejtekbdl vald
felszabaditdsdt mutatja az inert PHEMA/MMA 4&llvanyzattal
rendelkezd BAO-kba vald beégyazds wutdn 1, 14 és 28 nap
elteltével. Az A panel az alap katekolamin termelést mutatja; a
B panel a K*-altal kivaltott katekolamin felszabaduldst. Az L-
dopa, a NEPI, az epi, a DOPAC, a DA és a HVA 1rdviditések
sorrendben az L-dopa, a norepinefrin, az epinefrin, a dopac, a
dopamin és a homovanillinsav megfeleldi.

A 6. &bra a Cultispherdkon egy alginat matrix jelenlétében
(fuggelék:CS/AL), vagy egy agardz matrix jelenlétében

(fllggelék :CS/AG) szaporitott SV40/Dbeta4-NGF sejtekbdl toOrténd
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L-dopa felszabaduldst mutatja a BAO-kba vald beégyazas utéan 2,

20, 40, és 80 nappal.

A taldlmény részletes leiréasa

A k&évetkezdkben megadjuk a taldlményban haszndlt definicidkat:

A talalmany szerinti alkalmazasban a "mesterséges
bioldégiai szerv" vagy "BAO" egy olyan késziuléket takar, melyet
egy gazdaba vald implantdcidhoz tervezink, vagy mely gy
készithetd el, hogy a testen kivil funkciondljon és vagy
dllanddan vagy eltavolithatdan kapcsoldédjon a gazddhoz. Egy BAO
sejteket vagy €18 szdveteket tartalmaz, melyek egy bioldgiailag
aktiv molekuldt termelnek, mely terépids hatdsd a gazdara
nézve. A BAO a gazda recipiensben vald inplantécidé soréan
biockompatibilis kell legyen. Ennek megfelelden, a BAO nem
szabad, hogy karos gazda valaszt valtson ki olyann mértékben,
mely mikddésképtelenné vagy terapias szempontbdl
haszndlhatatlannd teszi a BAO-t. Az ilyen wmlkdédésképtelenség
eldfordulhat, példaul a kapszula koéruli fibrotikus szerkezet
kialakuldsa révén, ami az abban 1levd sejtek szadmidra a
tapanyagok diffdzidéjat korlatozza. A kAros hatésok kozé
tartozhatnak a kapszula kildkése, wvagy toxikus wvagy pirogén
vegyliletek (példaul szintetikus polimer melléktermékek)
kivalasztdsa a BAO-b6l a kdrnyezd gazda szdvetbe.

A beagyazott sejteket tartalmazdé BAO-k megszerkeszthetdk
immunoizolacids tulajdonsagokkal, melyek megakadalyozzdk a
gazda immunrendszer elemeinek a szervbe vald bejutéasat, igy
védelmet biztositanak a mesterséges biolégiai szervben

taldalhatdé sejtek szadmdra a karos immun pusztitastdél. A BAO
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alkalmazédsa ndvelli a teradpidban alkalmazhaté sejt tipusok
diverzitasat. Az implantdlt BAO-kban a készlUlékek, melyek
immunoizolacidésak lehetnek vagy lehetnek nem immunoizolacidsak,
dltaldban egy szelektdlt terméket termeld sejteket vagy
szdbveteket tartalmaznak egy szemi-permedbilis fizikai korlaton
belil, mely lehetdvé teszi a téapanyagok, a hulladék anyagok
diffizidjat és a szekretédlt termékek kodrnyezd gazda szdvetbe
vald diffizidjat és visgszatartjidk a benntk taldlhatd sejteket,
de minimalizaljdk az immunoldgiai kildkddés effektorainak
cellularis és molekuldris karos hatésait. Az immunoizolacids
tulajdonsdgok, azonban nem sztkségszerfiek minden esetben
(példaul ha a sejtek autoldgok vagy szingenikusak a gazdaval
szemben) .

Egy "bioldgiailag aktiv molekula" olyan molekula, mely (a)
funkciondlhat az olyan sejten belll, melyben termelddik, wvagy
(b) expresszdlhatd a sejt felszinén és hatédssal lehet a sejt
mds sejtekkel, wvagy Dbioldgiailag aktiv molekulakkal valéd
kdlcsdnhatasara (példaul egy neurotranszmitter receptor, vagy
sejt adhézidés molekula), vagy (c) felszabadithaté wvagy
szekretdlhatd azokbdl a sejtekbdl, melyekben termelddnek és
hatdsukat egy kildn célsejtre, vagy cél molekulara fejtik ki a
gazdaban (példadul egy neurotranszmitter, hormon, ndvekedési
faktor, vagy citokin).

A talalmdny szerinti hasznadlatban hacsak masként nem
specifikdaljuk, a "sejtek" fogalma barmilyen formadjd sejteket
jelent, ideértve az ezekre vald korlatozads nélkil a szdvetben
visszamaradd sejteket, a sejt csoportokat és az egyedileg
izolalt sejteket. A jelen taldlményban haszndlt sejtek legaldabb

egy bioldégiailag aktiv molekulat termelnek.
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A BAO-n bellili sejt eloszlas (disztriblcid) szabdlyozidsa a
BAO-n bellli sejtszam szabdlyozdsadt, a BAO-n belll a sejtek
térbeli elhelyezkedésének szabialyozasat vagy mindkettdt
jelenti.

Sejtek széles koére alkalmazhatd a jelen taldlmanyban. Ezek
k&ézé taroznak a 361 ismert, nyilvanosan beszerezhetd
halhatatlannéd tett sejtvonalak, valamint az osztddd primer seijt
tenyésztek. A nyilvinosan beszerezhetd és a jelen taldlmanyban
megfelelden alkalmazhatd sejtvonalakra példadk az L-6 sejtek, az
MDCK sejtek, az LLC-PK sejtek, a beta-CH3 sejtek, a C2 sejtek,
a hoércsdg vese (BHK), a kinai hdércsdg ovarium (CHO), az egér
fibroblaszt (L-M), a NIH Swiss egér embrid (NIH/3T3) esetében,
az afrikai z6ld majom sejtvonalak (ideértve a COS-a, COS-1,
C0s-6, COS-7, BSC-1, BSC-40, BMT-10 és Vero sejtvonalakat), a
patkany mellékvese feokromocitoma (PC12) sejtek, a patkany
glids tumor sejtek (C6), a RAJI (humén limfdéma) sejtek, a MOPC-
31C egér plazmacitoma sejtek, az MN9D sejtek, a ripTAg
transzgenikus egér eredetll sejtek, az SCT-1, beta-TC sejtek, a
Hep-G2 sejtek, az AT-T20 sejtek, a beta sejtvonalak, mint a NIT
sejtek vagy a RIN sejtek, az Ntera-2 sejtek (Pleasure et. al.,
Journ. Neuroscience, 12, pp. 1802-15, 1992) és a human
asztrocita sejtvonalak, mint az U-373 és az U-937.

A felhasgznalhatd primer sejtek kdzé tartoznak a DbFGF-
érzékeny neurdlis tdérzs/utdd sejtek, melyek emldsdk CNS-Ebd1
szdrmazik (Richards et al., PNAS 89, pp. 8591-8595, 1992; Ray
et al., PNAS, 90, pp. 3602-3606, 1993) a primer fibroblasztok,
Schwann sejtek (WO 92/03536) asztrocitdk, oligodendrocitdk és
ezek prekurzorai, mioblasztjai és mellékvese kromaffin sejtjei.

Példaul egy ilyen mioblaszt sejtvonal a CyCip sejtvonal.
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A sejtek valaszthatdék a hasznadlni kivant ndvekedés
szabdlyozads és differenciilddads adott mbdszerétdl fluggden is.
Példaul, a tbrzs sejtek kdénnyen hasznalhatdk olvyan
médszerekkel, melyek a differencidldédast egy kémiai anyag
alkalmazasaval indukaljdk. Altaldban, a tdérzs sejtek nem
differencialt sejtek, melyek in wvivo normdlisan nyugalomban
vannak, de melyek szaporodara képesek és még tdbb olyan todrzs
sejt 1étrehozédsara képesek, melyek nagy szami utdd sejtek
létrehozéasara képesek, ami viszont differencialt vagy
differencidlhatd lednysejtek 1létrehozasadt teszik 1lehetdvé. A
tdrzs sejtek a sejtek egy olyan osztalyat képviselik, melyek
kénnyen  kibdvithetdk  tenyészetben és melyek utddsejtijeil
termindlisan differencidlhatdk egy specifikus ndvekedési faktor
hozz&adasaval. Lasd példaul Weiss et al., (PCT/CA 92/00283).

A mioblasztok egy olyan sejt tipust jelentenek, melyek a
taldlmany szerint egy BAO-ba &gyazhatdk. A mioblasztok izom
prekurzor sejtek, melyek eredetileg mezodermdlis tdérzs sejt
populacidkbdl szarmaznak. Szamos mioblaszt sejtvonal szerezhetd
be, melyek tenyészetben differencidldddson mennek keresztul,
példdul az L-6 és a beta-CH3 sejtek. A primer mioblasztok
kénnyen izolalhatdk egy autopsziabdl vagy biopsziabdl szarmazd
szdvetbdl és tisztithatdk ég kibdvithetdk. A mioblasztok
szaporodnak és egymassal fuziondlnak, hogy egy differencialt,
sokmagvid miotubulust hozzanak 1létre. A mitubulusok nem
osztddnak tovabb, de tovabb folytatjdk az izom proteinek
termelését. A gszaporodas alatt a mioblasztok kénnyen
manipuldlhaték génsebészeti eljaréasokkal terdpids molekuldk
termeltetése céljabdl. A mioblasztokba egy kivant bioldgiailag

aktiv molekuldk termeltetése céljdbdél vald egy vagy tdbb gén
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bejuttatésdnak mdédszerei ismertek. A mioblasztok képesek
migralni, koradbban 1étezd rostokhoz flziondlni, valamint
hordozdékként szolgdlni a bejuttatott gén(ek) szamdra. Verma et
al., (WO 94/01129); Blau et al., TIG 9, pp. 269-74, 1993; WO
93/03768; WO 90/15863. Ezutadn a genetikailag manipulalt sejtek
bedgyazhatdk és a BAO-ban differencidlddni hagyhatdk vagy maguk
a differencidlodott sejtek kapszulazhatdk be.

A sejtek kivalasztédsa flgg a tervezett alkalmazastdl is. A
BAO-n Dbeltuli sejtek egy neurotranszmitter szekrécidjara is
valaszthatdk. Az i1lyen neurotranszmitterek ko6zé tartoznak a
dopamin, a gamma aminovajsav (GARA) , a szerotonin, az
acetilkolin, a noradrenalin, az epinefrin, a glutaminsav és mas
peptid neurotranszmitterek. Olyan sejtek 1is alkalmazhatdk,
melyek neurotranszmitterek fragmentjeinek agonistéait,
analdgjait, szamrazékait szintetizaljdk vagy szekretdljak,
melyek aktivak, ideértve példdul a bromokriptint, egy dopamin
agonistat szekretdld sejteket, és az L-dopat, egy dopamin
prekurzort szekretild sejteket.

A sejtek valaszthatdk hormon, citokin, ndvekedési faktor,
tropikus faktor, angiogenezises faktor, antitest, vVeér
koagulacids faktor, limfokin, enzim és més terapias anyag vagy
agonista, prekurzor, aktiv analdg vagy ezek aktiv
fragmentjeinek szekrécidjara. Ezek kozé tartoznak az
enkefalinok, a katekolaminok, az endorfinok, a dinorfinok, az
inzulin, a VIII-as faktor, az eritropoietin, a P szubsztancia,
az 1ideg novekedési faktor (NGF), a glids sejvonal eredetl
neurotrdép faktor (GDNF), a vérlemezke eredetli ndveledési faktor
(PDGF), az epidermdlis ndvekedési faktor (EGF), az agy eredetl

neurotrdép faktor (BDNF), a neurotrofin-3 (NT-3), a neurotrofin-
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4/5, a CDF/LIF, a bFGF, az aFGF, egy sor mas fibriblaszt
névekedési faktor, c¢ilidris neurotrdf faktor (CNTF) és az
interleukinek.

Az eldzdek alapjan el kell fogadni, hogy a jelen taldlméany
médszereiben hasznos sejtek nem transzformdlt sejteket is
magukba foglalnak, melyek a kivant  biolégiailag aktiv
molekulé (ka)t szekretdljak, vagy azokat a sejteket is, melyek
ilyenné transzformalhatdk.

A szamos bioldgiailag aktiv molekuldt kédold géneket mar
klénoztdk és nukleotid szekvencidikat publikdltdk. Ezen gének
kézUl sok nyilvanosan is beszerezhetd olyan deponaldktdl, mitn
az American Type Culture Collection (ATCC) vagy szamos
kereskedelemi forrdsbdél is. A jelen taldlmédnyban hasznos és a
nyilvanosan nem beszerezhetd bioldgiailag aktiv molekuléakat
kddold gének standard rekombindns DNS mddszerekkel - mint
példaul PCR amplifikacidéval, genom és cDNS koényvtdr barmilyen
kdzzétett szekvencidbdl szarmazd oligonukleotid prdbdkkal vald
szkrinelésével is kinyerhetdk. A biocldgiailag aktiv molekuldkat
kdédold barmely ismert gén felhaszndlhatd a jelen taldlményban.
Lasd példaul az 5,049,493 szami US szabadalmat; Gage et al.,
5,082,670 gzamd US gzabadalmat; és az 5,167,762 szami US
szabadalmat.

Egy kérdéses gén (azaz egy a megfeleld bioldgiailag aktiv
molekulat kédold  gén) egy megfeleld expresszids vektor
kldénozasi helyére inzertadlhatd standard technikdk segitségével.
Ezek a technikdk jél1 ismertek a tudomany e tertletén képzett
szakemberek szamiara.

A kérdéses gént tartalmazd expresszids vektor ezutdn a

jelen taldlmany mbédszerében haszndlandd sejtvonal
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transzfektdldsara haszndlhatdé. A standard transzfektdlasi
médszerek, mint a kalcium foszfat ko-precipitdcid, a DEAE-
dextran transzfekcid, a lipid &altal koézvetitett mdbdszerek vagy
az elektroporacidé is felhaszndlhatdk.

A Jjelen taldlményban az osztddd sejtek szaporodasénak
szabalyozasadra szolgdldé mddszereket biztositunk, ahol a

szaporodadas és a differencidlddas  kozdtti  egyensily  dgy

szabalyozhatd, hogy differencidlt, mnem osztddd bedgyazott
sejteket Dbiztositson a BAO-n beltil. Olyan mbédszert is
biztositunk, mely az osztddd és a nem opsztddd sejtek

szaporodasanak szabdlyozasat is biztositja, ahol a BAO-n beluli
sejt eloszléas és sejtszéam kerlil szabalyozasra, ami a nekrotikus

sejt magok képzddését és a cellularis hulladékot csdkkenti.

A proliferacid és a differencialddas génsebészeti szabdlyozasa

A jelen tal&lményban mdbdszereket és készitményeket
biztositunk a sejt szaporodas szabalyozdsira a sejtek genetikai
megvaltoztatasa révén egy olyan terméket kédold gén
segitségével, mely a sejtproliferacidt vagy differencidldédast
befolyasolja.

A jelen taldlmédny egy aspektusa szerint a feltételesen
(feltételtdl fliggd) immortalizalt (halhatatlanna tett)
sejtvonalak kertilnek felhasznalasra a BAO-ban todrténd
szaporodds szabdlyozasanak elérése céljadbdl. A primer sejteket
egy proliferacidt eldsegitd terméket kbé6dold génnek
transzformaljuk. A proliferacidt eldsegitd gén mikddBképesen
kapcsolddik egy szabalyozhatdé prométerhez. Az immortalizalt

sejtek eldallitasara szolgadld Land et al., &ltal (Nature, 304,
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pp. 596-602, 1983), vagy Cepko &ltal (Neuron, 11, pp. 345-53,
1988) leirt technikdk rutinszerlen mddosithatdék a feltételesen
immortalizalt sejtek létrehozdsa cé&ljabdl.

Ezen médszer szerint, a sejt proliferidcid (példaul a
mitdézis) a proliferdcidt eldsegitd gén, mint példaul egy
onkogén (péladul a c-myc, v-mos, v-Ha-ras, SV40 T antigén, az
adenovirusbdél  szarmazd E1-A) csbkkentett  expresszidjaval
gatolhatd vagy korlatozhato. Az onkogén csoOkkentett
expresszibja az onkogén expresszidjidt i1ranyitd promdter lefelé
hatd szabdlyozédsaval, ©represszidjadval vagy inaktivalasaval
érhetd el, ha a BAO-t 1in vivo egy gazdadba implantaljuk. A
felfelé hatdé szabalyozas, a szabilyozhatd promdter in vitro
aktivalasa vagy derepresszdldsa a proliferdcidt eldsegitd gén
expresszidjat eredményezi, igy lehetdvé teszi a sejt in vitro
proliferdcidéjat. A megfeleld prombéterek azok, melyek in wvivo
lefelé hatdan szabalyozhatdk, ideértve példaul a
gltikokortikoidra reagald promdbtereket, mint a PNMT (Hammang et
al., Neuroprotocolsa, 3, pp. 176-83, 1993) és az interferonra
reagald ("INF") promdtereket, mint az Mxl (Hug et al., Mol.
Cell. Biol. 8. pp. 3065-79, 1988; Arnheiter et al., Cell, 52,
pp. 51-61, 1990), a retrovirdlis hosszl termindlis ismétlési
promdtereket, a tetraciklinre reagdld promdtereket, péladul a
lac prombdtert és az inzulinra reagadald promdtereket. Lasd
McDonnell et al., WO 93/23431. El kell fogadni, hogy a promdéter
kivadlasztdsa a tervezett implantéciés helytdl fligg. Igy példaul
a glukokortikoid vagy IFN-re reagdldé promdterek hasznosak, ha a
taldalmany szerinti implantacidt az agyban végezzlk, mivel a
glukokortikoid és/vagy az IFN mennyisége nagyon alacsony az

agyban. Igy ezektdl a prombéterektdl nem varhatd, hogy az
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onkogének jelentds szintl expresszidjat fogjadk iradnyitani a BAO
agypba vald implantacidjakor.

Egy megvaldsulasban a feltételesen immortalizdlt sejtek
Ggy hozhaték 1létre, hogy egy onkogént egy szabdlyozhatd
prométerhez kapcsolunk mikdddképesen. A promdtert aktivalijuk
vagy egy koétd protein jelenlétében felfelé hatban szabdlyozzuk.
A koétd protein termelése Ggy szabdlyozhatd, ha a ko6td proteint
kédold gént mikdddképesen egy tetraciklinre reagdld promdterhez
kapcsoljuk.

Példaul egy megvaldsuldsban egy a tet represszor
expresszidt iranyitd konstitutiv promdtert tartalmazd
transzformalt sejtet tervezink. A sejt tovabba tartalmaz egy a
CMV-IE promdterhez miikddoképesen kapcsolddd heteroldg gént is.
Ha a CMV-IE prombdtert egy tet operator szekvencia hatdrolja az
ezen prombéterbdl tdérténd expresszid kikapcsolhatd a tet
represszorral. A tet jelenlétében transzkripcid fog
bek&dvetkezni, mivel a tet a tet represszorral kapcsolddik
lehetdvé téve, hogy mas transzkripcids faktorok is a CMV-IE
prombéterhez kapcsolddjanak. Az ezen megvaldsulds szerint az
onkogén csupan csak akkor expresszalddik, ha tetraciklin van
jelen. Igy a sejtek in vitro szaporithatdk tetraciklin
jelenlétében.

Az implantacid eldtt néhany nappal a tetraciklin
eltadvolithatd a transzgén expresszidjanak csdkkentése céljiabdl
és 1igy ennek megfelelden a BAO-ban a sejt proliferédcid
csdkkentése vagy ledllitasa célijabdl.

Egy specifikus, a feltételesen immortalizdlt sejteket
alkalmazdé megvaldsuldsban a szaporodds ellendrzése Ugy érhetd

el, ha az Mxl promdétert alkalmazzuk. Az Mxl gén egy olyan
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proteint kdédol, mely az influenza A-val és B-vel szemben
biztosit rezisztenciat. Az Mxl gént szorosan szabalyozza ennek
promdétere. Interferon ("IFN") hianyaban a gén nem
expresszaldédik és a gén IFN-alfa és IFN-beta jelenlétében
indukadlhaté. Arnheiter et al., (Cell 52, pp. 51-61, 1990) az
Mx1l transzgenikus egér létrehozdsdrdl szamolnak be, mely szamos
szbvetben a tarnszgén interferonnal induk&lhatd expresszidjat
mutatja. Az SV40 nagy T-antigén szamos szdvetbdl szarmazd sejt
transzformédlasadra és immortalizdlasara képes.

Egy megvaldsuldsban az egér Mxl promdter az SV40 korai
régiéval fluziondltathatdé és a kiméra gén transzgenikus egerek
létrehozasdra hasznadlhatdé. Az Mxl prombéter elemek 4&ltal
biztositott szigord szabialyozas lehetdvé teszi az onkogén
szbvetekben vagy a transzgenikus &allatokbdél szarmazd sejt
tenyészetekben valdé expresszidjanak szabilyozasat, igy lehetdvé
téve feltételesen immortalizdlt sejtvonalal 1létrehozasat.

Az IFN-alfa wvagy IFN-beta Jjelenlétében az ily mddon
termelt sejtvonalak aritmetikusan bdvithetdk, mint a legtdbb
sejtvonal esetében. A sejtosztddads az IFN-alfa vagy az IFN-beta
eltavolitasaval megallithatd akar a bekapszulazads eldtt, akar a
bekapszulazas utan. Egy eldnyben részesitett megvaldsuldsban a
neurdlis toérzs sejtek (neurosférdk) az Mx1-SV40 T-antigén
szerkezetet tartalmazd transzgenikus egerekbdl A&allithatdk eld
Weiss (PCT/CA 92/00283) mddszerét haszndlva. Az 1igy nyert
feltételezetten immortalizadlt neuralis tdérzs sejtvonal ezutéan
bekapszulazhatd és egy gazddba implantalhatd in vivo.

Tovabba, tetszés szerint a feltételezetten immortalizdlt
neuralis tobrzs sejt vonal tovabbi genetikai mddositasnak

vethetd ala barmilyen szami névekedési faktor vagy
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neurotranszmitter molekulédk standard technikakkal vald
felszabaditdsa céljabdl. Ebben a megvalésulasban mds IFN-re
reagdld promdter molekuldk @ is felhasznéalhatodk. Ezek a
promdterek magukba foglaljdk a metallotioneint, a H-2KP-t, a H-
2Dd—t, a H-2Ld-t, a HLA-A3-at, a HLA-DRalfat, egy HLA I-es
osztalyld gént, a 202-0t, az 56K-t, a 6-16-ot, az IP-10-et, az
ISG15-6t, az ISG54-et és a 2',5'-oligo(A) szintetdzt. Lasd Hug
et al., Mol. Cell. Biol. 8. pp. 3065-79, 1988).

Ez a megvaldsulids kUldéndsen o1 illik a BAO-ba
bekapszulédzandd sejtekhez az agyba vald implantédcid esetére. Az
IFN-alfa és az IFN-beta agyban keringd szintjei elegendden
alacsony szintliek ahhoz, hogy az Mxl prombéter altal irényitott
transzkripcids aktivitds ne legyen elegendd a sejt proliferaciéd
eredményezéséhez. Az alapitd transzgenikus 4llatokban, a T-
antigén expresszidja szamos szdvetben indukdlhatd, azonban az
onkogének természetes expresszidjat csak a timuszban figyeltik
meg. Azonban, az onkogén timuszos expresszidja egy viszonylag
gyakori jelenség az SV40 koral régidt expresszald transzgenikus
dllatokban. Igy a szignifikdns onkogén expresszié hidnydban a
sejtek in vivo kézel nyugalmi dllapotban tarthatdk.

Egy masik megvaldsulas azt a megfigyelést hasznositja,
mely szerint a sejt génsebészethez in vivo alkalmazott,
felhaszndlt hagyomdnyos vretroviralis fertdzési technikakban
retrovirdlis, példdul a hossz( termindlis ismétlési ("LTR")
prométer kertl felhaszndldsra. Lasd példaul Gage et al.,
5,082,670 szadmd US szabadalom). Az ezen prombdterek 4&ltal
iranyitott gének expresszidjat in vivo tipikusan lefelé hatdan
szabadlyozzuk. Az az elképzelés, hogy ezt a lefelé hatd

szabalyozast a keringd citokinek kozvetitik. A jelen taldlmany
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kihaszndlja a retrovirdlis gének ezen normidlisan karos lefelé
haté szabalyozasat a sejtek proliferdcidjanak csodkkentésére
vagy megallitasara, ha a sejtek a BAO-ba vannak bekapszulazva
€s in vivo implantédlt &llapotban vannak. Ebben az esetben egy
immortalizald gént (onkogén) irdnyitunk az LTR-b3l. Ez a gén
fogja immortalizdlni a sejteket, mig ezeket in vitro
fenntartjuk és Dbovitjlik. Az implantédcidé utédn a citokinek
jelenlétében az "immortalizild" onkogén lefelé szabdlyozddik a
proliferacid csdkken vagy ledll és a sejtek nyugalmi &llapotba
kertilhetnek a készlléken belil.

Az ezen megvaldsulas szerint a feltételezetten
immortalizalt sejtek retroviralis fertdzéssel vagy egy
retroviralis prombéterhez, péladul az LTR promdterhez
mikdddképesen kapcsolddd onkogént (példdul c-myc, v-mos, v-Ha-
ras, SV40 T-antigén, adenovirusokbdl szdrmazd El1-A) tartalmazd
cDNS-sel toérténd DNS transzfekcidval &llithatdk eld. A jelen
taldlmanyban a Moloney patkdny leukémia virus (MLV), a Rous
szarkoma virus (RSV) és az egér emld tumor virus (MMTV)
promdter szekvencidkat részesitjik eldnyben.

Ezek a transzformdlt sejtek normdlisan expresszaljak az
onkogént in vitro. A sikeresen transzformdlt sejtek szaporodnak
a tenyészetben megalapozott tenyésztési technikikat alkalmazva.
Az LTR-transzgén expresszid stimuldlhatd a dexametazon vagy
epidermdlis névekedési faktor hozzdadasdval a transzformalt
sejtek tenyésztéséhez szlkséges 1idd lerdviditése céljabdl. A
sejtek citokineknek példaul gamma interferonnak (IFN-gamma),
TNF-alfa és transzformald ndévekedési faktor-bétdnak (TGFbeta) a
eldnydsen napokkal a bekapszuldzas és implantdcid eldtt tdrténd

kitevése révén a mitdzis csdkkenthetd az LTR &ltal irdnyitott
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transzgén expresszid gatlasaval. Schinstein and Gage Moleccular
and Cellular Approaches to the Treatment of Neurological
Diseases, 71, ed. Waxman, S.G. 1993; Seliger et al., J.
Immunol. 141, pp. 2138-44, 1988; Seliger et al., J. Virology,
61, pp. 2567-72, 1987; Seliger et al., J. Virology, 62, pp.
619-21, 1988.

A fenti mdédszerrel barmely megfeleld sejt feltételezetten
halhatatlanna tehetd. A tudomdny e terlletén Aatlagosan képzett
szakember meghatdrozhatja egy adott sejttipus alkalmassagat a
feltételezett immortalizdcidhoz, a tudomdny e teriiletén ismert
szkrinelési médszereket hasznalva, ideértve a jelen
taldlmanyban biztositott mbédszereket.

Médszereket biztositunk az immortaliz&dlt sejtvonalak vagy
mas folyamatosan szaporodd sejtek szaporoddsénak szabidlyozdsara
oly mbédon, hogy ezeket a sejteket Ugy transzformdljuk, hogy
tumor szupresszor géneket, pé&laddul a p53 gént, vagy az RB gént
tartalmazzédk, a proliferdcié megallitédsa vagy csdkkentése
céljabol. A  tumor szupresszor génekrdl vagy az anti-
onkogénekrél 1dgy vélik, hogy szaporodast kényszeritd gének.
Lasd példaul Weinberg, Neuron, 11, pp. 191-96, 1993. Pé&ldaul
egy vad tipusi pb53-aktivalt 1l-es fragment (WAFl) szupresszalni
képes a tumor sejtek szaporodasat tenyészetben. Az az elmélet,
hogy a p53 protein &ltal indukdlt gének koézvetithetik ennek
tumor szupresszorkénti bioldgiai szerepét. El-Deiry et al.,
"WAFl, a Potential Mediator of p53 Tumor Suppression", Cell, 75
pp. 817-825, 1993. A WAF1l génre CIP1 génként 1is szoktak
hivatkozni. Mas p53 alatl koézvetitett szaporodast gatld gének
k6ézé tartoznak a GADD45 és a GADD153 (vagy CHOP). Lasd Ron,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, pp. 1985-86, 1994). A fent
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megtargyalt heteroldég DNS-sel to&rténd sejt transzformaldsi
standard technikak a taldlmanyban is felhasznilhatdk.

Egy megvaldsulds szerint az immortalizdlt sejteket vagy a
folyamatosan szaporodd sejteket egy szabdlyozhatd promdterhez
mikdddképesen kapcsolddd tumor Szupresszor génnel
transzformaljuk. Egy megfeleld szabidlyozhatd vagy indukalhatd
prométer alkalmazdsa lehetdvé teszi a lefelé szabdlyozandd vagy
"kikapcsolandd" transzgén expresszidjadt, ha a transzformalt
sejteket in vitro tenyésztjlik, lehetdvé téve igy az expanzidt.
A bekapszulazéas és az implantéacid soran a promdter
"induk&aldédik™ vagy felfelé szabalyozddik és a tumor
szuppresszor gén expresszidja bekdvetkezik, csokkentett vagy
gatolt sejt proliferacidét eredményezve.

A  tirozin hidroxilaz és az eritropoietin promdterek
hasznosak lehetnek a jelen talédlmany ezen aspektusdban. Ezek a
prombdterek tipikusan "lefelé szabalyozddnak" magas 0o
kérilmények kodzdtt, mint amelyek in vitro kédrtlmények kozdtt
fordulnak el3, de alacsony Oy kérulmények kézott, mint

amilyenekkel a sejtek egy BAO-ba vald bekapszulédzaskor és egy

gazdéba vald implantacid soran talalkoznak, "felfelé
szabalyozddnak" .
Ezenkivil, a megfeleld kapcsolt vagy depresszalhatd

prombéter rendszerek alkalmazhatdk a proliferdcid-szuppresszald
gének kivant szabalyozasédnak elérése ccéljabél. Egy ilyen
megfeleld rendszer péladul magdba foglalja az APl promdter és a
lac operdtor/PGK1l promdter rendszer (Hannan et al., Gene 130,
pp. 233-39, 1993, irtdk 1le) alkalmazdsat. Az APl promdter
mikdddképesen kapcsolddik a lac represszor génhez. A lacO (lac

-

operator) és a 3-foszfoglicerat kinaz (PGK1) prométer
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mikoddképesen kapcsolddik a proliferdcid-szuppresszald génhez.
Az exogén forbol észter in vitro hozzdadasa indukalja az AP1
promdtert, ami a lac represszor  protein expresszidjat
eredményezi. A represszor protein jelenlétében a lacO-PGK1
prombter szerkezet represszalddik és nem kdvetkezik be a
proliferacid-szuppresszald gén expresszidja. In vivo a forbol
észter hidnya&ban a represszor protein nem expresszalddik, a
lacO-PGK1 promdter depresszalddik és a proliferacio-
szuppresszald gén expreszilddik.

Egy mddszernek megfelelden egy megfeleld sejtet egy a
differencialddast indukald terméket kédold génnel
transzformalunk. Ez a differencialddas indukald gén
mikdddképesen kapcsolddik egy szabalyozhatd promdbterhez. Ezen
mbédszer szerint a differencidlédast indukaléd gén a
bekapszuldzas és az in vivo gazadba toérénd implantacid soran
expregsszalddna. Azonban, az expresszid in vitro lefékezhetd
vagy gatolhatd a szabalyozhatd promdéter megfeleld lefelé hatd
regulacidjaval, represszidéjéaval vagy inaktivaléasaval, igy
lehetdvé téve egy kivant sejt vagy sejtvonal in vitro
expanzidjat. Ez a mddszer alkalmazhatd osztddd sjetekkel, vagy
immortalizalt primer sejtekkel is. A nagy mobilitdsd csoport
kromoszdémalis 1l4-es protein, a "HMG", egy olyan génre példa,
mely részt vesz a sejtek differencidldédaséanak szabilyozasiban.
Barmilyen in vivo felfelé szabdlyozott megfeleld promdter, mely
azonban in vitro "kikapcsolhatd" vagy 1lefelé szabalyozhatd
felhaszndlhaté ebben a megvaldsuldsban, amint azt korabban
emlitettik proliferacidt lefékezd génekkel kapcsolatos

alkalmazds soran. Ezenkivil, barmely megfeleld depresszalhatd
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prombter rendszer alkalmazhatd, a fent megtargyaltak szerint, a
tumor szuppresszor gén expresszid szabialyozasaban.

A  szaporodas szabdlyozasdnak egy masik mddszerében
antisense RNS-t vagy DNS-t vagy ezek szarmazékat haszndljuk. Az
antisense RNS wvagy DNS egy egyszalid nukleinsav, mely
komplementer egy gén kédold szadlaval vagy az ezen gén
transzkripcidjabdl szarmazd "kddold" mRNS-sel. Ha az antisense
RNS ugyanabban az iddben van jelen a sejtben, mint az mRNS, az
antigsense RNS az mRNS-hez hibridizadldédik egy kettds szélat
létrehozva, melyet azutdn a riboszdémdk nem transzldlhatnak
protein eldallitds céljabdl. Antisense RNS adhatd a sejteknek
vagy mikroinjektélason vagy a tapkdzeghez vald Omlesztett
formdban vald hozzaadason keresztll. A jelen taldlmany eldnyben
régszesitett mbédszere a célsejtek eukaridta expresszids
vektorral vald transzfektdladsdra iranyul. Neckers et al.,
"Antisense  Technology: Biological Utility and Practical
Considerations", Am. J. Physiol., 265 (Lung Cell. Mol.
Physiol., 9) pp. L1-L12, 1993.

Ezen megvaldsulds szerint egy proliferacid-t indukald
génhez vagy egy tumor szuppresszor génhez vald antisense RNS-t
kédold antisense gén mikdddképesen kapcsolhatd egy indukalhatd
promdterhez. Ha a prombéter  indukdlddik  antisense RNS
termelddik. Ha a transzformdlt sejtek egy proliferacidt
indukdld® gént tartalmaznak, az ezen megvaldsulads szerint, az
antisense RNS termelés megadllna, vagy 1in vitro lefelé
szabidlyozddna, lehetdvé téve a sejt expanzidét és in vivo
felfelé szabalyozddna a proliferdcié megszlintetésének vagy

csdkkentésének elérése céljabdol.
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Masik lehetdségként, ha a transzformadlt sejtek egy tumor
szuppresszor gént tartalmaznak, az antisense RNS termelése
felfelé szabalyozddna in vitro és lefelé szabdlyozddna in vivo
a kivant szaporodasi kontroll elérése céljabél.

Ezenkivil, antisense technoldgia alkalmazhatd barmilyen a
proliferacidhoz vagy a differencialdédéashoz alapvetd fontossagd
terméket kodold génhez vald antisense gén megszerkesztéséhez.
Az antisense gén expresszidjanak megfeleld indukcidja lehetdvé
tenné a tudomdny e terltletén Aatlagosan képzett szakember
szamara, hogy megvalbsithassa a taldalmany szerinti
bekapszuléazott sejtek kivant szaporodasi szabdlyozasat.

Eldnyben részeslUl egy szabalyozhatd promdter/gén szerkezet
alkalmazasa, mely in vivo manipuldlhatd abban az esetben, ha ez
szlkségessé valik vagy tovabbi in vivo sejt proliferacidt
szandékozunk indukalni. Példaul a kordbbiakban megtirgyalt
Mx1/SV40 szerkezetben IFN adhatd lokdlisan vagy szisztémdsan az
onkogén expresszidé indukélésa cé&ljabdél. Az in vivo BAO-ban levd
sejt osztddas ndvekedése kivanatos lehet a sejtszam ndveléséhez
a BAO-n bellli elhalt sejtek pdtlasa céljabdl, vagy a BAO-bdS1
szarmazd kivant bioldgiailag aktiv molekula mennyiségének

novelése elérése céljabdol.

A szaporodas és a differencialédas szabalyozasanak

megvaldsitasa kémial vegylletekkel

A jelen taldlméany mddszereinek megfelelden a sejtek olyan
kezelésnek vethetdk alada, mely gatolja a proliferacidét wvagy
indukadlja a differenciildédast. Néhany mdbdszerben a kezelés egy

kémiai vegyllet vagy nodvekedési faktor biztositasat foglalja
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magaba. Mas mdbdszerekben a kezelés egy kémial vegyllet vagy
ndovekedégi faktor eltavolitasat jelenti a szaporitd
tapkdzegbdl. A kezelés bek&évetkezhet a BAO-ba vald
bekapszulazas eldtt vagy utan, eldnydsen a bekapszuldzads eldtt.

A haszndlt protein, vagy kémiai vegyllet a sejttipustdl és
a tervezett hatdstdél flgg. A tudomdny e terlletén &tlagosan
képzett szakember egy adott sejttipust rutin technikdkkal
szkrinelhet annak é&rzékenységére, egy vegyllet, vagy protein
szelektédlasa céljabol.

Egy mddszer szerint a sejt eloszlast egy olyan kezeléssel
lehet szabalyozni, mely magédba foglalja egy proliferdcidé-t
indukald kémiai vegyllet vagy ndvekedési faktor sejt szaporitd
tapkdzegbdl vald eltavolitasat. Egy megvaldsulasban a

névekedési faktorok, mint péladul az epidermalis ndvekedési

faktor ("EGF"), a transzformald ndvekedési faktor alfa ("TGF-
alfa"), az amfiregulin vagy barmely més megfeleld anyag
felhaszndlhatd® a tdrzs sejtek vagy utdd sejtek - ideértve az

Pe

embriondlis szimpatikus ganglionok és immortalizdlt atéd
sejtekbdl szarmazd sejteket, eldnydsen a neurdlis tdrzs
sejteket (Weiss, PCT/CA 92/00283) - proliferacidéjanak
indukéalasara. Ez lehetdvé teszi a neurondlis prekurzor sejtek
in vitro biztositaséanak fenntartdsat és expanzidjadt. Ha ezen
proliferdacidt indukald ndvekedési faktorok hiadnyédban végezzik a
bekapszulazast, a neuranalis prekurzor sejtek osztddasa és
differencidlddasa csdkken.

A neurondlis prekurzor sejtek tovabbi differencidlddasra
indukdlhatdk kezeléssel, példaul forbol é&szteres, vagy egy
roégzitett szubsztaron vald ndvekedéssel, ideértve az ionosan

tdltéssel rendelkezd felszineket, mint példdul a poli-L-lizint
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és a poli-L-ornitint és mds hasonld vegylleteket. A
differencidalddas indukalhatdé az FGF csaldd egyik tagjaval vald
kezeléssel 1s, az Ip et al (WO 94/03199) &altal leirt faktor
csalédokba tartozd cilidris neutrotdf faktor (CNTF) vagy ideg
noévekedési faktor (NGF) csalad legaldbb egy tagjaval
kombinadcidban.

Egy masik megvaldsulédsban a sztrdmdban termelt sokvonald
ndévekedési faktor, melyet "hizdsejt ndvekedési faktornak",
"tdrzs sejt faktornak", "c-kit-ligandumnak" vagy "acél
faktornak" is hivnak, felhaszndlhaté a hematopoietikus todrzs
sejtek proliferdcidjénak indukéléasara. Az osztddd sejtek
biztositasanak fenntartasdhoz a hematopoietikus tdrzs sejteket
a hizdsejt ndvekedési faktor Jjelenlétében tenyésztijik. A
proliferacid lefékezéséhez vagy csoOkkentéséhez a hizdsejt
névekedési faktort eltavolitjuk a tenyésgsz tapkdzegbdl. Ezt
megtehetjik a Dbekapszulédzas eldtt és utdn, eldnydsen a
bekapszulazas eldtt.

Mas sokvonalli névekedési  faktorokra - - melyek a
proliferdcidt indukaljdk - szolgdld példak kodzé tartoznak az
interleukin-3 és a granulocita-makrofag telep stimuldldé faktor.
A hizdsejt ndvekedési faktor hatéssal lehet a sejt szaporodasra
mas sokvonald névekedési faktorral kombindcidban, vagy vonal
specifikus nodvekedési faktorokkal kombinacidéban, péladul az
eritropoietinnel. Példaul a hizdsejt ndvekedési faktorrdl dgy
vélik szinergikusan hat az IL-3-mal az erdsen disitott patkany
hematopoietikus torzs sejtek proliferacidjanak és
differencidlddasanak indukalaséban. Galli et al., "The Biology

os Stem Cell Factor, a New Hematopoietic Growth Factor Involved
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in Stem Cell Regulation", Int. J. Clin. Lab. Res. 23, pp. 70-
77, 1993.

A jelen taldlmany egy masik mbédszerében a BAO-n beltili
sejt eloszlas szabalyozasat Ggy lehet elérni, hogy olyan kémiai
vegyliletet vagy ndvekedési faktort biztositunk, melyek gidtoljak
a sejt proliferdcidt wvagy indukaljadk a differenciilédast.
Barmilyen proliferacidét gatld vagy differencidldéddast indukald
vegyulet felhasznalhatdé ezen mddszer szerint. A tudomdny
terlletén atlagosan képzett szakember rutinszerlien szkrinelheti
az adott vegyuletet, hogy meghatédrozza egy adott sejt tipus
esetében a proliferdcidra vagy a differenciildédasra kifejtett
hatédsanak hatékonysagat.

Egy mésik megvaldsulasban a citokinek, ideértve példaul a
transzformald néovekedési faktor betal-et (TGFbetal),
felhasznalhatdk a sejt proliferédcid gatlasara vagy lefékezésére
vagy a sejt differencialddas indukdlasdra. PELldaul, a BHK
sejtek csdékkentett proliferacidja és fokozott differencidlddisa
elérhetd a TGFbetal-nek és aszkorbadtnak vald kitevéssel.
Hasonloképpen, a TGFbetal felhaszndlhatd a fibroblaszt sejtek a
differencidlédas indukélasédra valamint a keratinocitdk és
endotelialis sejtek szaporodasdnak inhibitoraként. Phillips et
al., "Ascorbic Acid and Transforming Growth Factor-betal
Increase Collagen Biosynthesis via Different Mechanisms:
Coordinate Regulation of Proalfal (I) and proalfal(III)
Collagens" Archives of Biochemistry and Biophysics, 195, pp.
397-403, 1992.

Egy masik megvaldsulédsban a TGFbetal, szerotonin vagy az
FGF hasznalhatd a neuroendokrin sejtek szaporodasanak

szabdlyozasara. A neuroendokrin sejtek szaporodasa
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szabalyozhatd sajat termékeikel is autokrin mdédon. A TGFbetal
egy autokrin szaporodas-gatld faktor a humdn hasnydlmirigy
karcinoid sejtjei (BON) szamdra, mig az FGF és a szerotonin
autokrin szaporodas stimuléaldé faktorok. A TGFbetal BON sejtek
szaporodasara kifejtett gatldé hatédsa megfordithatd szerotonin
hozzdadésaval. Townsend Jr. et al., "Studies of Growth
Regulation in a Neuroendocrine Cell Line" Acta Oncologica, 32.
pp. 125-130, 1993.

Szamos mas kémiai anyag 1is felhasznalhaté a jelen
taldlmany mddszerei szerint a sejtek proliferacidjanak
lefékezésére vagy gatléasara vagy a differencidlédas
induké&lasara. Ezek k&é6zé a kémial anyagok kézé tartoznak a
mitomycin C, az 5-bromo-dezoxiuridin (BrdU), a prosztaglandin
Eq (PGE7), a dibutiril cAMP, az 1l-beta-D-arabinofuranozil
citozin (Ara-C) a nikotinamid, és a heparin. A mitomycin
k1ldondsen alkalmas lehet a bekapszuldzott betaHC sejtvonalak
proliferaciéjanak szabdlyozaséra. Lasd példaul Radvanyi et al.,
Mol. Cell. Biol., 13, pp. 4223-27, 1993.

Néha kémiai anyagok kombin&ciéjat alkalmazzuk. Az IMR-32
humén neuroblasztoma sejtek in vitro differenciilddéasra
induké&lhatdék, ha mitomycin C-vel és BrdU-val vagy PGEj-gyel és
dibutiril cAAMP-vel (dbcAMP) kezeljuk. Gash et al., "Amitotic
Neuroblastoma Cells Used for ©Neural Implants in Monkeys"
Science, 233, rP.- 1420-22, 1986. A humén embrionalis
rhabdomyoszarkoma sejtvonal Ara-C-vel vald eldkezelése jelentds
in vitro szaporodads gatlast, in vivo, pedig a tumorigenicitéas
elvesztését, és egy még differencidltabb fenotipust eredményez
még a vegylulet eltavolitadsa utadn is. Crouch et al., "Ara-C

Treatment Leads to Differentiation and Reverses the Transformed
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Phenotype in a Human Rhabdomyosarcoma Cell Line", Experimental
Cell Research, 204, pp. 210-16, 1993. A nikotinamidrdél (NIC)
Ggy vélik induk&lja a humédn magzati hasnyd&lmirigy sziget sejtek
differencialddasat és érését. Otonkoski et al., "Nicotinamide
Is a Potent Inducer of Endocrine Differentiation in Cultured
Human Featl Pancreatic Cells" J. Clin. Invest. 92. pp. 1459-66,
1993.

A dbcAMP hozzdadasa esetében arrél szamoltak be, hogy a
fejlddd szdvetek differencialddasat befolyasolja. Példaul a
dbcAMP-r31 1Ugy vélik mddositja az asztrocita prekurzorok
differencidldédasat, a PCl2 sejtekben indukalja a neurit
képzddését és stimuldlja a Schwann sejt proliferdcidt. Baron-
Van Evercooren et al., "Schwann Cell Differentiation in vitro:
Extracellural Matrix Deposition and Interaction", Dev.
Neurosci. 8, pp. 182-96, 1986. Hasonldképpen a Schwann sejtek
differencidlédasa indukdlhatd az aszkorbiatnak vald expozicidval
is. Ibid.

Tovabba, szialoglikopeptid ("SGP") molekuldk hasznilhatdk
a sejt proliferacid gatléasara vagy lefékezésére. PEéldaul egy
intakt szarvasmarha cerebrdlis kortex sejtekbdl izolalt 18 kDa
méret sejt felszini szialoglikopeptid lefékezi az
exponencidlisan szaporodd Swiss 3T3 sejtek proliferacidjat.
Lasd példaul Toole-Simms et al., Jour. Cell. Physiol., 147, pp.
292-97, 1991; Fattaey et al., Exp. Cell. Res., 194, pp. 62-68,
1991. Szamos transzformalt és nem transzformdlt sejt tipusrdl
kimutattdk, hogy fogékonyak néhadny SGP-vel szemben. Ezek kdzé a
sejtek k&ézé tartoznak a gerinces és gerinctelen fajok széles

k&rébdl szarmazd epitelidlis-szerl és fibroblaszt sejtek. Lasd
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példaul Fattaey et al., Jour. Cell. Physiol. 139, pp. 269-74,
1989., mely a hivatkozas révén részét képezi a taldlménynak.
Méltanyolni fogjdk, hogy a korédbbiakban bemutatott néhany
kezelés «csupan Aatmeneti hatdssal van a proliferdcidra és
differencidldédéasra. Ezekben az esetekben kivdnatos lehet egy
folyamatosan Ujrafeltdltdtt vegylilet vagy ndvekedési faktor
forrdst biztositani a bekapszuldzott sejtek szadmdra ha egy
gazdaba in vivo implantéléasra kertlnek. Ez egyltt jarhat egy
névekedési faktor vagy vegylilet bioldgiailag lebonthatd polimer
nem cellularis forrasanak hasznadlatdval, vagy a ndvekedési
faktor, vagy vegyllet cellularis forrasanak egylttes
bekapszulazasaval, vagy barmely mas megfeleld eszkdz
alkalmazasaval. Lasd példaul az 5,106,627 és 5,156,844 szamu

US szabadalmakat.

A szaporodas szabalyozasa besugarzassal

A sejt proliferdcid szabadlyozhatdé a sejtek egy megfeleld
dézisld besugarzasnak - példaul rdéntgen sugdrzas, ultraibolya
(UV) sugarzéas és mas hasonld sugarzdsok - vald kitevésével.
Amikor a sejteket besugarzasnak vetjiuk ald, ezek sejtcikluson
keresztlili ateséslik gatolhatd. A kritikus dézis ardny, vagy a
minimum dézis arany a tudomany szamdra ismert mbddszerekkel
meghatarozhatdé egy adott sejt tipusra. Lasd példaul Stanley and
Lee, Radiat Res. 133, pp. 163-9, 1993; Mitchell et al., Radiat.
Res., 79, pp. 537-51, 1979, Péladul a normal humidn epidermé&lis
keratinocitdk 5 &s 10 mJ/cm? UVB-vel vald besugdrzédsa jelentds
(78%-1ig terjedd) proliferacidbeli csdkkenést eredményez a

besugarzds utan 3-5 nappal. Prystowsky et al., J. Invest.
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Dermatol., 101, pp. 54-58, 1993. Yi és munkatiarsai (Radiation
Research, 133, pp. 163-69, 1993) a rdéntgen sugdrzdsnak vald
kitettséggel tdrténd sejt proliferdcid megdllitdsdhoz szilkséges

legalacsonyabb dézis kiszadmitdsidra biztosit médszert.

A szaporodas és differencidlddas szabdlyozidsa extracellularis

matrix molekuldk felhasznaldsaval

A jelen taldlmanyban médszert biztositunk a BAO-n beluli
sejt eloszlds szabdlyozdsédra egy szaporoddsi felszin szaporodas
szabalyozd extracelludris matrixszal ("ECM") , vagy ezek
alkotdrészeivel vald wmédositdsa révén, magdban vagy egy
szaporodast szabdlyozd fizikai matrixszal vagy méds szaporodist
szabdlyozd anyagokkal kombinacidban.

E13 szdvetben az ECM szamos proteinbdl és poliszacharidbdl
jén 1létre, melyeket a sejtek szekretdlnak és az ezeket
szekretald sejtek kdézelében egy hdldzattid &4llnak d&ssze. Az ECM
molekulak kozé tartoznak a gltkdézaminogliikanok és a
proteogliukanok, mint a kondroitin szulfat, a fibronektin, a
heparin szulfat, a hialuron, a dermatédn szulfat, a keratin
szulfat, a laminin, a kollagén, a hepardn szulfat proteoglitikdn
(HSPG) és az elasztin. Kuldndsen a kollagén az ECM in vivo £
Osszetevdje. Az ECM molekuldkrdédl ismert, hogy sejt proliferdcid
csbkkenést és sejt differenciidldédas ndvekedést  okoznak.
Azonkivul, az acelluldris ECM, ha a taldlmédny mdédszereiben
kerltilnek alkalmazésra, befolyasolhatjak a BAO-ban
bekapszulazott sejtek térbeli elhelyezkedését is.

Az ECM kinyerhetd az ECM-et depondld sejtek - ideértve a

mezenhima vagy asztrocita eredetll sejteket - tenyésztésével. A
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Schwann sejtek az ECM szintetizalasara indukalhatdk, ha
aszkorbattal és cAMP-vel kezelik ezeket. Ezek az ECM
alkotdrészek hasonlitanak a Schwann sejt proliferacidt
eldsegitd alap membran egy prekurzoréara. Tovabba, az
endotelialis sejtekbdl természetesen termelt ECM és egy az
Engelbreth Holm-Swarm tumor sejtekbdl (EHS) djra
megszerkesztett alap membran gél eldsegiti a kUldnbdzd
epitelialis és endotelialis sejtek szaporodasat és
differencidldédasat. Baron-Van Evercooren et al., "Schwann Cell
Differentiation in vitro: Extracellular Matrix Deposition and
Interaction", Dev. Neurosci., 8, pp. 182-96, 1986.

Egy megvaldsulasban a szaporodas szabadlyozds a BAO-ban
levd szaporodasi felszin ECM-mel (vagy ennek szaporodast
szabdlyozd alkotdrészeivel) vald burkolasadval érhetd el. Azt
részesgsitjlik eldnyben ha a BAO-ban a szaporodasi felszint olyan
sejtekkel oltjuk be, melyek ECM-et termelnek és a sejteket
bsszeérésig szaporitjuk. Ezutdn a sejteket detergenssel és
NH4O0H-val kezeljlk. A kapott BAO-t - a szaporodasi felszinen az
acelluldris ECM boritdssal - a kivant Dbioldgiailag aktiv
molekuldt termeld sejtekkel vald bekapszuldzashoz hasznaljuk.

Egy mésik megvaldsulasban az ECM-et in vitro alapjaban
véve azonos mddon allitjuk eld, liofilezztk, fragmentdljuk és
szuszpenzidként a sejtekkel keverjik. A sejt/ECM fragmenteket
ezutadn egylttesen visszlUk be a BAO-ba.

A néhany ECM molekula jelenlétében szaporitott sejtek
csdkkent proliferdcidét és megndvekedett differencidlddast
mutatnak a hagyomanyos monoréteges tenyészetben szaporitott
sejtekhez képest. Példaul, az adrenokortikalis sejtek -

melyekrdl ismert, hogy bizonyos szteroid hormonokat, mint
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példaul aldoszteront, szintetizdlnak - csodkkent proliferdcidt
mutatnak ha in vitro kollagén gél jelenlétében szaporitijuk.
Fujiyama et al., "Influence of Extracelluar Matrix on the
Proliferation and Differentiation of Adrenocortical Cells in
Culture", Path. Res. Prect. 189, pp. 12051-14, 1993.

A Schwann sejtek is mutathatnak csdkkent prolifericidét és
megndvekedett differenciidlddast ha kollagén  jelenlétében
szaporitjuk ezeket.

Az endokrin sejtekrdl ismert, hogy in vitro akkor
differencidldédnak ha a szaporodasi felszint a IV-es tipusi
kollagén é&s HSPG kombindcidéjaval burkoljuk. A 1IV-es tipusd
kollagénre a sejt adhézidban van szukség és a HSPG a
differenciildédast indukalja. de Bruine et al., "Extracellular
Matrix Components Induce Endocrine Differentiation In Vitro in
NCI-H716 Cells" American Journal of Pathology, 142, pp. 773-
782, 1993.

A fentieket beleértve szamos ndvekedési faktor vagy kémiai
anyag adhaté az ECM komponensekhez a sejtek proliferacidjanak
és differencidlddasanak tovabbi szabalyozidsa céljabdl. A
ndvekedési faktorok in vitro a sejtekhez adhaték az implantéaciéd
eldtt vagy 1in vivo a sejtekhez adhatdk, vagy mind a két eset
alkalmazhatdé. Lasd péladul az 5,156,844 és az 5,106,627 szamd
US szabadalmakat, melyek olyan mdédszerekre utalnak, melyekkel
névekedési faktorokat szallitunk ndvekedési faktorok kdzdsen
bekapszulazott celluldris vagy nem celluléaris forréasaként.
Ezenkivil, az ECM molekuldk szarmaztathatdk  szaporodast
szabalyozd peptidekkel is ismert technikak segitségével.

Példaul a transzformdld nodvekedési faktor-beta - mely

magaban modul&dlja a sejt szaporodidst és mely reverzibilisen
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kétddik  bizonyos ECM molekuldkhoz (példaul dekorin) -
hozzaadhatd az ECM-hez az ECM moelkuldk szaporodds gatld
hatidsanak erdsitése céljabdl.

Hasonloképpen a heparinrél szintén kimutattdk, hogy
megakadélyozhatja a nem transzformdlt és a transzformalt
sejtvonalak szaporodasat. Matuocka et al., Cell Structure and
Function, 9. p. 357, 1984.

Az alap fibroblaszt nodévekedési faktorrdl is kimutattéak,
hogy fokozza az endokrin sejt differencidldddst ha ECM
komponensekkel egyltt alkalmazzadk. Léasd, de Bruine et al.,
"Extracellular Matrix Componentsg Induce Endocrine
Differentiation In Vitro in NCI-H716 Cells", American Journal
of Pathology, 142, pp. 773-782, 1993.

A novekedési faktorok a sejtekre kiUldnbdzd hatasokat
fejthetnek ki ha kildénbdzd ECM komponensekkel egyutt
alkalmazzak ezeket. P&ladul, a fibroblaszt ndévekedési faktorrdl
(FGF) kimutattédk, hogy hatékony differencidldédast eldsegitd
faktor és gyenge mitogén a lamininen szaporodd kromaffin
sejtekre nézve. Azonban, ha FGF-et adunk hozzd a kollagénen
szaporodd kromaffin sejtekhez az FGF gyenge differencidldédast
eldsegitd faktor és erds mitogén. Ezt a tulajdonsdgot mutattik
ki a ciklikus AMP analdg (8- (4-klorofeniltio) ciklikus AMP)
esetében. Chu et al., Neuroscience, 95, pp. 43-54, 1994.

Az 1. téblazat az olyan ECM molekuldk, ndvekedési faktorok
és kémiai vegylletek egy részleges listaja, melyekrdl ismert,
hogy hatéssal vannak a proliferacidéra és a differencidlddésra

bizonyos sejttipusok esetében.
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1. tébléazat: A proliferdcidét és a differencidlédést befolyasold

ECM molekulak, ndévekedési faktorok és kémiai vegylletek

Sejt tipus differencialddas
indukald/szaporodas
gatléd

Schwann aszkorbat; kollagén
(Vitrogen) ; kulti-

szférak/agardz

proliferacid

eldsegitd

TGF-beta;

dbcAMP
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fibroblasztok

micblasztok

neuralis tdrzs
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NGF; dbcAMP; SGP
TGF-beta-1; kulti-
szférak/agardz;

aszkorbat; SGP
kollagén; aszkorbat
laminin; peptid 2000

kultiszférak/peptid

2000; forbol észter;
heparin; FGF és (CNTF
vagy NGF)

humadn embriondlis Ara-C

rabdomyoszarkoma

sejtvonal

humdn magzati nikotinamid (NIC)

hasnyalmirigy

sziget sejtek

asztroblasztok dbcAMP

Swiss 3T3 SGP

adrenokortikalis kollagén

1. téblazat (folytatéas)

endokrin IV-es tipusli kollagén
+ HSPG; bFGF + ECM
komponensek

kromaffin FGF + laminin; 8-(4-

kloro-feniltio)ciklikus

AMP + laminin

.
. .
000 o000 oo

Vitrogen

EGF; DbFGF; TGF-
alfa; amfiregu-

lin

FGF + kollagén;
8-(4-klorofenil-
tio)ciklikus AMP

+ kollagén

e o
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hematopoietikus emld sejt
ndvekedési
faktor
BHK TGFbeta-1 + aszkorbat;

az E15 patkany meningedlis
sejtekbdl szarmazd ECM
keratinocitak TGFbeta-1

endotelidlis sejtek TGFbeta-1

neuroendokrin TGFbeta-1 TGFbeta-1 +
(humé&n hasnyal- aszkorbat ;
mirigy karanoid szerotonin; FGF

sejtek (BON))

humén neuro- mitomycin C +
blasztoma BrdU; PGE71 + dbcAMP
IMR-32 sejtvonal SGP

SCT-1 kollagén; aszkorbat

A BAO-n bellli szaporodéasi felszin magdba foglalja a BARO
lumin&dlis felszineit, azonkivil mas szaporodasi felszineket 1is,

mint péladul egy belsd téamasztékot, mely a BAO-n belllre

agyazhatd.
A mikrohordozdk felszint biztosithatnak a sejt
szaporodashoz. A mikrohordozdk hasznalata nagyobb

bekapszuldzandd sejtszamot tesz lehetdvé és egyenletesebb
eloszlast a BAC-n beldl, kUldndsen azon sejtek szamlra, melyek
szaporodassal kapcsolatban gatoltak lesznek. A mikrohordozdk
szdmos tipusa szerezhetd be a kereskedelemben, ideértve a
Cytodex (Sigma, St. Louis, MO) dextran mikrohordozdkat és a

CultiSpher (HyClone Labs, Logan, UT) makropdrusos zselatin
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mikrohordozdkat és az aveg mikrohordozdkat. Ezeket a
mikrohordozékat gyakran haszndljak a rb6gzités fluggd sejtek
tenyésztésére. Azon sejtvonalak k&ézé, melyekrdl kimutattak,
hogy makropordzusos zselatin mikrohordozékon szaporodnak,
tartoznak az OBHK, a BHK-21, az L-929, a CHO-K1, az rCHO, az
MDCK, a V79, az F9, a Hela és az MDBK. A mikrohordozdk
készithetdk ECM molekuldkbdl vagy burkolhaték ECM molekuldkkal
(mint példaul FACT kollagén burkolt mikrohordozdk (Solo Hill
labs, Ann Arbor, MI)), vagy acelluldris ECM molekuléakkal,
alapjaban véve a fent leirtak szerint.

Egy eldnyben részesitett megvaldsulasban a kivant
bioldgiailag aktiv molekuldkat termeld sejetek az ECM-mel
burkolt mikrohordozdé felliletekre olthatdk és a mikrohordozdkon
szaporithaték in vitro, a bekapszuldzast és az implantdcidt
megeldzden. Cherksey (WO 93/14790) a sejtek Uveg vagy mianyag
gydéngydkén vald szaporitdsara utal, majd a mikrogyéngydk ezt
kdvetd recipiens agyba vald implantécidjara.

Egy masik megvaldsuldsban a jelen taldlmany szerint, a
mikrohordozdkra oltott sejtek egy megfeleld szaporodast gatld
matrix jelenlétében szuszpendalhatdk, majd a BAO-ba
kapszuladzhaték. Az ilyen matrix anyag (példaul agardz, vagy
agar a fibroblasztok esetében; kollagén az adrenokortikalis
sejtek esetében) fizikailag gatolja a sejtek tovabbi
szaporoddsat. Ilyen hidrogél matrixokrél ir példaul Dionne WO
92/19195, mely a hivatkozds révén részét képezi a taladlmanynak.

A jelen taldlmany egy masik aspektusa szerint az agardz az
ECM helyettesitdjeként alkalmazhaté peptid szekvencidkkal vald
szidrmaztatdssal a sejtek matrixhoz vald kapcsolédasanak

befolyasolasa céljabdl. Példaul agardz hidrogélek
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szarmaztathatdk a laminin vagy fibronektin peptid
szekvencidival.

Ebben a mddszerben a sejteket a sejt adhézidban résztvevd
gejt felszini receptort felismerd peptid szekvenciaval
szarmaztatott agardézbdél &llé 3-D matrixokban szuszpenddljuk.
Szamos peptid szekvencidrdél kimutattédk (a 2-D-ben), hogy
eldsegitik a sejt adhézidt. Lasd péladul Pierschbacher et al.,
Science, 309, pp. 30-33, 1984; Graf et al., Biochemistry, 26,
pp. 6896-900, 1987; Smallheiser et al., Dev. Brain Res. 12, pp.
136-40, 1984; Jucker et al., J. Neurosci. Res., 28, pp. 507-17,
1991. A Jjelen taldlmany szarmaztatott agardéz matrixai a

megfeleld molekuldris wutasitédsokat prezentdlhatjdk a sejt

o\°

adhézidhoz a 3-D-ben. Az agardz koncentracid eldnydsen 1,25
w/v, vagy kevesebb, legeldnydsebben kdérilbeltil 1,0 %. Az RGD
tartalmi szekvencidkat (azaz az AraGlyAsp; a 2. szamd
szekvencia  AAj-ARfy-e), az YIGSR tartalmi  szekvenciadkat
(TyrIleGlySerArg; az 1. szami szekvencia AAg-AAg-e), az IKVAV
tartalmi szekvencidkat (IleLysValAlaVal; a 3. szamd szekvencia
AA{1-AAq5-e) és més hasonld szekvencidkat részesitink eldnyben.
A szarmaztatas egy bifunkciondlis parositd anyag hasznidlataval
valésithatd meg, mint példdul az 1'l karbonil-diimidazollal
vagy barmely mas megfeleld médszerrel.

Az ECM alkotdrészek helyett torténd agardz hasznidlatdnak
egy kifejezett eldnye az, hogy a természetesen eldforduld ECM
komponensek enzimatikusan lebonthatdk az idd mGlasaval in vivo,
mig az agardz nem bomlik le kénnyen. Az agardz alkalmazasa
azért is eldnyds, mert ez egy hatdrozott O&sszetételll anyag, a
Matrigélhez hasonld anyagoktdl eltérden, mely egy tumor

sejtvonalbdl szarmazik és ezért egy nem hatdrozott Osszetételd
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anyag. Specifikusan, kimutattdk, hogy a Matrigel bFGF-et - egy
szamos sejt tipus szamdra hatdsos mitogén anyagot - tartalmaz.
Az agardz egy tiszta, termoreverzibilis, poliszacharidokbdl
készitett hidrogél. Azon kivil, hogy fizikailag korlédtozza a
sejt kindvést, maga az agardz gatolja a proliferacidét és
differencialdédast indukal. Lasd, péladul Aulthouse, in
"Expression of the Human Chondrocyte Phenotype In Vitro" 1In
Vitro Cellular & Developmental Biology, 25, pp. 659-668, 1989.

Az agardz kémiailag mbédosithatd szarmazékokkal, péladul
PEO-PDMS-sel, hogy tovabb gatolja a sejt kindvést, eldnydsen a
sejtekre kifejtett toxikus hatas nélkul.

Ertékelendd, hogy a kilénbdzd sejt tipusok kiilénbdzd
érzékenységet mutatnak egy adott ECM molekuldval szemben, vagy
egy adott forras acellularis ECM-jével szemben. Lasd péladul
End and Engel, "Multidomain Proteins of the Extracellular
Matrix and Cellular Growth", pp. 79-129, 1in Receptors For
Extracellular Matrix [Eds] McDonald and Mecham, Academic Pree,
New York, 1991, mely a hivatkozads révén vrészét képezi a
talalmanynak. A tudomdny e terlUletén A4tlagosan képzett
szakember ké&énnyen  szkrinel —egy @ sejt tipust, egy ECM
molekuléaval, vagy egy specifikus forrasbdl szdrmazd acellullris
ECM molekulaval szembeni érzékenységének meghatérozasa
céljabdl, a sejt eloszléds szabdlyozasédban tapasztalhatd

hatékonysédganak meghatarozéasa cé&ljabdl.

Szaporodas szabdlyozds a BAO-ban levd szaporodéasi felszin

mdédositasaval
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Mbédszereket biztositunk a sejt szaporodds szabidlyozidséra a
BAO-ban oly mbédon, hogy kémiailag mbédositjuk a szaporodasi
felszint a BAO-ban tal&dlhatd sejtszam és sejt elhelyezkedés
szabdlyozadsa céljabdél. A mesterséges bioldgiai szerven belili
szaporodasi felszinek oly mdédon mdédosithatdk, hogy szabadlyozzidk
a sejtek szaporodasi felszinhez vald kapcsolddasadt. A BAO-n
bellili szaporodasi felszin lehet a BAO lumindlis felszine, vagy
egy belsd membran, mikrohordozdé vagy egy a BAO-ba helyezett
belsd témaszték. A mikrohordozékkal és a belsd tamaszték
megvaldésulasokkal a sejtek ezeken a szerkezeteken in vitro
tenyészthetdk, majd a BAO-ba kapszulazhatdk az implantdcid
céljabol.

A BAO membran kiUlénbdzd ismert mddszerekkel mddosithatd,
ideértve a kémiai mddositast, a karboxilsav, amin vagy hidroxil
csoportok vagy mas reakcidképes funkcids csoport létrehozasa
céljabdl, vagy mbédosithatd abszorpcidval. Ezek a reakcidképes
funkcids csoportok melyek maskildnben nincsenek jelen a polimer
gerincen, ezutan a tovabbi szarmaztatas helyeiként
hasznalhatok.

Egy megvaldsulasban a BAO lumindlis felszine Ugy
mbédosithato, hogy eldsegitse az ehhez vald celludris
kapcsolddast. A luminédlis felszinhez t&rténd szabalyozott sejt
kapcsolddas hasznos lehet a sejtek tUlélésének fokozéasa
céljabdl. A sejtek eldnydsen a membradnhoz vald kapcsolasaval a
kapszuldn Dbellili egyenletes sejt eloszlast eredményezhet
kevesebb sejttel, mint amit az immobilizalasi technikidk soréan
haszndlunk egy hidrogél szuszpenzidt hasznédlva. A kisebb
sejtszdm felhaszn&dlasa kisebb mennyiségli sejt hulladékot

eredményez. Masik eldny a téapanyagok sejtekhez vald fokozott
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diffazidéja, mivel a <sejtek szoros kbzelségben vannak a
membrannal. Ha membran mbédositast matrix anyag nélkul
haszndljuk a kapszuldban a gélen keresztlli transzporttal
kapcsolatos, wvalamint a proteinek vagy sejt termékek matrix
anyaghoz vald adszorpcidjaval kapcsolatos komplikacidk is
elkertilhetdk. A cellulédris kapcsolddas eldsegithetd a BAO
luminadlis felsgzin kiUldénbdzd molekulastlylG poli(d-lizin)-nel
vald kezelégével. A poli(d-lizin) a BAO lumindlis felszinre
adszorbealddhat egy ll-es pH értékl pufferelt oldatbdl. A
k&érilbeltl 67000 g/mol poli(d-lizin) -t részesitjuk eldnyben.

Ezenkivil azt talaltuk, hogy a peptid szarmazékok, péladul
az RGD tartalmi szekvencidk (ArgGlyAsp; a 2. szami szekvencia
AAy-AAg-e), az YIGSR tartalmid szekvenciak (TyrIleGlySerArg; az
1. szami  szekvencia  AAg-AAg-e), ideértve a  CDPGYIGSR
(CysAspProGlyTyrIleGlySerArg; 1. szamid szekvencia), valamint az
IKVAV tartalmi szekvenciak (IleLysValAlaVal, a 3. szamd
szekvencia AAj1-AAjg-e) (eldnybsen CysSerArgAlaArgLysGlnAlaAla
SerIleLysValAlaVAlSerAlaAspArg 3. szamu szekvencia), kildéndsen
hasznosak a cellularis kapcsolddas eldsegitésében. Péladul az
RGD (ArgGlyAsp; a 2. szami szekvencia AA,-AAg-e) ezen peptidek
leggyakoribbika kémiailag kapcsolhaté a BAO membranhoz ismert
technikd&kat hasznadlva. Néhany RGD (ArgGlyAsp; a 2. szamd
szekvencia  AAjp-ARg-e) tartalmi molekula  beszerezhetd a
kereskedelemben -- péladul PepTite (Telios).

Egy masik megvaldsuldsban a BAO mebran mddosithatd, hogy
gatolja a sejtkapcsoldédast példadul a PEO-PDMS vagy poli(d-
lizin) -algindt adszorpcidn keresztil. A PEO-PDMS mbédositast
részesitjik eldnyben, kiukdndsen, ha a szaporodadsi felszin

pordzus. Ez azért van 1iIgy, mert a PEO-PDMS a pdrusokon
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kereszttik diffunddl és a felszinhez adszorbedlddik ahogy
kereszttil halad a pdrusockon a hidroféb-hidrofdb k&é6tddések
révén. Kuldndésen az alacsony molekulasilyad (600-3000 g/mol)
PEO-PDMS régzesul eldnyben.

Ez a megvaldsulas kuldndsen akkor hasznos, ha a sejetket
mikrohordozdkon szaporitjuk és BAO-ba kapszuldzzuk. Ily mddon
egyenletes sejt eloszlas érhetd el, a sejtszam szabdlyozhatd és
a sejt adhézid a mikrohordozdédra korlatozhatd.

Eznekivil a sejt kapcsolddast eldsegitd és gatld anyagok
kombindcidéban is alkalmazhatdk. Példaul a BAO luminédlis
felszine a sejt kapcsolddast gatld vegylletekkel kezelhetd és a
sejteket hordozd mikroszférdk, vagy a sejteket ké&rtlvevd matrix

(ha hasznalunk ilyet) kezelhetd a sejt kapcsolddast eldsegitd

vegylletekkel.
Egy masik megvaldsulasban a BAO belsd része
megvaltoztathatd egy inert allvanyzat BAO-ban vald

biztositasaval a sejtek bejuttatdsa eldtt. Ez az allvanyzat egy
olyan szerkezetet biztosit, mely a sejtek adhézidjat és a
kapszulan bellli egyenletes sejt eloszlést segiti eld. Egy
inert allvanyzat eldallitasdban hasznos vegylletek koézé
tartoznak a poli(hidroxietil  metakriléat) ("PHEMA") és a
poli (hidroxietil metakrildt-ko-metil metakrilat) ("PHEMA/MMA") .
Tovabba, az Aallvanyzat szarmazhat kildénbdzd kémiaili anyagokbdl
vagy proteinekbdl, ideértve a kordbban targyal vegylleteket, a
szaporodds és differencidlddas tovabbi szabalyozasa céljabdl.
Ezen mddszer szerint egy megfeleld 4allvany anyag oldata
kicsapatdsra kerul a BAO-ban a kivant &llvany létrehozasa

cé1j4bS1.
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Egy masik megvaldsulds a sejtek egy olyan membrinon vald
tenyésztését jelenti, mely belsd tamasztékként szolgdl. A belsd
tamszték barmilyen alapjaban véve Dbiokompatibilis anyagbdl
készilhet, mint péladul titanbdl, vagy egy megfeleld
polimerbdl. A tamaszték lehet egy gerenda (tamasztdérad)
formaja, vagy tervezhetd gy, hogy egy 4allvanyzatként
funkciondljon, nagy méretd fellleti terlletet biztositva a
sejtszaporodashoz. Egy ilyen &llvanyzati anyagra példa a nem-
fonott poliészter szdvet (NWPF) (Reemay, Tennessee). Szamos NWPF
tipus létezik, a szott lap szbveés szorossaganak és
vastagsaganak valtozasaval. Az ilyen technikak lehetdvé teszik
a BAO-ban levd sejtszadm pontos szabdlyozédsat valamint a
sejt/allvanyzat BAO-ba vald inzertdcidja eldtti kvalifikalasat.
Ezenkivil az ilyen anyagon szaporitott sejtek differencidlddésa
(a készlilékhez képest kiUlsd) bekdévetkezhet az anyag készulékbe
térténd inzertdlasa eldtt. Egy ilyen allvanyzat is mddosithatd
péladul sejt adhéziés peptidekkel, a cellularis
differencidlddés indukdalasa céljabdél. Ezenkivil az anyag
fokozza a BAO szilardsagat. A belsd tamasztékot tartalmazd BAO-
k &sszedllitdsa a flggd SN 08/105,728 szamld szabadalomban
kertilt leirasra.

Az ezen taldlmanyban hasznos BAO-k tipikusan legaldbb egy
szemipermedbilis kiUlsd felszin membrannal vagy burokkal
rendelkeznek a sejtet tartalmazd nag kérul. A burok lehetdvé
teszi a tépanyagok, bioldgiailag aktiv molekuldk és més
kivdlasztott termékek BAO-n keresztlli diffGzidéjat. A BAO
biockompatibilis és eldnydsen immunoizolacidés. A mag izolalt
sejteket tartalmaz vagy egy folyadék tapkdzegben szuszpendalva

vagy egy hidrogél matrixban immobiliz&lt formaban.
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El kell fogadni, hogy a koradbbiakban leirt, a BAO-n bel{ili
sejt eloszlas szabalyozéséra szolgald mdédszerek és készitmények
nem kizardélagosak. Kivanatos lehet kUlonbdzd wmbdszerek és
készitmények kombindcidban tdérténd alkalmazdsa a kivant
szaporodasi kontroll elérése cé&ljabdl.

Példaul kivanatos 1lehet olyan sejteket eldallitani,
melyeket genetikusan médositottunk oly mbédon, hogy egy
szaporodast szabalyozd gént tartalmazzanak a Jjelen taldlmany
szerint, ezeket a sejteket ECM mikrohordozdkon sszaporitjuk és
a sejt/mikrohordozd csoportokat egy olyan BAO-ba a&agyazzuk,
melyben legaldbb egy szaporitd felszint a sejt eloszlés
szabdlyozéasara mbédositottunk.

A BAO beadgyazd membranja olyan anyagbdl készithetd, mely
azonos a mag anyagaéval, vagy készllhet kUldénbdzd anyagbdl.
Barmelyik esetben egy a BAC-t kérbevevd vagy periférids membran
régié - mely permszelektiv és biokompatibilis - jén létre. A
membran megszerkeszthetd a4gy is, hogy tetszés szerint
immunoizolacids legyen.

A felhasznalt anyagok kivalasztasat a BAO
megszerkesztégéhez szamos tényezd befolyasolja és részletesen
Dionne irja le (WO 92/19195). Ro6viden, kiuldnbdzd polimerek és
polimer keverékek haszndlhatdk a kapszula burok elddllitaséra.
A polimer membréanok, melyek a BAO-t képezik és az azokban levd
szaporodasi felszinek ko6zé tartoznak a poliakrilatok (ideértve
az akril kopolimereket), a polivinilidének, a polivinil klorid
kopolimerek, a poliuretédnok, a polisztirének, a poliamidok, a
celluldéz acetdtok, a celluldéz nitratok, a poliszulfonok, a

polifoszfazének, a poliakrilonitrilek, a
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poli(akrilonitril/kovinil klorid), valamint ezek szarmazékai,
kopolimerei és keverékei.

A BAO-kat a tudomdny e terlletén ismert barmely mddszerrel
eldallithatjuk. Egy ilyen médszer magaba foglalja egy polimer
kidéntd oldat és egy koaguladns - bioldgiail szdévet fragmenteket,
szerveket, vagy sejtek és/vagy terdpids anyagok szuszpenzidjat
is magaba foglalhatja - koextrGzidjat, amint azt Dionne (WO
92/19195) wvalamint az 5,158,881, 5,283,187, és 5,284,761 szamd
US szabadalmak (melyek a hivatkozads révén részét képezik a
taldlmanynak ) leirjak.

A burkolat lehet egyrétegl (l-es, vagy 2-es tipusd) vagy
lehet kétrétegli (4-es tipus). Egy egyrétegll Ureges rost
létrehozhatd Ugy, hogy a koextrudécidé soran csdkkentjuk a a
polimer oldat egyik felszinét. A kétrétegll Ureges rost Ugy
hozhaté 1létre, hogy a koextrudacidé sordn a polimer oldat
mindkét felszinét csdkkentjik. Tipikusan az l-es tipusi Ureges
rost kilsd felszinének nagyobb szazalékat boritjadk makropdrusok
a 4-es tipusi Ureges rosthoz képest. A 2-es tipusl Ureges rost
egy kéztes termék.

Szamos kapszula konfiguracié ismert, mint péladul a
hengeres, a korong alaku vagy a kerek.

A BAO burokja olyan pdrus mérettel rendelkezik, mwely a
permszelektiv membran nomindlis molakulastly hatdrait (nMWCO)
hatarozza meg. Az nMWCO-ndl nagyobb molekuldk fizikailag
akadalyozottak a membranon vald A&athaladadsban. A nominalis
molekulastGly hatdrokat a konvektiv koéritlmények koézdtti 90%-os
visszatartasként hatdrozzuk meg. Az olyan esetekben, amikor a
BACO immunoizolacidés kell legyen a membran pdrus méretét dUgy

valasztjuk meg, hogy lehetdvé tegye a sejtek altal termelt
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adott faktorok hordozdhoz vald diffdzidjat, azonban kizdrja a
gazda immun valasz faktorainak BAO-ba vald bejutéasat. Tipikusan
az nMWCO 50-200 kD ko&ézdétti, eldnydsen 90-150 kD kodzdtti. A
legmegfeleldbb membran Osszetétel minimalizdlja a gazda immun
effektor molekuldinak (melyekrdl ismert, hogy az implantécids
helyen jelen vannak) és a BAO kd&lsd membran komponenseinek
k&lcsdnhatasat.

A BAO magjat 10gy szerkesztjlik meg, hogy egy megfeleld
helyi kornyezetet biztositson az abban izol&lt adott sejtek
szamdra. A mag tartalmazhat egy folyadék téapkdzeget a
sejtszaporodds fenntartasdhoz. A folyadék magok kiUldndsen
alkalmasak a transzformdlt sejtvonalak, mint péladul a PC12
sejtek fenntartasdhoz. Masik lehetdségként a mag allhat egy gél
matrixbél. A gél matrix 4allhat egy hidrogélbdl (alginéat,
Vitrogen, stb) vagy extracelluldris matrix komponensekbdl. Lasd
példdul Dionne WO 92/19195.

A hidrogéleket 1létrehozd készitmények harom 4&altalédnos
osztédlyba sorolhatdk. Az elsd osztdly egy netto negativ tdltést
(péladul az alginat) hordoz. A masodik osztaly egy netto
pozitiv tdltést hordoz (péladul kollagén és laminin). A
kereskedelemben beszerezhetd extracelluléaris matrix
komponensekre szolgald példak ké&zé tartoznak a Matrigel és a
Vitrogen. A harmadik osztaly egy netto semleges tdltést hordoz
(erdsen keresztkdzdtt polietilén oxid, vagy polivinil alkohol).

A BAO zarasénak barmely megfeleld mddszere alkalmazhatd
ideértve a polimer adhézids és/vagy zsugoritisos, csomdzisos
vagy h&zarasos mddszereket. Ezek a zardsi technikdk ismertek a
tudomény e tertletén. Ezenkivil Dbarmely megfeleld "szaraz"

zarasi mddszer felhaszndlhatdé. Az 1lyen mbddszerekben egy
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alapjaban véve nem pordzusos illesztést biztositunk, melyen
keresztiil a sejteket tartalmazd oldatot bejuttatjuk. A tdltés
utdn a BAO-t zarjuk. Ilyen mddszer kerult leirdsra a 08/082407
szaml US szabadalomban, mely a hivatkozéds révén részét képezi a
talalmanynak.

Egy vagy tdbb in vitro vizsgdlatot eldnydsen felhaszndalunk
a BAO funkcionalitasénak 1létrehozdsdra a in vivo implantécid
eldtt. A tudomdny szamadra Jj61 ismert vizsgdlatok vagy
diagnosztikai tesztek felhasznadlhatdék ebbdl a célbél. Lésd
példaul Methods in Enzymology, Abelson [ed] Academic Press,
1993. Péladul az ELISA (enzim koétdtt immunoszorbens vizsgalat),
kromatografids vagy enzimatikus vizsgadlatock vagy a szekretdlt
termékre specifikus biovizsgdlatok i1s alkalmazhatdk. Tetszés
szerint egy implantum szekrécids funkcidja nyomon kdvethetd oly
médon, hogy a megfeleld wmintdkat &sszegyljtjik (péladul
szérumot) a recipiensbdl és vizsgadljuk. Ha a recipiens fdéemlds
mikrodializis alkalmazhatd.

A BAO-k szama és a BAO-k mérete megfeleld kell legyen a
terapids hatds létrehozédsdhoz az implantdcidé soran, ezt az
adott alkalmazéshoz szlkséges bioldgiailag aktiv molekuldk
mennyisége réveén hatarozzuk meg. terédpiés anyagokat
felszabaditd szekrécids sejtek esetében standard dbézis
szempontok és a tudomdny szamdra ismert kritériumok veenddk
figyelembe a kivant szekrécids anyag mennyiségének
meghatarozdsa céljabdél. A figyelembe veendd faktorokat Dionne
(WO 92/19195) irta le.

A BAO implantacidjat steril koértlmények kozdtt végzik.
Altaldban a BAO-t a gazddban olyan helyen helyezik el, ami

megfeleld a szekretdlt termék vagy funkcid gazdénak vald
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biztositasadhoz, valamint a tépanyagok bekapszuldzott sejtekhez
vagy szbvetekhez wvald eljuttatésdhoz, ezenkivil lehetdvé teszi
a BAO visszanyerését és/vagy visszahelyezését. Az eldnyben
részesgitett gazda egy fdemlds, legeldnydsebben egy ember.

SzAamos implantéacids hely figyelembe vehetd. Ezen
implantdcidés helyek k&ézé tartozik a kdzponti ideg rendszer,
ideértve az agyat, a gerincveldt és a szem vizes és Uvegszer(
részeit. Az agyban eldnyben részesitett helyek k&ézé tartozik a
striatum, a cerebralis cortex, a szubthalmikus magok és a
Meynert basdlis magjai. Az egyéb eldnyben részesitett helyek
kézé  tartoznak a cerebrospindlis  folyadék, leginkdbb a
szubarachnoidalis tér és a laterdlis ventrikulumok. A Jjelen
talalmany fontoldéra veszi a vese szubkapszuldris helyre vald
implantdcidét 1is, valamint az intraperitonedlis és szubkutéan
helyeket, vagy barmely més terdpidsan hasznos helyet.

A jelen taldlmany jobb megértése céljabdl a koédvetkezdkben
példakkal szemléltetjlik a talalmanyt. A példak csupan
illusztrativ céliak és semmilyen mddon nem szandékozzuk ezekkel

a talalmany kérét korlatozni.

1. példa

Szaporodasi szabdlyozas Mxl promdéter alkalmazidsaval

Az egér Mx1 promdtert az SV40 korai régidval
fazionaltatjuk és a kiméra  gént transzgenikus egerek
létrehozasara hasznaljuk. Mivel az Mxl promdter elemek IFN-alfa
vagy IFN-beta Jjelenlétében indukéalédnak, a transzgenikus

dllatokbdl elddllitott szdvetekben vagy sejttenyészetekben az
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onkogén expresszid szabalyozhatd. Ily mbédon, feltételesen

immortalizdlt sejtvonalak hozhatdk létre.

Transzgenikus egerek létrehozéasa

Az altalunk hasznadlt Mx1l-Tag szerkezet kértlbeltl 2 kb
hosszisdgli Mx1l prmbétert (azaz Xbal-EcoR1l fgragment) tartalmaz
egy intakt SV40 korai régid cDNS-&éhez ftuziondlva, mely mind a
nagy T ég kis T antigéneket kdédolja és az egér beta globin 3!
nemtranszlalt régidétdél és a poli-A szigndltdl (BamH1-Xbal
fragment) upstream fizionalddik. A beta globin szekvenciakat
azért vettik be, hogy hasitdsi helyeket biztositsanak és
fokozzadk a ¢DNS trangenikus &allatokban vald expresszidjat. Az
1. &bra az Mxl szerkezet plazmid térképét mutatja.

Az Mxl-tag szerkezetet magukba foglaldé transzgenikus
egereket az egysejtli megtermékenyitett egér petesejtbe vald
pro-nukledris mikroinjektélds standard technikajaval &allitjuk
eld (Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, pp. 4438-
4442, 1985). Az alapitd adllatokbdl szadrmazd szdvetek Southern
lenyomat analizise megerdsiti, hogy a transzgén intakt képiai
beéplltek a genomba.

Az ezen egerek utddairdl az SV40 koral régidt felismerd

PCR amplimerekkel megdllapitjuk, hogy "DNS pozotivak".

Feltételezetten immortalizalt tdrzs sejtek

Striatumot tavolitunk el E15 tarnszgenikus egér embridkbdl

é&s DNS negativ alom tagjaibdl, és primer (individualis) sejt

tenyészetbe sgzélesztjlik EGF tartalml neuroszféra tapkdzegben
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(100 ml-enként 50 ml DDH,O-t, 10 ml 10 x DMEM/F12-6t, 2,0 ml
30%-os glukdzt, 1,5 ml NaHCO3-at, 0,5 ml 1M-os HEPES-yt, 1,0 L-
glutamint, 10 ml 10 x hormon keveréket, 25 ml DDHy0O-t (a sz{rd
mosasahoz) tartalmaz). A neuroszféridkat Weiss mddszerének (PCT
CA 92/00283) és Reynolds and Weiss mddszerének (J.
Neuroscience, 12, pp. 4565-74, 1992) megfelelden készitjiuk el.
A sejteket hetente hét alkalommal oltjuk at, majd két csoportra
osztjuk: exogén interferon (IFN) nélkll és IFN-nel. A sejteket
T25 lombikokba helyezzlik a szélesztési sliriség 500000 sejt/5 ml
EGF tartalmi neuroszféra tapkdzeg. 1000 egység/ml IFN-t adunk a
sejtek feléhez. A kontroll neuroszféridk nem kapnak IFN-t. A
sejteket 37 C° hdmérsékleten inkubaljuk 5% COy alatt és hetente
atoltjuk.

30 atoltas utan (23 IFN-nel) a sejteket szérum tartalmd
tapkdzegbe helyezzik (DMEM, 5% magzati borjd szérum, és 1 x L-
glutamin 1000 egység IFN-nel 1,25 millidé sejt/15 ml). A friss
IFN-t minden mé&snap adjuk a tapkdzeghez.

Néhany nappal késdbb a téapkdzeget eltavolitjuk a sejteket
Hank-féle egyenslilyi séoldattal mossuk (HBSS) és a lombikokat
enyhén tripszinizdljuk. A sejteket 10 ml szérum tartalmd
tapkdzegben reszuszpendaljuk, 1000 rpm fordulatszédmon 2 perciig
centrifugdljuk és a tapkdzeget 1levegdztetéssel eltdvolitjuk.
Ekkor a sejteket 2 ml szérumos tapkdzegben reszuszpendaljuk
triturdlassal egy tlGzdén fényesitett (fire-polished) pipettaval.

Megkdzelitden 25000 sejtet szélesztlnk poli-ornitin kezelt
feddlemezekre DMEM-ben 5% FBS-sel. A feddlemezek felé&hez IFN-t
adunk (1000 egység/ml) minden masnap. A sejteket SV40 T
antigénre (Tag) és glids fibrillés savas proteinre (GFAP) -

egy koztes szalas fehérje, mely specifikusan asztrocitakban
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expresszalddik koélkoénbdzd intervallumokban - festjliik az aldbbi
eljarast alkalmazva.

A feddlemezet 0,1 M-os foszfat pufferelt sdoldatban (PBS)
levd 4% paraformaldehidbe meritjltk 20 percre
szobahdmérsékleten, majd kétszer 5 percig mossuk PBS-ben. A
sejteket permeabilizdljuk 100% EtOH-ban 2 percig, majd ismét
kétszer &t percig mossuk 0,1 M PBS-ben. A sejteket 0,1 M PBS-
ben higitott 5% NGS-sel (normdl kecske szérum) Dblokkoljuk
legalabb 30 percen keresztiil szobahdmérsékleten. A primer
antitesteket O&sszegyljtjuk és 2 6radn keresztiil 1% NGS-sel
higitjuk, majd a feddlemezekre adjuk szobahdmérsékleten az
alédbbiak szerint: anti-Tag-ot (egér monoklondlis) 1:10 ar&nyban
higitjuk, az anti-GFAP-t (nydl poliklondlis) 1:500 aré&nyban
higitjuk. A primer antitesteket eltavolitjuk és a feddlemezeket
kétszer 5 percig PBS-sel mossuk.

A mésodlagos antitesteket Osszegyljtjlik és 1% NGS-ben
higitjuk, majd 30 perig a feddlemezekre helyezzik
szobahdmérsékleten és sdététben a kodvetkezdk szerint: GAM-FITC
(1:128) ; GAR-Texas Red (1:100 higitéas) . A masodlagos
antitesteket eltavolitjuk és a feddlemezeket kétszer 5 percig
PBS-sel mossuk sobtétben.

A feddlemezeket Citifluorral (vagy valami mds tartds
(anti-fadent) preparald kézeggel) targylemezekre helyezzik és
4 C° homérsékleten taroljuk egy fluoreszcensz mikroszkdppal
vald vizsgalatig (a mikroszkdép rodamin és fuoreszcein
optikékkal van felszerelve).

Ezekben a kisérlet sorozatokban azt akarjuk meghatarozni,
hogy milyen gyorsan esik a T-antigén szintje az interferon

eltavolitasa mellett. Ezenkivil az is érdekelt bennunket, hogy
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meghatarozzuk a T-antigén gzintjének hatéasat a sejt
proliferacidra és differencidlddasra.

A differencidlédast a GFAP szint nyomonkdvetésével
vizsgaljuk. A GFAP egy olyan kéztes szalas protein, mely
sepcifikusan az érett asztrocitéakban expresszalddik. A

kovetkezd fluoreszcensz erdményeket figyeltlk meg.

Nap IFN (1000 egység/ml) Kontrol (IFN nélkul)
Tag GFAP Tag GFAP

1 +++ - +++ -

4 +++ - + +/-

7 4+ - +/- +/-

10 +++ - - +

Igy, amint azt a Tag és GFAP immunofestéssel kimutattuk, a
szérumos tapkdzegben eltdltdtt 1idd utadn az IFN-nel Kkezelt
sejtek azt mutatjak, hogy folytatjak a T-antigén
expresszaldsat, folytatjak a proliferacidt, nincs bizonyiték a
GFAP expresszidra, mig a kontrollok (IFN nélkil) elkezdik a
differencidlédast (a GFAP expresszid felfelé szabdlyozdsa) és
csdkken az osztddasuk. Ezt a feddlemezek vizudlis megfigyelése
is alatdmasztja -- egyértelml kuUldnbség lathatd a 4. napon a
sejtszamban. A 10. napra az IFN-kezelt sejtek sokkal nagyobb
szamban vannak, mint a kontroll sejtek.

Az SV40 T-antigén expresszidja ebben a szerkezetben dbzis-
fliggd  mddon szabalyozddik. A létrehozott sejtvonalakban
maximalis T-antigén expresszidt (immunofluoreszcenciaval
mértiik) figyelink meg 500-1000 egység/ml IFN dbézisndl. 100

egység/ml ddézisndl minimdlis expresszidét figyellink meg. Amint
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arra szamitani lehet a proliferacid sebessége korreldcidban van
az IFN ddézissal; 100 egység/ml IFN dbézisndl vagy kicsi a seijt
osztbdas vagy nincs is.

A koradbban leirt Mxl Tag EGF-re reagdld neurdlis tdérzs
sejtekkel leirt tovabbi vizsgalatokban kimutattuk, hogy a
proliferacid és a differencidldédas szabalyozhatd. Ezen tdrzs
sejtek populacidéjat differencidlédéasra kényszeritjlik az EGF
eltavolitasaval és FBS hozzdadasaval. 1000 egység/ml alfa/beta
IFN hozzdadasaval lapos, asztrocita-szerli sejtek c¢soportijai
kezdenek proliferalni és véglil megtdltik a tenyész edényt. 70
atoltason keresztll ezeket a sejteket IFN-ben tartjuk fenn és
24-36 Oras megkettdzddési sebességet tartottunk fenn ebben az
idd&szakban. Neurdlis és glia-specifikus antitestek paneljével
végzett prdbaztatds utédn ezek az IF-kezelt sejtek lathatdan
mind nesztin- és T-antigén pozitivak, azonban gyengeén
immunoreaktivak glutaminszintetdzra és GFAP negativak.

Az IFN eltavolitésa utédn ezen lapos sejtek osztddasi
sebegsége gyorsan csdkken, elveszitik T-antigén
immunoreaktivitasukat és Aaltaldban megndvekedik a glutamin
szintetdz és GFAP immunoreaktivitasuk. Ezek a sejtek in vitro
tdbb  hénapig életképesek maradnak és nincs nyilvanvald
proliferdcié az IFN folyamatos hidnya mellett. Erdekes, hogy a
T-antigén i1mmunoreaktivitds és a sejt proliferacidé dGjra
indukdlhatdé IFN hozzaadasaval. Ez egy olyan sejtvonalat
biztosit, melynek proliferéacidija vagy differencialédasa

szabalyozott mbédon valdsithatd meg.

2. példa
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Az 1. példa szerint eldalitott sejteket bekapszulédzzuk és

egy human gazdédba implantaljuk.

A PAN/PVC rostok eldillitésa

A permszelektiv Ureges rostokat egy szaraz jet-nedves
pdrgetéses technikadval (Cabasso, Hollow Fiber Membranes, vol.
12, Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical Technology, Wiley, New
York, 3rd Ed., PP - 492-517, 1980; Dionne, WO 92/19195;
5,158,881 szami US szabadalom). Az aszimmetrikus Ureges rostot
kiéntjtk a 12,5 % poliakrilonitril polivinil klorid (PAN/PVC)
kopolimer dimetil szulfoxidban (w/w) levd® oldatabdl. Egyrétegl
vagy kétrétegl rostokat 4&llitunk eld. A rostokat egy nem
oldészeres viz-fiurddben gyljtjik Ossze, glicerindljuk és
megszaritjuk. A sejteket 25000 sejt/pul slrlségben tdltjlik a

PAN/PVC egyrétegll Ureges rostokba és hevités mellett zarjuk.

A gazdaba vald implantacid

A bekapszuldzott sejteket egy humé&n gazddba implantaljuk.
Az implantdcids helyek k&zé tartoznak a laterdlis ventrikulumok
és az agy stridtuma. A BAO-k agyba vald implantédcids eljarésai
t Aebischer et al., (WO 93/00127) irtak le, mely a hivatkozéas

révén részét képezi a taldlmanynak.

3. példa

Neunatalis asztrocitdk feltételezett immortalizacidja
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Egy egér emld tumor virus (MMTV) promdéter elemeit
tartalmazd fragmentet fdziondlunk az SV40 korai régid cDNS-hez.
Az E15 patkény agybdl szdrmazd neonatdlis asztrocitdkat
elektroporacidval transzfektdljuk és a transzformansokat
proliferdcidéra vald vizsgdlattal szelektaljuk. Az osztddd
sejteket eltavolitjuk, expanddljuk és a nagy T-antigén
expresszidjara vizsgdljuk, anti-nagy T antitesteket haszndlva.
A transzformdlt sejteket BAO-kba Agyazzuk és egy gazdiba
implantdljuk, alapjédban véve a 2. példaban leirtak szerint. A
BAO-kat egy hdénapon keresztil in vivo tartjuk. Ezutdn a BAO-kat
kivesszuk és a BAO-n beldli sejt eloszlast az in vitro

ugyanilyen ideig fenntartott kontrollokhoz hasonlitjuk.

4. példa
Az SCT-1 sejtek kollagénnel csdkkentett proliferacidja és

aszkorbattal indukalt differencialddasa

Az SCT-1 sejteket csipd ideg tumorbdl kldnozzuk egy Po-
SV40 transzgenikus egérbdl (Messing et al., Jj: Neuroscience,
14, pp. 3533-39, 1994). Ezek az SCT-1 sejtek immunoreaktivak az
8100 ég Po Schwann sejt markerekre, wvalamint az SV40 T-
antigénre.

Az SCT-1 sejteket harom kérilmény alatt szaporitjuk: (1)
szdbvettenyésztd mlanyagon aszkorbat nélkul, (2) szdvettenyésztd
mianyagon 50 upg/ml aszkorbat jelenlétében a differencidldédas
indukaléasa céljabdl, és (3) I-es tipusta kollagénben
gszuszpendaljuk.

Egy mlanyag szubsztraton aszkorbat hiédnyadban a legtdbb

sejt fibroblaszt-szerll morfoldgidval rendelkezik. Azonban

.
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néhany bipolaris sejt is jelen van. A sejtek 18-20 &6ra alatt
duplazddnak meg és nem mutatnak érintkezési gatlést.

Az aszkorbat jelenlétében szaporodd SCT-1 sejtek lassabb
szaporodast és egy sokkal robosztusabb festddést mutatnak a
fibrinektinre ég a IV-es tipusi kollagénre. A laminin
immunoreaktivids masrészt viszont hasonld a kontroll és az
aszkorbattal indukalt differencialdddtt tenyészetekben.

Az I-es tipusi kollagénben szuszpendalt SCT-1 sejtek
bipolaros morfoldgidjiak és a mitotikus aktivitdsban dramai
csbkkenést (azaz a megdiplazddasi idd tdbb mint 30 nap)

mutatnak.

5. példa

A BHK sejt proliferdcid gatlasa aszkorbattal és TGF-betédval

A CNTF-et szekretdald BHK sejteket DMEM-ben (magas glikdz
tartalmi) szaporitjuk. A szubkonfluens BHK tenyészetek kezelése
TGF-betal-gyel (2,5 ng/ml) és aszkorbdttal (100 uM) csdkkenti a
mitdzist. Ezenkivil a sejtek megnyGlnak és néhany seijt
csoportosul. Ezek az adatok azt jelzik, hogy a TGF-beta és az
aszkorbat gatoljadk a proliferacidét és indukaljadk a BHK sejtek
differencialdédéasat.

Tovabbi kisérletekben a hNGF-et szekretdld BHK sejteket
2,5 ng/ml TGFbetaval és 100 uM aszkorbinsavval kezeljlik a BAO-
kba vald beadgyazas és az implantdcid eldtt. A nem kezelt sejtek
szolgdlnak kontrollként. A specifikus valtozdk kodzé tartoznak
a) a TGFbeta, Vitrogen nélkul; b) TGFbeta/aszkorbat, Vitrogen;
c) TGFbeta/aszkorbat nélkil, Vitrogén és d) TGFbeta/aszkorbat

és Vitrogén nélktil. Ezenkivil szamos kilénbdzd polimert
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hasznalunk. A kapszulakat felndtt patkdnyok striatuméba

implantaljuk. A patk&nyokat 3 hénap utdn elpusztitjuk.

6. példa
EGF jelenlétében proliferdld és EGF hidnydban differencialédd

neuralis tdrzs sejtek

A neuroszférakat a Weiss et al PCT/CA 92/00283 altal leirt
moédszerekkel &llitjuk eld. A 68-as Atoltdsd neuroszférakat
6sszegyljtjuk és szétosztjuk. A neuroszférdk felét egysejti
szuszpenzidva dérzsdljlik szét a masik felét csomdkban hagyjuk.
Az egysejt szamot egysejt szuszpenzidt haszndlva &llapitijuk
meg, azt  feltételezzlk, hogy a c¢sombékban 4116 sejtek
koncentracidja ugyanolyan. Az egyedili sejteket és a
sejtcsomékat kilén szuszpenddljuk azonos mennyiségli Vitrogen-
ben és vagy neuroszféra tapkdzegben 20 ng/ml EGF-fel
kontrollként vagy PC-1 téapkdzegben.

A sejteket 25000 sejt/pul slr(iségben egyrétegli burkolattal
ellatott Ureges PAN/PVC BAO rostokba t&ltjlk, melyeket
alapjaban véve a 2. példaban leirtak szerint dllitottunk eld. A
BAO-kat vagy neuroszféra + EGF tapkdzegben vagy PC-1
tapkdzegben (EGF nélkul) tartjuk.

A BAO-kat 3 nap és 7 nap utadn felnyitjuk és a glias
fibrilléas savas protein (GFAP) vizsgalatara megfestjuk
immunocitokémidval. A GFAP egy kdztes filamentumos protein,
mely specifikusan expresszaldédik az asztrocitdkban. A GFAP
reaktivitas azt jelzi, hogy a neurdlis torzs gejtek
asztrocitdkkad differencialédtak. A kdvetkezdket figyeltik meg:

Id3d (nap) GFAP reaktivitas



Egysejt, EGF nélkul
Egysejt, EGF

Sejt csoportok, EGF nélkil
Sejt csoportok, EGF
Egysejt, EGF nélkil
Egysejt, EGF

Sejt csoportok, EGF nélkul

Sejt csoportok, EGF
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kis % + GFAP
negativ

kis % + GFAP
negativ
intenziv + GFAP
negativ
intenziv + GFAP

negativ

A 7. napra a Dbekapszuldzott neurdlis tdbrzs sejtek

asztrocitakka differencidlédtak az EGF hianydban.

7. példa

Az ECM hatasa a BHK sejtekre

Az acellularis ECM eldallitasa

15 napos embriondlis patkényokbdél nyert E15 patkany

meningeédlis sejteket szélesztlink  sokiregl lemezekre és
konfluenciaig hagyjuk szaporodni. A sejteket két hét malva
egyréteglvé tesszlk majd hagyjuk Ujra szaporodni.

Az acelludris ECM-et 0,1% Triton X-100 detergenssel 30
percig tartd kezeléssel extrahdljuk, majd 5 mM NH4O0H-val

kezeljuk 3 percig.

BHK-hNGF sejtek

Egy NGF-et szekretdld BHK sejtvonalat &allitunk eld az

aldbbiak szerint. Egy elsd intron 3' végének koérilbeltl 37
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bazispar hosszlsaglt részletét tartalmazdé 2,51 kb fragmentet,
egy a pre-pro-NGF protein transzlacids startjénak vélt kettds
ATG szekvenciat és a teljes kddold szekvencidt, valamint a a
human NGF gén teljes 3' nem transzlalt régidjat (Hoyle et al.,
Neuron, 10, pp. 1019-34, 1993) a DHFR alaplG pNUT expresszids
vektorba szubkldénozzuk koézvetlenll az egér metallotionein 1
promdtertdl (-650 - +7) és a patkdny inzulin II-es géntdl
(Beatge et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, pp. 5454-58,
1986) downstream irdnyban.

Baby hoércsdg vese (BHK) sejteket transzfektdlunk pNUT-
betaNGF szerkezettel a kalcium foszfitos mdédszert alkalmazva. A
BHK gsejtek 10% magzati borja szérumot, 1 X
penicillin/sztreptomycin/ampicillin B keveréket (0,8 g/l) és L-
glutamint (GIBCO) tartalmazd DMEM-ben szaporitjuk 5 % CO, alatt
37 C° homérsékleten. A transzfektdlt BHK sejteket 200 uM
metotrexdtot (Sigma) tartalmazd tapkdzegen szelektdljuk 3-4
héten keresztil és a rezisztens sejteket poliklonédlis
populdcidként tartjuk fenn 200 uM metotrexattal vagy metotrexit
nélkul.

A transzformdlt BHK-hNGF sejteket 1,0 x 104 sejt/lreg
slrQségben meningedlis sejtekbdl kivont ECM-et tartalmazd
lemezekre szélesztjuk. A BHK-hNGF sejteket ugyanilyen
sGrliiségben ECM-et nem tartalmazd kontroll lemezekre
gzélesztjlk. A sejteket hemacitométert haszndlva 6 DIV utéan
megszamoljuk.

A kontroll ftiregek sejtszama &atlagosan 4,5 x 106 +/- 4,5 x
105 sejt. Az extrahdlt ECM-et tartalmazd lemezek esetében az

dtlagos sejtszam 9,9 x 105 +/- 4,9 x 10° sejt. Ezek az
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eredmények azt mutatjak, hogy a kezelt lemezeken a

sejtszaporodas 4,5-szb6rbsére csodkken.

8. példa
A sejtek egy belsd téamasztékon levd acelluldris ECM-hez vald

adhézidja

Tovabbi kisérletekben primer meningedlis sejteket oltunk
egy TECO poliuretédn rostra. Az ilyen rostok BAO-k belsd
tamasztékaiként kertlnek felhaszndléasra. 10% FBS-sel
kiegészitett DMEM téapkdzeget haszndlunk tenyésztipkdzegként.
Két hét elteltével a rostokat 0,1% Triton X-100-zal extrahdljuk
30 percig, melyet 25 mM NH4OH-val td&rténd 3 perces extrahdlés
kévet . Néhany rostot immunofestésnek vetlnk alad antifibronektin
antitesttel a rostban levd acelluldris ECM Jjelenlétének
megerdsitése céljabdl. Mas rostokat a BHK sejtekkel végzett

sejt adhézids vizsgalatban alkalmazunk.

9. példa
A PEO-PDMS-sel mbédositott BAO-kba bedgyazott mikrohordozdkon

torténd BHK sejt szaporodas

A PEO-PDMS szirmaztatott BAO-k elddllitésa



.

LX) .
. . « o
000 sece oo . .

66

Az egyrétegd PAN/PVC lreges rostos BAO-kat a 2. példaban
leirtak szerint &allitjuk eld. Ezek a BAO-k 642,6 36,7 um ID
értékkel, 787,8 + 32,2 pum OD értékkel 67,8 + 16,2 um
falvastagsaggal és 100%-os BSA kildkddési koefficienssel é&s
koérilbelttl 21,8 ml/perc/m2/mmHg hidraulikus permeabilitdsi
értékkel rendelkeznek.

A PAN/PVC BAO-kat PEO-PDMS-sel szirmaztatjuk steril
kértlmények kodzdtt. A PEO-PDMS 1%-os vagy 5%-os (v/v) (Huls,
PS073, MW=3126 g/mol; 82% PEO/sdly) oldatdt 1 ml vagy 5 ml PEO-
PDSM 100 ml deionizdlt vizzel vald higitdsdval dllitjuk eld. Az
oldatot sterilre szlrjik (0,2 um) egy '"nedves" PAN/PVC
membranba vald injektédlas eldtt. A membrant hevitéssel zarjuk
és vizes oldatba meritjik. A rostokat Hank-féle pufferelt
sboldattal ledblitjik 72 oOra elteltével és a sejtekkel wvald
hasznalat eldtt.

A 7. példaban leirtak szerinti NGF-szekretdld BHK sejteket

PEO-PDMS szarmaztatott rostokba tdltjuk az aldbbiak szerint.

TOltésl és zarasi eljaras

A 90%-os konfluencidig szaporitott NGF-termeld BHK sejtek
egysejt szuszpenzidjat PBS-sel mossuk (ebbdl hidnyzik a k&lcium
és a magnézium), korilbeliil 1 percig tripszinizaljuk, majd
centrifugédlassal (1000 rpm, 3 perc) pelletizdljuk. A sejteket a
tapkdzegben reszuszpendaljuk igy a végsd sejt koncentricid 2 x
107 selt/ml.

A sejteket vagy koézvetlenlil a PEO-PDMS sziarmaztatott
rostokba tdéltjuk, vagy 0,15% Vitrogen matrix oldattal vagy 0,5%

agardz oldattal keverjik és ezutdn todltjik be. Megkdzelitden
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2,5 pl sejtet vagy sejt/matrix keveréket (10000 sejt/ul)
téltink az egyes rostokba egy 24-es méretli ferde katéter hegyet
és egy Hamilton fecskenddt hasznélva.

A kapszuldkat UGgy =zarjuk le, hogy egy 1-1,1 cm hosszi
szaraz lreges rostot emelink egy agyra egy szeptdlis
régzitéssel a proximalis végen, mely to6ltési lehetdséget
biztosit a beinjektdlandd sejtek szamdra a készllék belsejébe.
A 2,5 pul cellularis szuszpenzid bejuttatdsa utdn a szeptumot
lepattintjuk és a bejutési nyilast zarjuk egy fény-vulkanizald
akrilattal (Luxtrak LCM 24, ICI Resins US, Wilmington,
MA) ("agy" =zards) A kapszuldkat ezutan "kipanyvazzuk" egy 1,5
cm-es 0,020" szilasztikus cs8be vald helyezéssel az akril agy
folott.

Ily mbébdon a kdévetkezd BAO-kat allitjuk eld:

1. kontroll nem szarmaztatott burok, matrix nélkuil;
2. kontroll nem sgzarmaztatott burok, Vitrogen matrixszal;
3. kontroll nem szarmaztatott burok, agardz matrixszal;

4. 1

o\®

PEO-PDMS szarmaztatott burok, matrix nélkul;
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PEO-PDMS szarmaztatott burok, Vitrogen matrixszal;
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PEO-PDMS szarmaztatott burok, agardz matrixszal;
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PEO-PDMS szarmaztatott burok, matrix nélkul;
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PEO-PDMS szarmaztatott burok, Vitrogen matrixszal;

O
n
o\

PEO-PDMS szarmaztatott burok, agardz matrixszal;
A BAO-kat kornyezeti Oy értéken tartjuk 4 napig a
bekapszulazas utan, majd alacsony O, értéken tartjuk (50 mmHg)
a vizsgalat hatralévd ideje alatt. A 2. adbra a 2., 11. és 25
napos NGF szekrécidkat mutatja (ELISA mdbdszerrel mértuk) .
Az NGF felszabadulasi adatok azt 3jelzik, hogy maga a

matrix kis hatéssal van a sejtek termelésére. Azonban a PEO-
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PDMS jelenlétében az NGF felszabadulds lényegesen alacsonyabb
ha agardzt hasznédlunk matrix nélkil, de ha Vitrogent haszndlunk
nem befolyédsolddik. Ezenkivil a mdédositédsban hasznalt PEO-PDMS
szdzalék nyilvanvaldan kis hatdssal van az NGF felszabadulisra.
A hisztoldgiai adatok alapjan az agardzba bedgyazott BHK sejtek
megnyllt morfoldgidval rendelkeznek és a készilék falat
boritjak, azonban nagyon kevés sejt életképes magdban az
agardzban. A PEO-PDMS-sel mddositott rostokba agardzzal tdltdtt
BHK sejtek szintén kibélelik a kapszula belsd lumindlis
felszinét, de kerek morfolégidjtak. A  PEO-PDMS-PAN/PVC
médositott rostokban kevesebb sejt tal&dlhatd, mint a nem
modositott rostokban agardzzal, ami azt jelzi, hogy a sejt
szaporodast sikertlt szabalyozni. A Vitrogénnel tdéltdtt
készllékben levd sejteket nem mbédositotta a rost médositds, sem
azokat a sejteket, melyeket matrix nélkul kapszuldztunk be.

A nem médositott, Vitrogen matrixot tartalmaz® rostokban

lev® BHK sejtek j& eloszlast mutatnak, megkdzelitden 75%-o0s

életképességgel. Volt egy csekély nekrdzis a készulék
belsejében. A PEO-PDMS mdbdositéds nincs hatédssal a sejt
megoszlasra, életképességre vagy morfoldgidra. Matrixként
agardzt hasznalva a sejt eloszlas kivals, a sejtek

életképessége kortlbelll 90%-os. A BHK sejtek morfoldégidjat a
PEO-PDMS szarmaztatott membrédn (1% és 5%) agardz matrix
hasznadlata mellett befolyasolja. A sejtek megnydlnak a nem
mbédositott P(AN/VC)-ban és sokkal kerekebbek a mddositott
P(AN/VC) -ben. A sejtek nem az agardz matrixban helyezkednek el,
hanem a rostok és agardz szidlak kozdtti térben. Matrix nélkil a

sejt eloszlas sokkal kevésbé kielégitd, mivel a sejtek nagy



69

csoportokat  képeznek és az életképesség is alacsonyabb

(megkdzelitden 60%-08) .

10. példa

A BHK sejt szaporodas CultiSpherakon

A 7. példa szerint leirt NGF szekretdld BHK sejteket
kollagén boritasi CultiSpherdkon szaporitjuk. A CultiSpherékat
(1 g) 50 ml PBS-ben (CMF) rehidratdljuk. 15 x 10® sejtet
szugzpendalunk 1 ml rehidratalt CultiSpheraban. A
sejt/CultiSphera szuszpenzidt koézvetlenlil egyrétegli PAN/PVC
Ureges rostokba tdéltjuk vagy 1:1 aranyban 1%-os agardzzal
keverjlidk és ezutdn tdltjlik egyrétegll PAN/PVC Ureges rostokba.
A rostokat alapjadban véve a 2. példdban leirtak szerint
allitjuk eld és alapjadban véve a 9. példaban leirtak szerint
tdltjuk és zarjuk.

A bekapszulazott sejteket NGF termelésre teszteljik ELISA
médszert haszndlva 2., 15. és 56. napon. A tapkdzeget hetenként
hdrom alkalommal kiegészitjuk. A 3. adbra mutatja az
eredményeket. Az NGF felszabadulasi adatok azt mutatjék, hogy a
BHK sejtek ndhetnek CultiSphera mikrohordozékon ha BAO-kba
agyazzuk ezeket (3. &bra, Jjeldlés: n-mat-008, 0709-n-m).
Ezenkivil, az NGF felszabaditasi adatok azt is jelzik, hogy a
BHK sejt/CultiSphera tovabb  szuszpenddlhatd egy agardz
matrixban az NGF szekrécidra kifejtett kis hatds mellett, vagy

hatéas nélkul (3. &abra; jeldlés: agaro-008, agaro-0709).

11. példa
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Egy peptid szarmazék alkalmazdsa a sejtszadm és sejt eloszlas

szabalyozasara

Ebben a példdban a BAO lumindlis felszinét PEO-PDMS-sel,
poli(d-lizinnel) vagy PepTite 2000-rel médositjuk, mely egy a
kereskedelkemeben beszerezhetd adhézids protein.

Ebben a vizsgdlatban baby hdércsdg vese (BHK) sejteket
hasznalunk, mivel ezek 1rdgzités flggd sejtek és korabban

kimutattuk, hogy Ureges rostos membranhoz kdétddnek.

Rostok

Egyrétegli PAN/PVS BAO-kat &allitunk eld alapjdban véve a 2.
példaban leirtak szerint. A rost dimenzidi a kdvetkezdk: 625 um
fal vastagsag. A rostokat 70%-os alkoholba vald egy éjszakan &t

tart® meritéssel sterilezzik, majd ismételten HBSS-sel mossuk.

Szarmaztatas

1. PDMS-PEO: A BAO-kat PDMS-PEO-val a kovetkezdk szerint
szadrmaztatjuk. Egy 1%-os PEO-PDMS oldatot (Huls-tdl vasaroltuk,
PS0O73, MW=3126 g/mol; 82% PEO/sily) &llitunk eld 1 ml PEO-PDMS
100 ml deionizalt wvizzel vald elegyitésével. Az oldatot
gszlréssel (0,2 um) sterilezzik egy steril membranba vald
injektéaléas eldtt. A membrant 1% PEO-PDMS vizes oldatba meritjik
24 brara  szobahdmérsékleten. A  rostokat vizzel mossuk

(hdromszor), majd HBSS-sel a sejtek injektdlasa eldtt.
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2. PdL:BAO-kat szarmaztatunk poli(d-lizinnel) az alabbiak
szerint. A rostokat 67000 molekulasdlyd poli(d-lizin) vizes
oldatéaba meritjuk 2 mg/ml koncentracidban 24 6raig
szobahdmérsékleten. A rostokat haromszor mossuk vlzzel, majd

hédromszor HBSS-sel a sejtek injektdlasa eldtt.

3. PepTite 2000: A BAO-kat PepTite 2000-rel az alédbbiak
szerint szdrmaztatjuk. A rostokat 100 mg/ml kordbban etanolban
feloldott PepTite 2000 PBS oldatdba meritjlk. A rostokat ebben
az oldatban tartjuk 24 o&ran keresztll szobahdmérsékleten, majd

haromszor mossuk PBS-ben a sejtek injektdlasa eldtt.

4. PAN/PVC: A kontroll rostokat HBSS-be meritjik 24 &réan

keresztll szobahdmérsékleten a sejtek injektdlasa eldtt.

Sejtek

A BHK sejteket 5000 sejt/pul koncentrdcidéban toltijlk a
szarmaztatott rostokba. A rostokat =zarjuk és egy csavaros
kupakkal zaroddo kémcsdbe helyezzik, mely szérummentes
tapkdzeget (PCl téapkdzeg) tartalmaz, majd forgd dobra helyezzik
két hétig terjedd iddtartamra egy inkubidcids késziilékben 37 C°
hdmérsékleten. A forgd dob forgdsi sebessége 2 rpm. A megfeleld
idépontban a rosotkat 4%-os paraformaldehidben régzitijlk
(fixaljuk), etanol gradiensben dehidrédljuk és hematoxilinnel
és eozinnal (H&E) festjik a sejt eloszlas ozmium tetraoxidos
hisztoldgiai analiziséhez.

A PAN/PVC szarmaztatott membranok jé sejt eloszléast

mutatnak ha poli(d-lizin)-nel szarmaztatunk és egy sokkal
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egyenletesebb eloszlast mutatnak ha PepTite 2000-rel
szarmaztatunk, ahogy azt az ozmium tetraoxidos festés
kimutatja.

A  PAN/PVC membranok, a PepTite 2000 mdbédositasokat
kétféleképpen kiséreltik meg elvégezni. Eldszdbr a membranok
belsd luminalis felszinét mddositjuk csak, és masodszor mind a
belsd luminadlis felszint és a kUlsd felszint kezeljlk. Az Ures
BAO-kat (azaz sejtmentes BAO-k) teljes aminosavra analizdljuk a
poli(d-1lizin), wvagy a PepTite 2000 ko6tddésének meghatdrozasa
céljabdél. A kontrol nem mbddositott membranokhoz vald teljes
aminosav kotddés megkdzelitden 0,2 ug/BAO. A poli(d-lizin) -nel
médositott membranokhoz kétddd teljes aminosav megkdzelitden
0,8 ug/BAO a mbédositott belsd lumindlis membranok esetében és
megkdzelitden 2,6 ug/BAO ha mind a belsd lumindlis felszint és
a kiUlsd felszint mdédositottuk. BHK sejtekkel tdltdtt hasonld
BAO-kat tartunk fenn 14 napig, majd hisztoldgiailag vizsgaljuk.
A kontrol, nem mbédositott BAO-kban a sejtek egyenetlenll nagy
csoportokban helyezkednek el a zrost teljes hosszdban. Ezzel
szemben mind a k&t tipusi mbdositott rostban a sejtek
egyenletesen oszlanak meg a membran lumindlis felszine mentén.

Ezek az eredmények azt sugalljidk, hogy a poli(d-lizin) és
a PepTite 2000 hatékonyak a sejtek BAO lumindlis felszinéhez
vald kapcsolédasanak eldsegitésében és igy hatékonyab

szabdlyozzdk a sejtek eloszlasat a BAO-n belll.

12. példa
ECM molekuladk hasznédlata a neuroszférik szaporodasanak

szabalyozaséban
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A 7l1-es atoltdst neuroszférakat alapjdban az 1. példa
szerint &llitjuk eld. Toébblregd edényeket eldburkolunk 0,5%
agardzzal (Sea-Prep), hogy megakaddlyozzuk a neuroszférik
manyeg edényekhez vald kapcsolddasdt. A sejteket kdrilbeltl
50000 sejt/Ureg slrlségben szélesztjlk a tervezett matrixokra a
kisérletben. Az egyes matrix kérilmények esetében hirom lireget
hasznadlunk; az Uregek kozlul kettd PC-1 tapkdzeget (kontroll) és
egy pedig neuroszférat + EGF tapkdzeget (EGF) tartalmaz.

Egy dermdlis eredetll 1-es tipusd kollagént (Zydast,
Collagen Biomedical, Palo Alto), egy tendon-eredetd 1l-es tipusi
kollagént (Organogenesis), egy l-es tipusU kollagént (Vitrogen,
Celtrix, Santa Clara) és agardzt hasznidlunk a sejt szaporodéas
szabdlyozéasdban elért hatékonysaguk meghatdrozésdra magukban,
vagy lamininnel vagy PepTite 2000-rel wvagy mindkettdvel wvald
kombinacidban.

A 4. és 14. napon a sejteket fluoreszcein
diacetat/propidium jodiddal (FDA/PI) vald festéssel vizsgaljuk
és a sejt éEletképességet, szaporodédst és differencialddast
vizsgdljuk. Az Organogenesgsis kollagén PepTite 2000 és a laminin

kombinadcidéjanak kitett sejtek mutatjdk a legnagyobb mértéki

differencialdédast, kérilbeltil a gsejtek 90%-a esett at
differencialddéason. Az agaroz peptid 2000 és laminin
kombinacidjanak kitett sejtek kérulbelul 80%-a

differencialddott.

13. példa
Egy inert &llvanyzat alkalmazdsa a BAO-n bellli BHK sejtszam és

sejt eloszlds szabidlyozasara
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Két PAN/PVC rost tipust (alapjdban véve a 2. példaban
leirtak szerinti) hasznalunk: egy egyréteggel boritott rostot,
mely a kulsd felszinén permszelektiv membrédnnal rendelkezik és
egy egyréteggel boritott rostot, mely a belsd felszinén egy
permszelektiv membrannal rendelkezik.

Eldszdr PAN/PVC rostokat deglicerinizd&lunk és sterilezlink
70%-0s sterilre szlrt etanolban egy éjszakan keresztiil. Ezutén
a rostokat steril vizzel 6blitjtk hAromszor 1-2 6rds iddtartam
alatt.

Ezutén, 15%-0s koncentréacidja poli (hidroxietil
metakrildat) ("PHEMA") &llvéanyzat matrixot készitunk oly médon,
hogy 10 ml 95%-o0s etanolban (190 fokos, Quantum) feloldunk 1,5
g PHEMA-t. Ezenkivil egy 10% koncentracidji poli(hidroxietil
metakrilat-ko-metil metakrilat) ("PHEMA/MMA") dllvanyzat
matrixot &allitunk eld 1,0 g PHEMA/MMA 10 ml 95%-os etanolban
vald feloldasaval. A polimerek még kénnyebb feloldasa céljabdl
az oldatot keverjik és melegitjlk.

A PHEMA vagy PHEMA/MMA oldatokat injekcidstlivel a PAN/PVC
rostokba juttatjuk, melyeket ezutadn steril vizbe helyezink. A
megtdltdtt rostokat tovabbi 1 oran keresztil a vizben hagyjuk
az allvanyzat precipitacidéjanak biztositédsa céljabdl, wvalamint
az etanol magbdl wvald kidiffunddlasanak céljabél. A rostok
végeit levagjuk, mert ezek gyakran eltdmddnek vagy PHEMA-val
vagy PHEMA/MMA-val. A rostokat steril HBSS-t tartalmazd Petri
csészékbe helyezzlk. PHEMA-val, PHEMA/MMA-val téltdtt BAO-kat
és a kontroll BAO-kat ily mdédon készitjik el.

NGF-et szekretald BHK sejteket (a 7. példaban kerililnek
leirdsra) hozzdadott glutamint és antibiotikumot tartalmazd 10%

DMEM-ben szaporitjuk. A sejteket ©&évatosan eltavolitjuk a
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lombikokbdl 0,25% tripszin segitségével, mossuk és PC1l
tapkdzegben reszuszpenddljuk az 1 x 107 sejt/ml slirliség elérése
céljabol.

A BHK-NGF sejteket 10000 sejt/ul mennyiségben to6ltjlk a
rostokba egy 22-es méretld Teflon katéter segitségével. A BAO-
kat hevitéses lecsippentéssel zarjuk.

Az egyes tipusokbdl &t BAO-t készitlnk. Négyet egy 1 ml
PC-1 téapkdzeg tartalmid 24 Uregl lemezre helyezink. Az &tddiket
kdrilbeltil 3-4 ml PC-l-et tartalmazd vertikdlis kémcsdbe
helyezzik. 24 O&ra elteltével a vertikalis kémcsdbe helyezett
BAO-kat kinyitjuk a lumen mentén (longitudindlis kereszt
szekcid) és 24 o6ra mulva fluoreszcensz diacetédt/propidium
jodiddal (FDA/PI) vald festéssel analiz&dljuk a roston beliili
sejt eloszlasra. Egy fluoreszcensz mikroszkdp alatti
megfigyelés sordn az FDA az él3 sejteket zdldre és a PI a nem
€15 sejteket pirosra festi.

A maradék BAO-kat két héten keresztll tenyésztjlk. A BAO-
kat kdrnyezeti O, értéken tartjuk 4 napig a bekapszuldzids utén,
majd alacsony O, szinteken (50 mmHg) a vizsgadlat hatralevd
ideje alatt.

A BHK-NGF sejtek mikdddképességét UGgy teszteljik, hogy
mérjuik az NGF szekrécidét (ELISA mbédszerrel) 4, 7 és 14 nap
utdn. A sejt PHEMA vagy PHEMA/MMA &4llvanyzatot tartalmazd BAO-k
a vizsgalat ideje alatt tovabb folytattak az NGF szekrécidt. A
hisztoldégiai és az NGF adatok is azt jelzik, hogy a PHEMA és
PHEMA/MMA &llvéanyzat lehetdvé teszi a BAO-kban eloszlatott,
funkciondlisan aktiv életképes sejtek fenntartasat. A 10%

PHEMA-MMA &allvanyzatok a legjobbak.
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14. példa
Egy inert &llvanyzat alkalmazdsa a BAO-ban levd PC12 sejtszam

és sejt eloszlds szabdlyozasa céljabdl

A PHEMA és PHEMA/MMA inert 4&llvéanyzatok hatékonysagat
felmérjuk a PCl2 BAO-ban vald eloszldsdnak szabdlyozdsdban
mutatott hatékonysagukra is.

Az egyrétegll boritdsd vrostokat alapjdban véve a 2.
példaban leirtak szerint &llitjuk eld. Ezek a rostok tipikusan
az alabbi tulajdonsagokkal rendelkeznek: 642 um ID, 787 umOD,
68 um falvastagsag, 100%-os kildkddési koefficiens (BSA), 22
ml/perc/m?/mmHg hidraulikus permeabilitis.

A PHEMA és PHEMA/MMA inert &llvanyzatokat ezekben a
rostokban &allitjuk eld alapjdban véve a 13. példdban leirtak
szerint.

HL-1 tapkdzegben levd PCl2 sejteket (1 x 107 sejt/ml)
injektalunk a rostok lumenébe é&s a rostokat hdvel zarjuk
koérulbelldl 1 cm hosszlsadgl BAO-k 1étrehozdsa céljadbdl. Az
eszkbzdket 37 C° hdmérsékleten tartjuk kdrnyezeti nyomdson HL-1
tapkdzegben. A bedgyazott sejtek mikddésének felméréséhez a
BAO-kat az alap és a Kt-altal kivaltott katekolamin
felszabaditasra vizsgaljuk 1, 14 és 28 nappal a bedgyazas utén.
Az eredményeket a 4A és 5A (alap felszabadulds) és a 4B és 5B
(kt-altal kivaltott felszabadulds) &brak wmutatjidk. Ezek az
eredmények azt mutatjdk, hogy az inert PHEMA é&s PHEMA/MMA
allvanyzatot tartalmazd BAO-kba beagyazott pPC12 sejtek
megtartijak mikdddképességlket, amint azt a katekolamin

felszabadulason keresztil mértuk.
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A sejtek BAO-n beldli eloszldsat 5 O6ra és 4 nap elteltével
mérjik a rostok vertikdlis félbevagadsdval és a sejtek FDA/PI
festésével. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a PHEMA és
PHEMA/MMA &llvanyzatok nem toxikusak és segitik a PCl12 sejtek

életképességét és mikddBképességét.

15. példa
Egy NWPF alkalmazédsa a sejt adhézid és differencidldédas

eldsegitése céljabdél a BAO-ban

Hat tipusi NWPF-et (Reemay, Tennessee) prdbalunk ki:
#2470, #2295, #2024, #2055, #2033, #2250 (Reemay #-ok). A
kapott szdvet lemez formdban van; korongokat vagunk ki, hogy
illeszkedjen a 24 Uregll lemezekhez. Az NWPF korongokat 1%
natrium dédecil szulfatba (SDS) (w/v) meritjik 6 6ran keresztil,
majd 3-szor vizzel mossuk. Ezutdn a korongokat 1% kénsavba
martjuk (v/v HpO-ban) 13 &éran keresztUl (egy éjszakdn at), majd
haromszor mossuk vizzel. A papir térilkdzdn megszaritott
korongokat ezutdn autoklavozdssal sterilezziik.

A korongokat 3 sejttipussal oltjuk be a sejt adhézidé
tesztelése céljabdél: BHK, AT-3 és TSA sejtekkel. Kd&rlilbeltul
100000 sejtet adunk egy a fenti 6 NWPF korongok egyikét PC1l
tapkdzegben tartalmazd 24 Uregl lemezhez. Egy szérum mentes
tapkdzeget haszndlunk a sejtek adhézidjanak tesztelése céljabsél
a szérum kovetkezményei nélkiil (a TSA sejteket kivéve). Négy
nap utdn a BHK és az AT-3 sejtek adhézidéjat PDA/PI-vel
vizsgaljuk. A sejtek megnyllt morfoldgidval rendelkeznek és Ugy
tinik, hogy a Reemay #2250 és 2055 NWPF-hez kapcsoléddnak. 10

nap utadn a BHK sejtek szaporodnak legjobban a #2250 NWPF-en. Az
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AT-3 sejtek legjobban a 2024-hez és a 2295-hdéz kapcsoldéddnak. Az
AT-3 sejtek legjobban a 2024-en ndnek 10 nap utdn. A TSA sejtek
(10% FCS-ben) 1 nap utdn megnydlt morfoldgiidval rendelkeznek
amikor a #2250, #2055 NWPF-en ndnek és legjobban a #2024-en
szaporodnak 7 nap utdn a TSA sejtek legjobban a #2055-6n

szaporodnak.

16. példa
Matrix anyagban szuszpendalt mikrohordozdkon levd SV40/DbetaH-

NGF seijtek

A dopamin beta-hidroxilédz (DbetaH) gén (Hoyle et al., J.
NeuroSci., 14, pp. 2455-63, 1994) szabdlyzd elemeit haszndljuk
az S8SV40 T antigén (tsa58) (DbetaH-SV) és a humdn ndvekedési
faktor (DbetaH-hNGF) transzgenikus egerekben vald
koexpresszidjanak iranyitdsdra. A kiméra gén koexpresszidja
neoplazmékat eredményez a mellékvese velddllomdnyban és a
noradrenerg szimpatikus ganglionokban. Egy az ezen egerek
egyikének cilidris régidjabdl szadrmazd tumort felboncolunk és a

tumor szbvetet mechanikailag disszocidljuk és sejt tenyészetbe

(DMEM, 10% FBS, 37 C° , 5% COp) helyezzik. Két eltérd sejt
tipus - nagy lapos fibroblaszt-szer( sejtek és kis fazis-fényes
sejtek extenziv neurit nyllvanyokkal - wvan jelen a kezdeti
tenyész periddusban. A kis sejtek katekolaminerg neuron

tulajdonsagokat mutatnak ideértve a neurofilament-L-lel és -M-
mel és a tirozin hidroxildzzal szembeni immunoreaktivitédst.
Ezekben a sejtekben az SV40 T-antigénnel szembeni

immunoreaktivitads is Jjelen van szemben a fibroblaszt-szer
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sejtekkel, melyek negativak ezekre a markerekre. A sejteket
hetente atoltjuk.

A sejteket egy CultiSpers-en szaporitjuk a 10. példaban
leirtak szerint és vagy alginadtban (1,5%) vagy agardz (1%)
matrixban szuszpendadljuk. Az algindt matrix esetében az
alginatot kereszt kotésekkel 1latjuk el oly médon, hogy a
készliléket 1%-os vizes kalcium klorid oldatba meritjik 5 percig
a bekapszulazas utadn. A sejt/CultiSphers/métrix elegyet PAN/PVC
Ureges rostokba tdltjik a 10. példadban leirtak szerint.

A sejttel toltdtt BAO-kat egy szérum mentes tapkdzegben
tartjuk fenn. Meghatarozott iddintervallumokban a készulékeket
mossuk a HBSS-ben torténd 30 perces inkubdljast megeldzden. Az
alap tapkdzeget Osszegyljtijuk és HPLC-ED-vel L-dopara
vizsgaljuk. A készlUlékek folytatjdk az L-dopa szekretalasat 80,

napon is in vitro.

17. példa
Genetikailag mdédositott mioblasztok NGF szekrécidja

differencialddds utéan

Az egér C,Cy1p mioblaszt sejteknek megvan az az eldnye,
hogy gyorsan osztddd sejtek, 1 vitro nagy mennyiségben
szaporithatdk, proteinek expregszdlasa céljabsol
transzferalhatdk, és a szelektdlt kldénok izoldlhatdk. Az egér
CyCqop sejtek post-mitotikus dllapotba differencidlhatdk
alacsony szérum tartalmi tapkdzegnek vald kitevésen keresztil.
Ezek a sejtek igy kedvezden A&agyazhatdk be azokhoz a sejtekhez

képest, melyek prolifericidja nem gzabidlyozhatd -- ez utdbbi
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sejtek addig folytatjak osztddasukat, mig megtdltik a kapszulat
és hulladék akkumuldcidé figyelhetd meg tdbb hénap elteltével.

A transzfektdlt CpCyp mioblaszt wvonal azon képességét
teszteljik, hogy folytatjdk-e a hNGF szekrécidt miutdn a
miotubulusokba vald fGzid bekdvetkezett.

C,C15 miocblaszt sejteket (ATCC) transzfektdlunk egy hNGF
génnel Lipofektamin reagenst hasznalva a gyartdk utasitédsanak
(Gibco) megfelelden. A sejteket 1 mg G418-cal szelektdlijuk 2
héten keresztlil, majd NGF termelésre teszteljlik. A sejteket
kértilbeltl 260 sejt/cm2 slrlségben oltjuk T75 lombikokba és
feddvel ellatott wvagy fedd nélkltili 24 {UGregli lemezekre.A
sejteket hetente kétszer DMEM-mel és 10% FBS-sel taplaljuk. A
sejteket az 1., 5., 8., és a 13. napon gyljtjuk Ossze és ekkor
az NGF szekrécidt megmérjuk. Az eredményeket a 2. tadblazat

mutatja.

2. tablazat

Az NGF szekrécid CyCqi, szkrinelésének iddbeli lefolyéasa
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Sejtvonal Tenyészetben % % NGF
szekrécid eltdlt. idd konfluencia fazi
sz1l1ldi 1 nap 25 0 nt
3/23/95
+NGF 1 nap 25 0 nt
3/23/95

szUildi 5 nap 40 0 nt
+NGF 5 nap 30 0 nt
szU1561 8 nap 98 5 * & %
+NGF 8 nap 90 1 0,0018
szuldi 13 nap 1000 80 nd
+NGF 13 nap 100 50 0,014
% fGzidé = miotubulusokkad alakuld mioblaszt sejtek
"+NGF" = a hNGF génnel transzfektalt C,C;, sejteket jelzi
"szG18i" = nem transzfektalt C,C,, sejteket jelent
az NGF szekrécidt pg/ml/sejt/24 Ora értékben fejezzuk ki
nt = nem teszteltlk
nd = nem detektdltuk
* 8 nap = a sejtek mérete nd, négy fuzidét hoznak létre
* 8 nap = tébb a fGzid a tenyész edényekben mint a T lombikokban (&ramlds citometriéat
végeztink a lombikokkal)

Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy a transzfektalt
mioblasztok tovabb folytatjdk a kivant heteroldg termék

szekretdlasat, azaz az NGF szekretdlasat a miotubulusockkad vald

terminadlis differencialddas utéan.
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18. példa
A genetikailag médositott mioblasztok differencidlédas utan

CNTF-t szekretélnak

Az egér CpCpo mioblasztokat a humdn CNTF gént tartalmazd
PNUT expresszids vektorral transzfektdljuk (Baetge et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, pp. 5454-58, 1986). A hCNTF gén
expresszidjanak szintjét és a faktor bioaktivitdsdt Northern
lenyomat technikaval, ELISA vizsgalattal és embriondlis
gerincveld motoneuron tenyészeteken végzett ChAT aktivitédssal
analizaljuk. Azt taldltuk, hogy egy C5Cl2 kldén megkdzelitd
szekrécidja 0,2 g CNTF/10 sejt/nap. A hCNTF szekrécid sebessége
nem valtozik a C3Cq{, mioblasztok differencidldédéasaval. Végul a
CyC15-hCNTF képes volt megmenteni a motoneuronokat az axotomia

altal indukalt sejt pusztulastdol. Az Ujszlléttek arc

nukleuszainak morfoldgiai vizsgalata, az axtomia utén egy

o\°

héttel, azt jelzi, hogy az arc motoneuronok csupdn 13,4 %-a
maradt meg a kontroll &llatokban, mig a hCNTF folyamatos
felszabadulasa a motoneuronok 22,7 % -anak tilélését

eredményezte.

SZEKVENCIA LISTA

(1) ALTALANOS INFORMACIO:
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(i) FELTALALO:CytoTherapeutics, Inc.

(1i) A TALALMANY CIME: A MESTERSEGES BIOLOGIAI SZERVEKBE
BEZART SEJTEK SZAPORODASANAK SZABALYOZASARA SZOLGALO MODSZEREK
ES KESzZITMENYEK

(iii) A SZEKVENCIAK SZAMA: 4

(iv) LEVELEZESI CIM:

A) CIMZETT:James F. Haley, Jr., FISH & NEAVE
B) UTCA: 1251 Ave of Americas

C) VAROS: New York

D) ALLAM: New York

E) ORSZAG: USA

F) IRANYITOSZAM: 10020-1104

(iv) SZAMITOGEPES LEOLVASASI FORMA:

) HORDOZO TIPUSA: Floppy lemez

) SZAMITOGEP: IBM PC kompatibilis

) OPERACIOS RENDSZER: PC-DOS/MS-DOS

) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, #1.25 verz.

(vi) A JELEN TALALMANY ADATAT:
(A) ALKALMAZASI SZAM:
(B) IKTATASI DATUM:
(C) OSZTALYOZAS:

(vii) ELSOBBSEGI ADATOK:

) ALKALMAZASI SZAM: US 08/279,773
B) IKTATASI DATUM: 1994 jdlius 20.
C) ALKALMAZASI SZAM: US 08/432,698
D) IKTATASI DATUM: 1995 majus 9.
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(viii) UGYVEDI/IRODA ADATOK:
(A) NEV: Haley Jr. James F.
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(B) REGISZTRACIOS SZAM: 27,794
(C) REFERENCIA/DOKUMENTUM SZAM: CTI-22 CIP PCT

(ix) TELEKOMMUNIKACIOS ADATOK :
(A) TELEFON: (212) 596-9000
(B) TELEFAX: (212) 596-9090

(2) AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMEZOI:
(A) HOSSZUSAG: 9 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszald

(D) TOPOLOGIA: linedris

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(11ii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTI-SENSE: nincs

(xi) AZ 1. SZAMO SZEKVENCIA LEIRASA:

Cys Asp Pro Gly Tyr Ile Gly Ser Arg

1 5

(2) A 2. SZAMO SZEKVENCIA ADATAT:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMEZOI:
(A) HOSSZUSAG: 6 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszali

(D) TOPOLOGIA: linedris

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
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(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTI-SENSE: nincs

(xi) A 2. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Gly Arg Gly Asp Ser Pro

1 5

(2) A 3. SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMEZOT:
(A) HOSSZUSAG: 19 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszald

(D) TOPOLOGIA: linearis

(1i) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(1i1) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTI-SENSE: nincs

(x1) A 3. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Cys Ser Arg Ala Arg Lys Gln Ala Ala Ser Ile Lys Val Ala Val Ser
1 5 10 15

Ala Asp Arg

(2) A 4. SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:

(1) A SZEKVENCIA JELLEMEZ@I:
(A) HOSSZUSAG: 5 aminosav
(B) TIPUS: aminosav

(C) SZALTIPUS: egyszald
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(D) TOPOLOGIA: linedris

(1i) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(1ii) HIPOTETIKUS: nincs

(iv) ANTI-SENSE: nincs

(xi) A 4. SzZAMO SZEKVENCIA LEIRASA:

Gly Gly Gly Gly Gly

1

5

.
.

.
.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy mesterséges bioldgiai szerven belil a sejtek
eloszlasanak szabdlyozasara szolgdld mddszer azzal jellemezve,
hogy a sejteket egy olyan kezelésnek vetjik ald, mely gatolja a
sejtek szaporodasat, vagy eldsegiti a sejt differenciilédast, a
kezelés a gazdaba vald in vivo implantdcidkor hatékonynak

bizonyul.

2. Az 1. igénypont szerinti mddszer azzal jellemezve, hogy
a kezelés soran a sejteket egy szabdlyozhatd promdterhez
mikoddSképesen kapcsolddd szaporodast eldsegitd génnel
transzformdljuk oly mdédon, hogy a proliferdcidt eldsegitd gén
expresszidéja a gazddba vald in vivo implantdcid soran

gatolhato.

3. A 2. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemezve, hogy

a szaporodast eldsegitd gén egy onkogént jelent.

4. Az 1. igénypont szerinti mddszer azzal jellemezve, hogy
a kezelés sordn a sejteket egy szabilyozhatd promdterhez
mikodddképesen kapcecsolddd  szaporoddst  szuppresszadld  génnel
transzformdljuk oly mdédon, hogy a proliferacidt szuppresszald
gén expresgszidéja a gazdaba vald in vivo implantdcidé sorén

kd6vetkezik be de in vitro gatolni lehet.
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5. A 4. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemezve, hogy
a proliferédcidét gatld gén egy a p53 gént és az RB gént magédba
foglald csoportbdl szelektalt tumor gatld gének kozul

szelektaljuk.

6. Az 1. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemezve, hogy
a kezelés sorédn a sejteket egy szabadlyozhatd promdterhez
mik&éddképesen kapcsolddd differencidldédast indukdld  génnel
transzformaljuk oly médon, hogy a differencidldéddiast indukald
gén expresszidja bekdvetkezhet egy gazddba vald in vivo

implantécid sorén, azonban in vitro gatolhatd.

7. A 6. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemezve, hogy
a differencialdédast indukaldé gént a nagy mobilitdsd csoport

kromoszéma l4-es protein képviseli.

8. Az 1. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemezve, hogy
a kezelés soran a sejteket egy proliferdcidt gatld vegylulet
hatasanak, vagy egy differencialddast indukald vegyllet

hatasanak kitesszuk.

9. A 8. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemezve, hogy
a proliferaciét gatld vegyluletet, vagy a differenciilddast
indukald vegylletet a forbol észtert, a heparint, a TGF-betat,
az aszkorbatot, a mitomycint, a BrdU-t, a PGEj-et, a dbcAMP-t,
az Ara-C-t, a nikotinamidot és az SPG-t magdba foglald

csoportbdl szelektaljuk.
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10. Az 1. igénypont szerinti mdbdszer azzal Jjellemezve,
hogy a kezelés soran a sejteket a proliferdcidt stimuldléd
vegyulet vagy a differencidlédast gatld vegyllet hatédsa aldl

kivesszuk.

11. A 10. igénypont szerinti mbddszer azzal Jjellemezve,
hogy a proliferdcidt stimulald vegyluletet, vagy a
differencidldédast gatld vegylletet az EGF-t, a TGF-alfat, és az
amfiregulint magdba foglald csoportbdl szelektdljuk és a

sejteket a neurdlis tdrzs sejtek képviselik.

12. Médszer a mesterséges bioldgiai szerven bellli sejtek
eloszlasanak szabdlyozasara azzal jellemezve, hogy a
mesterséges bioldgial szerv legalabb egy szaporodasi felszinét
egy olyan kezelésnek vetjuk ala, mely a sejt szaporodast
gadtolja vagy a sejt differenci&lddast eldsegiti, a kezelés egy

gazdaba valdé in vivo implantdcid soran hatékonynak bizonyul.

13. A 12. igénypont szerinti mddszer azzal Jjellemezve,
hogy a kezelés sordn a szaporitd fellletet legaldbb egy
extracelluaris matrix molekula hatékony mennyiségével

burkoljuk.

14. Az 1. 1igénypont szerinti mbdszer azzal jellemezve,
hogy a kezelés sorédn a sejteket egy hidrogél métrixban
szuszpenddljuk a mesterséges bioldgiail szerven belll a matrix
egy proliferdcidt-gatld vagy egy differencidldéddast indukald

peptidbdl vagy peptid szekvenciabdl szarmazik.
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15. A 14. igénypont szerinti mbédszer azzal Jjellemezve,
hogy a hidrogél matrix egy RGD-tartalmd szekvenciat,
(ArgGlyAsp; a 2. szami szekvencia AAy-ARg-e), egy YIGSR-
tartalmi szekvenciat (TyrlleGlySerArg; az 1. szami szekvencia
AAg-AAg-e) és egy IKVAV-tartalmd szekvenciat (IleLysValAlaval;
a 3. szami szekvencia AAj1-AAjg-e) magaba foglald csoportbdl

szelektdlt peptiddel szarmaztatott agardzt tartalmaz.

16. Az 1. igénypont szerinti mbédszer azzal jellemezve,
hogy a kezelés soran egy mikrohordozét a mesterséges bioldgiai

szerven belll szuszpendalunk.

17. Mdédszer a mesterséges bioldgiail szerven belili sejtek
eloszléaséanak szabidlyozasara azzal jellemezve, hogy a
mesterséges bioldgiai szerv legaldbb egyik szaporitd felszinét
kitesszik egy olyan kezelés hatéasénak, mely a sejtek ezen

felszinhez vald kapcsolddasat eldsegiti.

18. A 17. igénypont szerinti mdbdszer azzal jellemezve,
hogy a kezelés az alédbbiakbdl &ll: egy vegylletet a szaporodasi
fellllethez szarmaztatjuk wvagy adszorbedltatjuk és a vegylletet
a poli(d-lizin)-t, egy RGD-tartalmi szekvenciat, (ArgGlyAsp; a
2. szami szekvencia AAj-BAA4-e), egy YIGSR-tartalmi szekvenciat
(TyrIleGlySerArg; az 1. szamid szekvencia AAg-AAg-e) és egy
IKVAV-tartalmi  szekvenciat (IleLysValAlaval; a 3. szami

szekvencia AAjq{-AAq{g-e) magdba foglald csoportbdl szelektaljuk.
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19. A 17. 1igénypont szerinti mbédszer azzal jellemezve,
hogy a kezelés a mesterséges bioldgiai szerven bellil egy inert

dllvanyrendszer létrejdéttét magadba foglalja.

20. A 19. igénypont szerinti mddszer azzal jellemezve,
hogy az inert &allvanyrendszert a poli(hidroxi-etil-metakrilat) -
ot, és a poli(hidroxi-etil metakrilat-ko-metil metakrilat) -ot

magaba foglald csoportbdl szelektdlt vegylletbdl létrehozzuk.

21. Mbédszer a mesterséges bioldgial szerven bellili sejtek
eloszlasanak szabalyozasara azzal jellemezve, hogy a
mesterséges bioldgiail szerv legaldbb egyik szaporitd felszinét
kitesszlk egy olyan kezelés hatésénak, mely a sejtek ezen

felszinhez vald kapcsolddasat gatolja.

22. A 21. igénypont szerinti médszer azzal jellemezve,
hogy a kezelés a PEO-PDMS szaporitd felszinre vald

szarmaztatasat vagy adszorbedladsit magaba foglalja.

23. Az 1. igénypont szerinti mbdszer azzal jellemezve,
hogy a kezelés soradn a sejteket egy proliferdcidét gatld UV

sugdrzasi ddzis hatasanak vetjik ala.

24 . Egy mesterséges bioldgiai szerv azzal jellemezve, hogy

(a) egy biokompatibilis, preszelektiv burkot, és

(b) €15 sejtek egy magjat foglalja magaba, ahol a sejteket
egy olyan kezelés hatésénak tesszlk ki, az 1. - 23. igénypont

barmelyike szerint, hogy a mesterséges bioldgiai szerven belil
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a sejtek eloszldsa a gazdidba vald implantidcid soran

szabalyozhatdéva valik.

25. Egy rekombinadns DNS molekuldval transzformdlt sejt
azzal jellemezve, hogy magdba foglal

(a) egy az expresszid sorédn sejt osztddast indukalni képes
proliferacidt eldsegitd gént,

(b) egy a proliferacidt eldsegitd génhez mlikdddképesen
kapcsoldédd Mx-1 promdtert, ahol az emlitett sejt a szaporodésra
indukalhatéo ha interferon proliferacidt eldsegitd gén
expresszidjanak eléréséhez elegendd mennyiségének hatédsa ala

vetjik.

26. A 25. igénypont szerinti sejt azzal jellemezve, hogy a
proliferacidét eldsegitd gént az SV40 nagy T antigénje

képviseli.

27. Egy rekombinans DNS molekulaval transzformialt
transzgenikus emlds azzal jellemezve, hogy

(a) egy az expresszid soran a sejt osztddast indukalni
képes preoliferdcidt eldsegitd gént,

(b) és a proliferacidt eldsegitd génhez mikdddképesen

kapcsolddd Mx-1 promdtert magadba foglal.

28. A 27. igénypont szerinti transzgenikus emlds azzal
jellemezve, hogy a proliferidcidét eldsegitd gént az SV40 nagy T

antigén képviseli.
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29. Utédok azzal jellemezve, hogy a 27. igénypont szerinti

transzgenikus emlos leszarmazottait jelentik.

30. Egy izolalt sejt azzal jellemezve, hogy a 27. vagy a
29. igénypont szerinti transzgenikus emldsbdl izolalt sejtet

jelent.

31. Egy feltételesen halhatatlanna tett sejt létrehozasara
szolgald médszer azzal jellemezve, hogy a k&dvetkezd lépéseket
foglalja magaba:

(a) egy sejtet egy olyan DNS molekuldval transzformdlunk,
mely egy az expresszalddaskor a sejt osztddast indukdlni képes
proliferdcidt eldsegitd gént és egy a proliferdcids génhez
mikodSképesen kapcsolddd Mx-1 promdtert tartalmaz oly mdédon,
hogy az emlitett transzformdlt sejt szaporodasra induk&lhatd
ha egy interferon olyan mennyiségének hatédsa ala vetjuk, mely
elegendd ahhoz, hogy 2 proliferacidt el&dsegitd gén expreszidjat
eredményezze,

(b) az emlitett transzformalt sejteket tenyésztjuk.

A meghatalmazott

igyrive
az SBB& K etkozi
,1¥6da tagja
H-1062 t, Andréssy vt 113.
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