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Vé}uf/
Virové vektory a jejich pouziti Pro léceni

hyperprofilerativnich nemoci, zejména restenosy

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykd nové, zvlast ucinné, metody
léceni patologiil spojenych S ‘hyperproliferativnimi
~onemocnénimi  prostredky geﬁové terapie. Zpﬁsob .podle-
predkladaného wvynalezu sestava, konkrétnéji, ve specifickém
blokovani proliferace bunék vaskularniho hladkého svalstva
(vascular smooth-muscle cells - VSMC) pomoci in vivo pIenosu
genu gax. -Zpusob podle predkléddaného vynalezu je velmi uZinné
upraven pro léceni postangioplastickych restenos pomoci
preexprimovani gax genu  ve vaskularni sténé. Podle
pfedkladaného vynalezu lze gax gen pfenaset pomoci wvirovych

vektoru. Tyto vektory jsou s vyhodou adenovirové vektory.

Dosavadni stav techniky

Byly izolovany ruzné geny, které Jjsou spojeny s blokovanim
bunéd&éného odd&leni. Tim dojde k tomu, Ze gas (rust-blokovani
specificky: gas 1 aZ 6) a gadd (rust-blokovani a wvyvolatelny
DNA poskozenim: gadd34, gaddd45 a gaddl53) geny jsou silné
.exprimovény ve kviscentnich bufikdch, to znamend Vv bufikach,
‘které jsou blokovany v GO fazi bun&lného cyklu (Schneider a
kol., Cell 1988, 54: 787-793; Del Sat a kol., Cell 1992, 12:
3514-3521; Cowled a kol., Exp. Cell. Res. 1994, 211: 197-202;
"Brancolini a Schneider, J. Cell. Biol. 1994, 124: 743-756;
7han a kol., Mol. Cell. Biol. 1993, .13: 4242-4250; Jackman a
kol., Cancer Res. 54: 5656-5662, 1994). V souladu s témito
zjisténimi o genové expresi, mikroinjekce gas—-1 proteinu
blokuje syntézu DNA (Del Sat a kol., Cell, 1992, 70: 595-607).
Naopak pridani rustového faktoru jako je PDGF

(platelet~derived growth factor - rustovy faktor odvozeny z




desti&ek) nebo fetalni teleci sérum sniZuje expresi téchto
genu u in vitro modelu (Coccia a kol. Mol. Cell. Biol. 1992,
12: 3514-3521). O této specifit& exprese ve vztahu k stavu
proliferace bufiky se také jevi, 3e ma sviaj protéjdsek in vivo.
Takto je gen gas-1 silné exprimovan v déloze u mydi po vyjmuti
vajecnikt (Ferrero .a Cairo, Cell. Biol. Int. 1993, 17,
857-862). U tého? zvireciho modelu vedlo 1léCeni estrogeny k
pbunééné proliferaci, kterd je umisténa v d&loze, a projevuje
se zvySenim exprese proto-onkogenu c-myc a sniZenim exprese
genu gas-—1. Podobné u hepatitického modelu
proliferace/regenerace Jje exprese genu gas—-6 silné omezena po
dobu &tyf hodin po &astelné heptatektomii, tj. v dobé pfenosu
2 GO na Gl; tato exprese se vrati k normdlu, pravdépodobné
jakmile bylo Jjednou iniciovano déleni hepatocytu (Ferrero a

kol, J. Cell. Physiol. 1994, 158: 263-269).

Podstata vynalezu

Predkladatel vynalezu se zajimal o novy gen, tj. gen gax
(rust-blokovani specificky homeobox) a prokéazal, Ze tento gen
ma vlastnosti, které jsou zejména vyhodné pro pouziti v genoveé
terapii hyperproliferativnich nemoci, zejména Trestenosy. Gax
gen byl puvodn& zjidtén v cDNA knihovneé pfipravené z krysi
aorty. Koduje protein o 303 aminokyselinach. Jeho sekvence
byla charakterizovéana a jeho cDNA byla klonovana (Gorski -a
kol. Mol. Cell. Biol. 1993, 6, 3722-3733). Gax gen ma urciteé
vlastnosti, které jsou podobné tém u genu gas a gadd, protoZe
se také .zda, Ze reguluje pfenos GO0/Gl v buné&fném cyklu.
Stejnym zpuscbem Jje hladina gax mRNA sniZena u krysich VSMC
desetkrat po dvou hodindch po vystaveni PDGF (Gorski a kol.
Mol. Cell. Biol. 1993, 6, 3722-3733). Exprese gax genu Jje
proto potla&ena bé&hem VSMC mitogenni odpovédi.

Jednou z vvhod zpusobu podle predkladaného vynalezu Jje

principialné specifita exprese gax genu. Takto, u dospéliych




krys, Jje gax gen hlavné exprimovan v kardiovaskularnim {aorta
a srdce) systému. Na druhou stranu pfi demonstrovani
pritomnosti gax mRNA v jatrech, mozku, Zaludku nebo kosternich
- svalech selhal northern blott. Post-angioplasticnd restenose
je lokalizované hyperproliferativni nemoc, ktera se rozviji po
nechirurgické intervenci v oblasti atherosklerotické skvrny.
Diky tomu vede 1lé&eni atherosklerotickych 1ézi angioplastii
Casto (aZ 50 % pfipadhd v urdité studii) k restenose, po které.
‘nasleduje mechanické podkozeni arterialni stény. Klicovou
udédlosti tohoto mechanismu je proliferace a migrace ‘bunék
vaskularniho ‘hladkého svalstva (VSMC) z tunica media smérem . do
tunica intima, zejména z duvodu nepritomnosti chranéni a/nebo
zpétné vazby endothelidlnich bunék v tunica intima. Schopnost
selektivné exprimovat antiproliferativni gen podle
predkladaného vynalezu wve VSMC buitkdch Jje wvelmi podstatnou
vyhodou.

Dalsi wvyhodou zplsobu podle predkladaného vynélezu Jje
skuteCnost, Ze gax gen patr¥i do skupiny homeotickych genu.
Tyto geny kéduji transkripé&ni faktory, které obsahuji sekvence
(nebo homeodomény), které rozpoznavaji kokrétni oblasti DNA
{nebo homeoboxu) (review: Gehring a kol. Cell, 788: 211-223,
1994). Homeodoména krysiho gax proteinu je obsaZena mezi
~aminokyselinami 185 a 245. Zajimavé je, Ze homeotické geny,
které byly do soucasné doby identifikovany jsou zahrnuty v
kontrole bunécné proliferace/rustu b&hem embryogeneze, a tak
posiluji terapeuticky potencidl zpusobu podle predkladaného
vynalezu (review: Lawrence a Morata Cell 78: 181-198, 1994;
Krumlauf, Cell 78: 191-201, 1994).

Pfedkladany vynadlez se tak tykd pofkozeného rekombinantniho
viru, ktery obsahuje pfinejmen$im jeden vioZeny ‘gen koédujici
cély nebo cast GAX proteinu nebo variantu tohoto proteinu.
Vynadlez se také tykd pouZiti takovych vird pro 1lé&eni

hyperproliferativnich patologii.




Ve virech podle predkladaného vynalezu muZe byt vlioZeny gen
fragmentem komplementadrni DNA (cDNA) nebo genomické DNA (gDNA)
‘nebo hybridni konstrukt sestavajici, napriklad, =z cDNA, do
‘ktere byl vloZen jeden nebo vice intrond. Gen také obsahuje
syntetické nebo polosyntetické sekvence. Jak jiZ bylo uvedeno,
gen muZe byt gen kédujici cely nebo &ast GAX proteinu nebo to
muZe byt variant tohoto proteinu. V predkladaném vynalezu
oznaCuje pojem variant jakykoliv mutant,'fragment nebo peptid,.
ktery mé prinejmen3im jednu biologickou vlastnost GAX, stejné
jako jakykoliv homolog GAX, ktery byl ziskdn z jinych zdroju.
Tyto fragmenty a varianty 1lze ziskat Jjakoukoliv technikou
znamou odbornikim, zejména genetickymi a/nebo chemickymi
a/nebo  enzymatickymi modifikacemi nebo hybridizaci nebo
expresnim klonovanim, umoZfiujici, aby byly varianty vybrany
podle jejich biologické aktivity. Genetické modifikace
zahrnuji supresi, deleci, mutaci atd.

V  predkladaném wvynalezu dje vlozZeny gen, s wvyhodou, gen
koédujici cely nebo <&ast krysiho GAX proteinu nebo jeho
lidskeho homologu. Je3t& vyhodnéji se jedna o cDNA nebo gDNA.

Obecné vloZeny gen také obsahuje sekvence, které umozZziuji,
aby byl exprimovan v infikovanych buiikach. Tyto sekvence mohou
byt sekvencemi, které jsou pf¥irozend odpovédné za expresi
daného genu, pokud jsou tyto sekvence schopné funkce w
~infikované bufice. Sekvence také mohou byt ruzného puvodu
(odpovédné za expresi riznych proteinu nebo - dokorice
syntetickych proteind). Zejména to mohou byt sekvence
eukaryotnich nebo virovych genu nebo odvozené sekvence, které
‘stimuluji nebo potlacuji transkripei genu specifickym nebo
nespecifickym zpusobem a vyvolatelnym nebo nevyvolatelnym
zpusobem. Jako priklad se muZe jednat o promotorovou sekvenci,
ktera je odvozena z genomu bufiky, kterou Jje Zadouci infikovat
nebo z genu viru, =zejména promotoru adenovirové E1A a MLP
genu, CMV nebo LTR-RSV promotoru atd. Eukaryotni promotory,

které lze také uvést, Jsou viudypfitomné promotory (HPRT,




vimentin, aktin, tubulin, atd.), promotory prechodného vlakna
(desmin, neurofilamenty, *keratin, GFAP, atd.), promotory
terapeutického genu (typ MDR, CFTR, faktor VIII, .atd.)
tkan-specifické promotory (aktin promotor v bufikdch hladkych
svalu), promotory, které jsou, s vyhodou aktivovany v délicich
se butikdch, nebo 3jiné promotory, které reagujl na stimuly
(receptory steroidniho hormonu, receptory retinové ‘kyséliny,
atd.) Navic, tyto expresni sekvence lze modifikovat pfidéniﬁ
aktivujicich. sekvenci, regulaénich sekvenci, atd. Jinak, pokud
vioZeny gen neobsahuje jakékoliv exprimované sekvence, lze jej
viozit do genomu poSkozeného wviru v protisméru takové
sekvence.

Navic, vloZeny gen obecné zahnuje, - ve sméru koédujici
sekvence, signalni sekvenci, kterd md sméruje syntetizovany
polypeptid do vylufovacich cest ‘cilové bunky. I kdyZ tato
signalni sekvence muZe byt prirozend GAX signalni sekvence,
‘muZe to také byt jina funkéni signdlni sekvence (napfiklad
genu pro thymidin kinasu) nebo uméla signalni sekvence.

Viry podle predkladaného vynélézu, jsou po3kozené viry, a
proto nejsou schopné autonomni replikace v cilové bunce.
Obecng, gen defektnich wviru, které se pouZivaji podle
predkladaného vynalezu neobsahuje prinejmensim sekvence, které
jsou nutné pro replikaci daného viru v infikované bunce. Tyto
- oblasti lze bud vyjmout (celé nebo <&ast), vyradit z funkce
‘nebo je 1lze nahradit Jjinymi sekvencemi, =zejména vloZenym
“genem. S vyhodou si poskozeny virus uchovava sekvence svého
genomu, které jsou nezbytné pro zakapsidovani virovych Castic.

Virus podle pfedklédaného vynalezu je odvozen od adenoviru,
adenosouvisejiciho viru (AAV) nebo od retroviru. Podle jednoho
preferovaného provedeni je virus adenovirus.

Existuji ruzné serotypy adenoviru, JjejichZ struktura -a
vlastnosti se pon&kud 1i8i. Z téchto serotypli Jjsou podle
pfedkladaného vynalezu k pouZiti preferovany typ 2 nebo typ 5

lidského adenoviru (Ad 2 nebo Ad 5) nebo adenoviry zvireciho
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puvodu (viz prihlaska W094/26914) . Adenoviry zvireciho puvodu,
které lze pouZit podle predkladaného vynalezu jsou adenoviry
psi, hovézi (Mavl, Beard a kol., Virology 75 (1990) 81),
veprové, z paviadnu nebo jinych opic (SAV). S vyhodou Jje
 adenovirus zvifeciho pivodu psi adenovirus, jesté wvyhodnéji
CAVZ2 adenovirus {Manhattan nebo 2A26/61 kmen (ATCC ~VR-800),
napriklad]. S vyhodou se podle pfedkladaného vynalezu
pouZzivajil adenoviry lidské, psi nebo smés obou. .

S vyhodou zahrnuji poskozené viry podle pfedkladaného

vynalezu ITR, kapsida&ni sekvenci a nukleovou kyselinu. Jelté
zajimavéjsi je v genomu adenoviru podle predkladaného
vynadlezu, Ze prinejmensim oblast E1 je nefunkéni. Virovy gen
lze upravit tak, Ze je nefunk&ni, jakoukoliv technikou znamou
odbornikum, zejména uUplnym odstrandnim, nahrazenim, &asteénou
deleci nebo pridanim jedné nebo vice bazi k uvaZovanému genu
{(genum) . Takovych Uprav lze dosahnout in vitro (na izolované
DNA) nebo 1in situ, napfiklad pouZitim technik genetické
manipulace nebo pﬁsébenim mutagennich ¢inidel. Dal3i oblasti
lze také modifikovat, zejména oblast E3 {WO95/02697), oblast
E2 (WO94/28938), oblast E4 (WO94/28152, W094/12649 a
W095/02697) a oblast L5 (W0O95/02697). Podle preferovaného
provedeni obsahuje adenovirus podle predkladaného vynélezu
deleci oblasti El ‘a E4. Podle dal3iho preferovaného provedeni
‘obsahuje deleci v oblasti E1, do které byla vloZena oblast E4
-a sekvence kodujici GAX (srov. FR94 13355). Ve virech podle
predkladaného vynalezu delece Vv oblasti E1l sahd pfes
nukleotidy 455 aZ 3329 v sekvenci Ad5 adenoviru.

PoSkozené rekombinantni adenoviry podle predkladaného
vynalezu 1lze p¥ipravit jakoukoliv technikou znamou odbornikim
(Levrero a kol., ‘Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham,
EMBO J. 3 (1984) -2917). <Zejména se pripravuji homologni
rekombinaci mezi adenovirem a plasmidem, ktery nese, kromé
Jiného, pozZadovanou sekvenci DNA. Homologni rekombinace je

vyvolana po kotransfekci daného adenoviru a plasmidu do vhodné
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‘bunécné linie.PouZita buné&cna linie by méla, s vyhodou (i) byt
transformovatelnd uvedenymi prvky a (ii) obsahovat sekvence,
které - jsou komplementarni k casti- genomu poskozeného
adenoviru, s vyhodou v integrované form&, aby se zabranilo
riziku rekombinace. Priklady bun&&nych 1linii je bunécna
linie 293 lidské embryonalni ledviny (Graham a kol., J. Gen.
Virol. 36 (1977) 59), kteréa obsahuje, zejména, integrovanou do
svého genomu, levorukou &ast genomu Ad5 adenoviru (12 %) nebo
bunécné linie, které jsou komplementarni k funkcim El a E4 jak
bylo popséane, zejména, v  prihlaskach &. W094/26914 a
- WO95(02697.

Nasledné Jjsou rozmnoZené adenoviry ziskdny a ¢iStény
standardnimi molekuldrné biologickymi  technikami jak Jje
ilustrovano v pfikladech.

Adenosouvisejici viry (AAV) jsou DNA viry relativné mensi
velikosti, které se integruji, stabilné a mistné& specifickym
zpusobem, do genomu infikovanych bunék. Jsou schopné infikovat
Sirokou $kalu bunék aniZ by ovliivmily buné&dény rust, morfologii
nebo diferenciaci. Navic, se zda, Ze mnejsou zahrnuty do
lidskych patologii. Genom AAV byl klonovan sekvenovan a
charakterizovan. Zahrnuje pribliZné 4700 bazi a obsahuje
cblast prevraceného terminalniho opakovani (inverted terminal
repeat - ITR) o délce pribliZné 145 béazi na kaZdém konci,
kterd slouZi jako vychozi bod replikace viru. Zbytek genomu je
rozdélen do dvou nezbytnych oblasti, které nesou kapsidad&ni
funkce: levoruka cCést genomu, kterd obsahuje rep gen zahrnuty
v replikaci viru a expresi virového genu; a pravorukou &ast
genomu, kterd -obsahuje cap gen -kddujici kapsidovy protein
viru.

Pouziti vektoru odvozenych od ARV pro prenos genu In vitro a
in vivo bylo popséno v literatu¥e (viz, zejména, WO 91/18088;
WO 93/09239; US 4,797,368, US5,139,941, EP 488 528). Tyto
prihlasky popisuji ruzné konstrukty odvozené od - AAV, ve

kterych Jsou rep a/nebo cap geny odstranény a nahrazeny




poZadovanym genem, a pouZiti t&chto konstrukta pro prenos
poZadovaného genu in vitro (do kultivovanych bun&k) nebo in
vivo (pfimo do organismu). PoSkozené rekombinantni AAV podle
predkladaného vynélezu 1lze pfipravit kotransfekci plasmidu
obsahujiciho poZadovanou nukleokyselinovou sekvenci, ktera e
obklopena dvéma AAV  oblastmi ‘pfevréceného termindlniho
opakovani (ITR) a plasmidu nesouciho AAV kapsida&ni geny (rep
a cap geny), do bunélné linie, kterad je infikovana lidskym'
pomocnym virem (nap¥iklad adenovirus). AAV rekombinanty, které
tak byly vyrobeny, byly <istény standardnimi ‘technikami.
Vynalez proto také popisuje BAAV odvozeny rekombinantni wvirus
jehoZ genom obsahuje sekvenci kédujici GAX, které je obklopena
AAV ITR. Vynélez se také tyka plasmidu obsahujiciho sekvenci
- kédujici GARX, kterd Jje obklopena dvéma ITR =z AAV. Takovy
plasmid 1lze pouZit tak Jjak Je pro pfenos GRAX sekvence s
plasmidem, tam kde Jje teo wvhodné, ktery Je =zahrnut do
liposomalni ho vektoru (pseudovirus).

Konstrukce rekombinantnich retrovirovych vektort byla
rozsahle =zpracovédna v literatufe: wviz, =zejména EP 453242,
EP 178220, Bernstein a kol, Gent. Eng. 7 {1985) 235;
McCormick, BioTechnology 3 (1985} 689, atd. Zejména jsou
retroviry integracni viry, které infikuji dé€lici se buhky.
Retrovirovy genom zahrnuje hlavné dvé LTR, kapsidaéni sekvenci
a tri kédujici oblasti {(gag, pol a env). U rekombinantnich
vektoru odvozenych od retroviru jsou geny gag, pol a env
..obecné odstranény, celé nebo ¢astetné a nahrazeny poZadovanou
heterologni -nukleokyselinovou sekvenci. Tyto vektory 1lze
konstruovat =z ruznych typu retroviru jako Jsou, =zejména,
. MoMuLV ("murine Moloney leukaemia virus" také oznaCovany jako
MoMLV), MSV ("murine Moloney sarcoma virus"), HaSV ("Harvey
sarcoma virus"), SNV ("spleen necrosis wvirus"), RSV ("Rous
sarcoma virus") nebo jiny pratelsky virus.

Obecné, . aby byly zkonstruovany rekombinantni retroviry

obsahujici sekvenci kédujici GAX podle predkladaného vynalezu,
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Jje konstruovan plasmid, ktery obsahuje, zejména, LTR,

kapsida&ni sekvenci a kédujici sekvenci, kterd je pak pouZita

pro transfekci toho, co je mnazyvano enkapsidacéni bunécna

linie, ktera je schopna dopliiovat retrovirové funkce, které
chybi u plasmidu. ©Obecné 7jsou enkapsidacni bund&né linie
schopné exprimovat geny gag, pol a env. Takové enkapsidacni

bunécné linie byly popsény v dosavadnim stavu techniky,

-zejména buné&nd linie PA317 (US 4,861,719), bunéclnad linie

"PsiCRIP (WO 90/02806) a bun&&na linie GP+envAm-12

(WO 89/07150) . Navic, rekombinantni retroviry mohou obsahovat
modifikace v LTR pro potlaceni . transkripé&ni aktivity stejné
jako enkapsidaini sekvence, které =zahrnuji ¢&ast gag genu
(Bender a -kol., J. Virel. 61 (1987) 1693). Rekombinantni

retroviry, které byly vyrobeny['byly nésledné ¢isStény béZnymi

technikami.

PouZiti podkozenych rekombinantnich adenovirua pro léceni

_restenosy Jje velmi vyhodné. Adenoviry maji wvysokou infeké&ni

kapacitu pro ~proliferujici  buiky vaskularniho hladkého
svalstva. To uméZhiuje pouZit relativné mald mnoZstvi aktivni
slozky (rekombinantniho adenoviru), kterd tak vedou k uc¢innému

a velmi rychlému pusobeni v léCenych mistech. Adenoviry podle

‘predkladaného vynalezu Jjsou také schopny exprimovat velkymi

rychlostmi vloZeny gax gen, coZ vede k velmi Gcinnému
terapeutickému plUsobeni. Navic diky Jjejich episomalni povaze,
setrvéavajil adenoviry podle predkladaného vynalezu v
proliferujicich bunkach po omezenou dobu, a tak maji prechodny
vliv, ktery Jje vynikajicim -zpusobem upraven pro Zzadany
terapeuticky efekt.

" P¥edkladany vynalez se také tykd farmaceutického prostredku,
ktery obsahuje jeden nebo vice posSkozenych rekombinantnich
viru, které jiZ byly popséany. Takové prostredky mohou byt v
takové podobé&, kterd je vhodnd pro plénovany zpusob jejich

podavani povrchovou, oralni, parenteralni, intranaséalni,
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intravendézni, intramuskularni, subkutanni, - intraokularni .atd.
cestou.

S vyhodou obsahuje prostredek podle predkléddaného wvynéalezu
excipienty, ktereé Jsou farmaceuticky prijatelné pro
injikovatelné prostfedky, =zejména pro injekce do bundcné
stény. Tyto excipienty Jsou, zejména, sterilni, isotonické
roztoky soli (hydrogen nebo dihydrogenfosforec¢nan sodny,
chlorid sodny, draselny, vapenaty nebo hofelnaty, atd. nebo
smési takovych soli), nebo suché, zejméﬁa lyofilizované
-prostfedky, které se rekonstituuji pfidanim sterilizované vody
. nebo fyziologického roztoku na injikovatelné roztoky.
Excipient také muZe byt hydrogel, ktery se pfipravuje z
jakéhokoliv Dbiokompatibilniho nebo nejedovatého (homo nebo
hetero) polymeru. Takové polymery byly popsany, napfiklad, v
prihlasce WO 93/08845. Nékteré =z nich, jako zejména ty z
ethylenoxidu nebo propylenoxidu jsou komercné dostupne.

Pri léceni patologii, které souviseji S
hyperproliferativnimi nemocemi, 1lze posSkozené rekombinantni
adenoviry podle prfedkladaného  vyndlezu  podavat riaznymi
cestami, zejména injekéné. S  vyhodou, Jjsou pri 1éceni
restenosy adenoviry podle predkladaného vynalezu podavany
‘primo do stény krevni cévy pomoci angioplastického balonku,
ktery je pokryt hydrofilnim filmem (napfiklad hydrogelem),
ktery Jje nasyceny adenoviry, hebo pomoci Jjiného katetru
obhsahujiciho infuzni komlrku pro roztok adenoviru, kterou pak
lze aplikovat presné do mista léCeni a umoZnuje adenovirum
mistni a uc¢inné uvolnéni v misté 1lélené Dbuiky. Tento zpusob
podavani s vyhodou umozZnuje infikovat velké mnoZstvi (aZ
9,6 %) bunék tunica media, které tvori preferoVany cil -pro
“lécdeni restenosy, zatimco standardni zpusoby podéavani
(napriklad intravendézni injekce) neumoZnuiji, aby byly buiky
infikovany v takovém rozsahu.

Zpusob léceni podle predkladaného vynalezu s vyhodou sestava

z podévani prostredku, ktery obsahuje hydrogel nasyceny
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rekombinantnimi adenoviry, do léceného mista. Hydrogel muZe
byt umistén primo na povrch 1lécené tkané, napriklad béhem
chirurgického zakroku. S vyhodou je hydrogel podavan na lécené
misto pomoci katetru, napriklad balénkového katetru, zejména
prfi angioplastii. Zejména vyhodnym zpusobem dJe kdyZ e
nasyceny hydrogel dodavan na lééené misto pomoci balénkového
~katetru.

Davky viru, které se pouZivaji do injekci lze upravit podle'
podminek, zejména podle pouZitého zpuscbu podavani a Zadaného
trvani l1é¢eni. ‘Obecneg, jsou rekombinantni ‘viry podle
pfedkladaného vyndlezu podévany ve form& davek 10' aZ
10! pfu/ml. V pfipadé BAV a adenovirt lze pouZit davky 10° aZ
10" pfu/ml. Pojem pfu ("jednotka tvorby destidek") -odpovida
infekéni sile suspenze virionu a Jje stanovovan infikovanim
vhodné bunécné kultury a mérenim, obecné po 48 hodinach, podtu
..desticek infikovanych bunék. Techniky staﬁoveni pfu titru
virového roztoku jsou dobfe dokumentovany v literatufe.

Predkladany vynalez nabizi novy a velmi u&inny prostfedek
1éCeni nebo prevence patologii, které souviseji IS
hyperproliferativnimi nemocemi jako je restenosa.

Dale lze toto 1lécCeni pouZzit na lidech stejné Jjako na
jakychkoliv zviratech jako jsou ovce, hovézi dobytek, domaci
zvirata (psi, kocCky, atd.), koné&, ryby, atd.

Predkladany vynélez je uplnéji popsdn v nasledujicich

prikladech, které jsou pouze ilustrativni a nijak neomezujici.

Popis obréazku
Obrazek 1 : Zobrazeni plasmidu pCO01.
Obréazek 2 : Zobrazeni plasmidu pXL-CMV-Gax™.
Obrazek 3 : Jaderné umisténi GAX-HA proteinu ve VSMC
transfekovanych pXL-CMV-Gax'™.
Obrazek 3A : VSMC transfekované s vektorem pCGN {(chybi
GAX 1insert).
Obrazek 3B : VSMC transfekované s vektorem pXL-CMV-Gax™.
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Obrézek 4 : Jaderné umisténi GAX-HA proteinu wve VSMC
transfekovanych Ad-CMV-Gax.
‘Obréazek 5 : Vliv  Ad-CMV-GAX na proliferaci VSMC

(t = 24 hodin)
- VSMC jsou sc¢itény po 24 hodinéch. po plusobeni
Ad-CMV-Gax (1000 pfu/bunka) nebo . kontrolnim adenovirem
(Ad-RSV-fGal, 1000 pfu/buika). Bunélny rust je blokovan (0,5 %
FCS) nebo stimulovan (FCS 20 %). .
Obrazek 6 " Vliv ~ Ad-CMV-GAX na proliferaci VSMC
(t = 48 hodin)
- VSMC jéou'séitény po 48 hodinach po pusobeni
"‘Ad-CMV-Gax (10006. pfu/bunka) nebo kontrolnim adenovirem
(Ad-RSV-fGal, 1000 pfu/bufika). Bun&lny rust je blokovan (0,5 %
FCS) nebo stimulovan (FCS 20 %).
Obréazek 7 : Vliv Ad-CMV-GAX na Zivetnost VSMC, které jsou
inkubovany v pritomnosti fetédlniho teleciho séra (FCS 20 %).
- experimentalni podminky, srov. obrazek 6.
Obrazek 7A : buiky, které nejsou léCeny adenovirem
Obréazek 7B : bunky, které jsou léCeny Ad-RSV-fGal
Obrazek 7C : bunky, které Jjsou léceny Ad-CMV-Gax
Obrazek 8 : V1iv Ad-CMV-Gax a Ad-RSV-fGal na krysi
karotidovou artérii po pusobeni baldnkového katetru.
Obrazek 8A : mé&reni povrchové oblasti v intima
Obrazek 8B : méfeni pom&ru intima ku media
. - Obrazek 8C : mé&feni lumindlniho zuZeni.
Obrazek 9 : Arterialni prufez kontrolnich a lé&enych cév
Obrazek 9A : kontrolni cévy léCené A3-RSV-fGal
Obréazek 9B : cévy 1léCené Ad-CMV-Gax.
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Priklady provedeni vynalezu

Obecné molekularné biologické techniky

Standardni metody pouZivané v molekuldrni biologii, jako
~Jjsou preparativni extrakce plasmidové  DNA, centrifugace
plasmidové DNA v gradientu chloridu cesného, elektroforéza na
agarosovém nebo akrylamidovém gelu, <&isténi fragmeéentu DNA
elektroeluci, extrakci proteinu fenolem nebo Smési.
fenol/chloroform, sréZenim DNA v 'solném médiu pomoci ethanolu
nebo izopropanolu, prevedeni do Eschericia coli, atd., ...,
jsou odbornikum dobre znamy a Jjsou rozsahlym zpusoben popsany
v literature f[Maniatis T., a kol., "Molecular Cloning, A
Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
-Harbor, N. Y., 1982; Ausubel F. M., a kol. {editofi), "Current
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York,
1987].

Plasmidy typu pBR322 a pUC a fagy série M13 byl ziskény
komer&né (Bethesda Rééearch Laboratories) .

Pro ligace +se DNA fragmenty oddeluji podle velikosti
-elektroforeticky na .agarosovém nebo akrylamidovém gelu,
extrahuji fenolem 'nebo smesi fenol/chloroform, sraZeji
ethanolem a pak inkubuji v pritomnosti T4 DNA ligasy (Biolabs)
podle doporuceni dodavatele.

5' prodlouZené konce lze pf#i pouZivani vyplnit Klenowovym
fragmentem E. coli DNA polymerasy I (Biolabs) podle udaju
vyrobce. 3' prodlouZené konce 7Jjsou znicCeny v pfitomnosti T4
DNA polymerasy (Biolabs), kterd se pouZiva podle doporuceni
vyrobce. 5' prodlouZené konce Jjsou zni¢eny opatrnym pusobenim
S1 nukleasy.

In vitro mistné specifickou mutagenezi pomoci ‘syntetickych
oligonukleotidu lze provést zpusobem vyvinutym Taylorem a kol.
[Nucleic Acids Res. 13 (1985) 8749-8764] pouZitim souprévy

distribuované firmou Amersham.
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Enzymaticke zmnoZeni DNA fragmentu pomoci techniky

coznatované Jako PCR [polymerase-catalyzed chain reaction -
polymerasou katalyzovand retézové reakce, Saiki R.K. a kol.,
Science 230 (1985) 1350-1354; Mullis K. B. a Faloona F. A.,
Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] se provadi pomoci DNA
tepelného cykleru (Perkin ' Elmer Cetus) podle doporucCeni
_vyrobce.

Nukleotidové sekvence se stanovuji metodou podle Sangera a
kol. [Proc. Natl. Bcad. Sci. USA, 74, (1977) 5463-5467] pomoci

soupravy dodavané firmou Amersham.

Prfiklad 1: konstrukce vektoru pXL-CMV-Gax™ nesouciho gen
‘kodujici krysi gax protein pod kontrolou CMV promotoru.

Tento pfiklad popisuje konstrukci vektoru, ktery obsahuje
'¢cDNA koéduijici gax protein (krysi) a adenovirové sekvence,
které umoZihujl rekombinaci. K N-konci gax proteinu (Field a
kol., Mol. Cell. Biol. 8: 2159-2165, 1988) byl pfidan epitop
chfipkového ~ viru haemagglutinin {epitop HAl), zahrnujici
18 aminokyselin. Takové ptridani epitopu umoiZnuje sledovat
expresi gax, .zejména imunofluorescencnimi technikami, pouZitim
protilatek proti HAl epitopu. Kromg své citlivosti tato metoda
zaroven umozZnuje vylouc¢it, Jak in vivo tak im vitro, 3Sum
- pozadi, ktery odpovida expresi endogennich gax proteinu.

~1.1. Konstrukce plasmidu pCO1

‘A - Konstrukce plasmidu pCE

EcoR1/Xbal fragment odpovidaijici levorukému konci genomu
adenoviru AdS5 byl nejprve klonovadn mezi EcoR a Xba misty
vektoru pICl9H. Tim byl generovéan plasmid pCA. Plasmid pCA pak
byl prestriZen Hinfl a jeho 5' p;odlouiené konce byly vyplnény
Klenowovym fragmentem E. coli DNA polymerasy I; vS8e pak bylo
prestriZeno EcoR. Fragment plasmidu pCA, ktery byl takto
generovadn a ktery obsahuje levoruky konec genomu adenoviru
AdS5, pak byl klonovan mezi EcoRI a Smal misty vektoru pIC20H
(Marsh a kol., Gene 32 (1984) 481). Tim byl generovan plasmid
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pCB. Plasmid pCB byl pak pfestfiZen ©EcoRI a jeho 5
prodlouzZené konce byly vyplnény Klenowovym fragmentem E. coli
DNA polymerasy I; v3e pak bylo prfestfiZeno BamHI. Fragment
plasmidu pCB, ktery byl takto generovdn a ktery obsahuje
levoruky konec genomu adenoviru AdS5, pak byl klonovédn mezi
Nrul a BglII misty vektoru pIC20H. Tim byl generovan plasmid

pCE JjehoZ vyhodna charakteristika spoCiva v prvnich 382 parech

bazi adenoviru Adb, které nésleduje mnohonasobné klonovaci

‘misto.

B - Konstrukce plasmidu pCD'

Sau3hA  (3346)/Sstl (3645) a Sstl (3645)/Narl (5519)
fragmenty z genomu adenoviru Ad5 byl nejprve spolu ligovany a
klonovany mezi Clal a BamHI misty vektoru pIC20H, ¢&imZ byl
generovan plasmid pPYS53. SalI/Tan fragmentt z plasmidu pPY53
{pripraveného z dam- pozadil), .ocbsahujici ¢ast genomu adenoviru
- Ad5 mezi misty Sau3A {(3346) a Taqgl (5207) pak byl klonovan
mezi Sall a Clal misty wvektoru pIC20H, ¢imZ byl generovéan
bplasmid pCA'. Tagl (5207)/NarlI (5519) fragment genomu ‘Adb5
adenoviru, pripraveného z dam- pozadi, a Sall-Tagl fragment z
plasmidu pCA' pak byly spolu ligovany a klonovany mezi Sall a
Narl misty vektoru pIC20H. Tim byl dgenerovan plasmid pCC*'.
NarI  (5519)/Nrul (6316) fragment genomu adenoviru AdS,
pripraveného 2z dam- pozadi, a Sall/Narl fragment 2z plasmidu
pCC' pak byly spolu ligovany a klonovany mezi Sall a Nrul
misty vektoru pIC20H. Tim byl generovan plasmid pCD'.

C - Konstrukce plasmidu pCO0O1

Castednym odbouravanim plasmidu pCD' pomoci Xhol a pak
uplnym odbouravanim pomoci Sall byl generovan fragment, ktery
obsahoval sekvenci adenovifu AdS od mista Sau3A (3446) aZi k
mistu Nrul (6316). Tento fragment byl klonovédn do Sall mista
plasmidu pCE. Tim byl generovan plasmid pCO0l (cbrazek 1),
ktery obsahoval levorukou ¢ast adenoviru Ad5 aZ do mista Hinfl
(382), mnohondsobného klonovaciho mista a Sau3A (3446)/Nrul

(6316) fragmentu adenoviru AdS5.
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1.2 Konstrukce vektoru pXL-CMV-Gax" (srov. obrazek 2)

Gax CDNA byl klonovan mezi Xbal a BamHI misty vektrou
pCGN (Tanaka a Herr, Cell 60: 375-386, 1990). Vysledny vektor,
pPCGN-Gax, obsahoval  promotorovou -a -enhancerovou -sekvenci
cytomegaloviru (CMV) (=522, +72; Boshart a kol., Cell, 41:

21-530, 1985), hlavni sekvenci herpes simplex virus thymidin
kinasy, v&etn& AUG inicializadniho kodonu, stejné jako prvnich
tfech aminokyselin (+55, +104; Rusconi a Yamamoto, EMBO J., 6:'
1309-1315, 1987), sekvenci kéddujici HAL epitop [Y P Y DV P D
YA SLGGP (sekvence id. &. 1)1, krysi gax cDNA a, nakonec,
polyadenyla&ni sekvenci kraliZiho PB-globinového genu (Pabo a
kol., Cell, 35: 445-453, 1983}.

Vektor pCGN-Gax pak byl pfestfiZen Xmnl a Sfil a vznikly
fragment obsahujici promotor, cDNA a polyadenylacni sekvenci,
byl po upravé podle Klenowa vloien do EcCORV mista ¢&lunkového
vektoru pCO0l, ktery obsahoval adenovirové sekvence nutné pro
rekombinaci. Plasmid, ktery byl ziskéan byl ‘oznacen

pXL-CMV-Gax™ (srov. obrazek 2).

Pfiklad 2: demonstrace proliferaéné inhibicnich vlastnosti
.plasmidu pXL-CMV-gax-HA.

Tento priklad popisuje postupy, které lze pouZit pro
demonstraci kvality homolognich rekombinacCnich vektoru (srov.
priklad 1), v ohledu exprese (detekce gax proteinu a HA
epitopu) a v ohledu aktivity (vliv na proliferaci).

Bunky vaskularniho hladkého svalstva (vascular smooth-muscle
cells - VSMC) byly kultivovany enzymatickym odbouravanim NZW
krali¢i aorty zpusobem upravenym podle Chamley a kol. (Cell
Tissue Res. 177: 503-522 1977). Struc¢né releno, po vyjmuti
byla aorta inkubovana pri 37 °C po dobu 45 minut v pritomnosti
kolagenasy (kolagenasa 11, Cooper Biomedical). Druhé
odbouravani se pak provadé&lo po dobu dvou hodin v pritomnosti

kolagenasy a elastasy (Biosys), <¢imZ byla =ziskdna bunécna
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'suspenze. Buhky byly udrZovany v pritomnosti 20 % fetalniho

teleciho séra a pouZity pro vSechny testy (srov. dale). Ve
vSech téchto experimentech byly buiky hladkého svalstva
charakterizovany imunoznacenim pomoci anti-asM aktin
protilatky (F-3777, Sigma).

Pro ovéreni kvality expresnich vektoru (srov. Priklad 1),

‘byly pritomnost a umisténi gax proteinu monitorovany u kaZdého

‘konstruktu -imunofluorescenci. Aby bylo moZné toto sledovani

provést, bufiky hladkého svalstva nebo 373 ‘buiky byly

“transfekovdny plasmidy pXL-CMV-Gax™ a pCGNgax v pfitomnosti
~smési DOSPA/DOPE (Lipofectamine, Gibco BRL). Bufiky byly
‘inkubovdny v pritomnosti komplexu DNA/liposom v  médiu

‘neobsahujicim fetdlni teleci sérum po 'dobu 4 aZ 8 hodin

(optimalni trvéni: 8 hodin pro SMC). Po inkubaci po dobu

24 hodin v prfitomnosti fetalniho teleciho séra byly buiky

kultivovany na mikroskepické destitce (Titertek), pri

sledovani imunofluorescence, po dobu dal3ich 24 hodin. Bunky

pak byly fixovadny v prfitomnosti 4 %2 paraformaldehydu a

" nasledné permabilizovany pfidavkem 0,1 2 tritonu. Po nasyceni

bunék v pritomnosti hovéziho serum albuminu (BSA, Sigma); byla
pridana pro Uuspésné provedeni pokusu -anti-HA protilatka
(12CA5, Boehringer Mannheim) a pak protilatka konjugovana s
fluoresceinem.
 Imunofluorescen&ni pokusy provedené souCasné na NIH3T3
bunikdch a na primarni kultufe kralicich VSMC prokazaly, Ze jak
plasmid pCGNgax tak "&lunkovy" plasmid pXL-CMV-Gax™ skute&né&
kéduji protein, ktery je umistén v jadfe (srov. obrazek 3A:
kontrolni plasmid; 3B: plasmid pXL-CMV-Gax™). Navic bylo moZné
po extrakci jadernych proteinui 2z bunék transfekovanych
pXL-CMV-Gax  prokazat, pomoci western blottu, protein, ktery
je detekovan protiléatkou proti HA epitopu.
Pak byl =zjistovan vliv wuvedenych vektorii na proliferaci

bunky. Aby bylo moZné toto stanoveni provést byla pouZita
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nepfimé@ metoda, kterd je =zaloZena na méfeni tvorby kolonie.
Strucné receno, NIH3T3 my5i embryonalni bufiky byly pouZity X
provedeni testu wvzniku kolonie upravenym zpusobem podle
Schweighoffer a kol. (Mol. Cell. Biol. 1993, 13: 39-43).
" Strulné receno, bunky isou kotransfekovany s plasmidem, ktery
nese gen resistence na neomycin a s pIebytkem poiadovaného
vektoru (pCGNgax nebo pXL-CMV-Gax™). Po selekci v G418 byly
kolonie obarveny roztokem karbolfuchsinu {(Diagnostica, Merck).
_a spolitény. Vysledky representativniho experimentu, které
jsou uvedeny v tabulce 1, demonstruji sniZeni poltu kolonii v

pripadé bunék transfekovanych pCGNgax.

Tabulka 1
Podminky transfekce 3T3 buné&k PoCet kolonii po selekci v
» : G418
pCGN (5 pg) + pSvV2neo {1 pug) 183 + 28 (*)
- (3) .
PCGNgax (5 pg) -+ pSvV2neo 93 + 11
(1 -ng) '

{§) pCGN kontrolni wvektor: nepfitomnost gax insertu

(*) p < 0,01

Priklad 3: Konstrukce rekombinantniho adenoviru Ad-CMVgax

Vektor pXL-CMV-Gax"™, pfipraveny podle prikladu 1, byl
nasledné .linearizovdn a kotransfekovan, pro rekombinaci, s
podkozenym adenovirovym vektorem do pomocnych bunék (bunélnd
linie 293), které dodavaji funkce kédované oblastmi adenoviru
El (E1A a E1B).

Adenovirus Ad-CMVgax byl ziskan prostfedky in vivo homologni
rekombinace mezi adenovirem Ad.RSVBgal (Stratford Perricaudet
a kol., J. Clin. 1Invest. 90 (1992) 626) a vektorem
pXL-CMV-Gax™ podle nasledujiciho postupu: vektor pXL-CMV-Gax™,
linearizovany s enzymem .Xmnl, a adenovirus Ad.RSVfgal,
linearizovany s Clal, byly kotransfekovany do  bunécné

linie 293 v pritomnosti fosforecnanu vapenatého, aby mohla
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probihat homologni rekombinacé. Rekombinantni adenoviry, které
byly timto zpusobem generovany, byly vybrany destickovym
¢idténim. Po izolaci byl rekombinantni adenovirus zmnoZen v
bunéc¢né 1inii 293, coz vede ke kapaliné nad kulturou, které
obsahuje nevy&isténé rekombinantni podkozené adenoviry, které
maji titr 10 pfu/ml.

Virové Céstice  byly <Cistény odstredovdnim v gradientu
chloridu cesného podle znémych pstupu (viz, zejména Graham a'
kol., Virologie 52 (1973) 456). Adenovirus Ad-CMVgax byl

- uchovavan pri -80 °C ve 20 % (hmot.) glycerolu.

Priklad 4: demonstrace proliferadné inhibicénich vlastnosti
adenoviru Ad-CMVgax.

Tento priklad popisuje postupy, které 1lze pouZit pro
~demonstraci  kvality rekompbinantniho adenoviru, v ohledu
produkce gax proteinu a v ohledu biologické aktivity {(viiv na
bunéénou proliferaci).

Kralic¢i aorta Dbyla inkubovédna v pfitomnoesti adenoviru
-Ad-CMVgaxHA a kontrolniho adenoviru (ad-RSVBGal: rekombinantni
adenovirus exprimujici B-galaktosidasu za kontroly RSV
promotoru), ktery Je naredén v médiu (DMEM, 0,5 = FCS). Po
jedné hodiné pri 37 °C wve vlhké atmosfére bylo médium
obsahujici roztok adenoviru odsdto a nahrazeno novym médiem

(DMEM, 0,5 % ¥FCS) na dobu 18 éi 24 hodin. Pak bylo pfidéno
.médium bohaté na FCS (koneCnéd koncentrace FCS: 20 %), aby se
stimulovala proliferace bunék a bunky byly po 24 hodinach a po
48 hodinach spolitany.

Navic, 24 hodin po pridani roztoku .adenoviru, byla
monitorovadna exprese gax proteinu Dbunkami VSMC  technikou
popsanou Vv prikladu 2, =zejména znacenim Jadra prostredky
imunofluorescence (lokalizace proteinu) a také western
blottem. Protein produkovany rekombinantnim adenovirem Je

uc¢inné deteéekovan protilatkami, které rozpoznavaji HA epitop a
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majil stejnou elektroforetickou mobilitu Jjako gax protein,
ktery je detekovadn v jadre VSMC, které byly transfekovany s
'pCGNgax nebo pXL-CMV-Gax™. Obréazek 4 ilustruje umisténi Gax
‘proteinu ve VSMC, které byly inkubovany v pritomnosti
Ad-CMVgaxHA.

Vysledky representativniho experimentu, které jsou uvedeny v
na obrazku 4, demonstruji znatelné sniZeni podtu bunék po
pfidédni Ad-CMVgaxHA viru. Na druhou stranhu, toto sniéenivaétu.
bunék nebylo pozorovano po pusobeni kontrolniho adenoviru
pouZitého ve stejné koncentraci (M.0.I. 1000). Soucasné& Jjsme
pomoci imunofluorescence ovérili, Ze tato wvysokad infek&nost
~umoziuje jak P-gal znalkovému genu (pouZiti anti-E.Coli B-gal
protilatky, Monosan) tak gax proteinu (pouziti = anti-HA
protilatky, srov. priklad 2), aby byly exprimovany ve vice ne?
90 % populace kralicich VSMC.

Pridani ad-RSV-fgal viru Jje spojeno se slabym cytostatickym
~efektem (-13 %) po kultivaci po dobu 24 hodin v pfritomnosti
fetédlniho teleciho 'séra (20 %). Za stejnych experimentalnich
podminek vedlo pusobeni Ad-CMVgaxHA k 57% sniZeni podtu bunék
(srov. obrazek 5). Biologickéd aktivita Ad-CMVgaxHA viru e
velmi z¥ejmd po 48 hodindch kultivace a dokonce muZe souviset
1 s bunécnou smrti (srov. obrazky 6 a 7).

Tak je blokovani proliferace, ktera je zpusobena
Ad-CMVgaxHA, spojeno se znatelnym sniZenim poctu bunék, které
lze detekovat po kultivaci po dobu 24 hodin ({srov. obrazek 5).
Je zajimavé, Ze tento vliv Ad-CMVgaxHA byl pozorovidn u bunék,
které byly stimulovany .vysokou koncentraci FCS (20 %), ale ne
u bungk, které byly zbaveny FCS (0,5 %) ({srov. obréazek 6).
Tento priklad proto wukazuje, Ze rekombinantni adenovirus,
ktery kéduje gax protein, muze ucinné blokovat bunécné déleni
bez jakéhokoliv znatelného vlivu na Zivotnost bunék, které

jsou blokovany v GO fazi jejich cyklu.
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V1liv Ad-CMVgaxHA adenoviru na Zivotnost VSMC v kulturfe Jje
déle ilustrovan obrazkem 7.

Inhibiéni vlastnosti Ad-CMVgaxHA na syntézu DNA byly
potvrzeny pokusy o zaclenéni bromdeoxyuridinu (BrdU). Strucné
" feCeno, po 24 hodinédch po pridani adenoviru, byly inkubovany
VSMC v pritomnosti FCS (10 % aZ 20 %) a BrdU (10 uM), ktery je
do bunék zac¢lefiovan misto thyminu pf¥i fazi DNA syntézy a lze
jej detekovat specifickymi protilatkami. Zaclenéni BrdU bylo.
kvantifikovano pomoci pritokové cytometrie.

TentyZ zpusob priutokové cytometrie byl < pouZit Pro
vizualizaci postupu kralicich VSMC bunék, upravenych
Ad-CMVgaxHA, v jejich buné&Zném cyklu. Pusobeni Ad-CMVgaxHA je

spojéno s blokovanim bunééného cyklu ve fazi GO/Gl.

PFiklad 5: inhibice intimalni hyperplasie pomoci
adencvirus-gax in vivo.

Tento priklad ukazuje ucinnost rekombinantnich adenoviru v
‘modelu Vaskuiérni patologie.

PouZity model arterialni léze je zdloZen na obruSovani krysi
karotidy {(Clows a kol., Lab. Invest. 49 (1983) 327-333). U
tohoto modelu, VSMC dediferencuji, proliferuji a migruji do
formy neointimy, kterd muZe <Castedné pohlcovat arterii, do
dvou tydnl po podkozeni.

Sprague-Dawley krysy byly anestetikovény intraperitonealni
injekci pentobarbitalu (45 mg/kg) . Nasledovala vnéjsi
karotidova arteriotomie, krysi  karotidowve arterie byly
obnaZeny baldénkovym katetrem -a vystaveny 1.107 pfu Ad-CMVgaxHA
nebo Ad-RSVPGal. Adenovirus byl pouZit v roztoku obsahujicim
15 ¢ poloxameru 407, ktery usnadinuje prenos genu adenoviru.
Dvacet minut po inkubaci byl roztok viru odebran a byly
odstranény ligatury, <&imZ byla obnovena cirkulace. Krysy byly

utraceny po dvou tydnech a na rezu lécCenych cév byly provedeny




LX) o0 L] LXJ LA (XX XN ]

L . e L .0 L] . LJ L]

o se o . o * .

® L] *one ] L . (XX ] L]
22 . e . ¢ . . e

L X L2 e0® 0000 LX) ®

kvantitativni morfometrické- analyzy. Vysledky jsou uvedeny na
obrazcich 8 a 9.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze w3ech devét Ad-RSVP-Gal
transfekovanych karotidovych arterii mélo silnou VSMC
proliferaci a rozvoj =znatelného neointimadlniho ztluSténi.
- Plocha neointimy byla 0,186 +/- 0,02 mm’ (SEM) s rozsahem 0,10
az 0,28. Lumin&lni patentenée byla prislu3né zuZena na 40 +/-
4 % (rozsah 21 aZ 63), obrazek 8C. Pomér intima : media.byl'
1,51 +#/- 0,1 (rozsah 0;87 az 2,17). Tyto wvysledky byly podobné
vysledkum ziskanym dfive u kontrolnich <cév, na které se
pusobilo fyziologickym roztokem. Na rozdil od tohe, plusobeni
Ad-CMVgaxHA znatelné sniZilo.patologickou reakci na.poékozeni
balébnkem. U -cév lécenych Ad-CMVgaxHA byla prumérna plocha
neointimalni léze 0,076 +/- 0,02 mm (rozsah 0 aZ 0,19),
luminalni zeslabeni bylo sniZeno na 17,5 +/- 5 %. Statisticka
‘analyza potvrdila, Ze 1éc¢eni Ad-CMVgaxHA znatelné Jinhibuje
rozvo’j intimalniho ztludténi relativné ke kontrolam
Ad-RSVB-Gal. Konkrétn&, 1éfeni Ad-CMVgaxHA sniZile pomér
intima : media o 69 %, intimadlni plochu o 5% % a luminalni
zeslabeni o 56 % (obrazky 8A a 8B). Znatelny vliv na intimalni
hyperplasii byl dale zduraznén vysledky ziskanymi 2z prufezu
kontrolnich (obrazek 9A) nebo léCenych (obréazek 9B) zvirat.

Tento priklad demonstruje velmi G&innou aktivitu pfi
zastavovani rustu konstruktu Ad-CMVgaxHA 1in  vivo. Tato
aktivita je vlemi specifickd a nebyla pozorovana u kontrolnich
zvifat. Presentované vysledky Jjasné ukazujl terapeutickou
aktivitu Ad-CMVgaxHA na vaskularni morfologil a zejména na
hyperplasii, ktera je spojena S postangioplastickou
- restenosou. PouZiti viru, Jjako Jje adenovirus, pro prenos Gax
genu in vivo je 2zv1a&t Gc¢inné.. Tento zpusob je dale vyhodny,
protoZe je zaloZen na nahrazeni genu. Tento zpusob Jje
jedine&ny v tom, Ze spojuje ulinnost dopravy a genovou terapii

-do dvou terapeutickch vlastnosti: zastaveni rustu a
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konstitutivni expresi ve vaskularnim systému. Prenos Gax genu
podle predkladaného vynalezu vyvolava ‘specifickou vregresi
"hyperproliferativniho onemocnéni wvaskularni c¢évy a nésledné
tak normalizuje arteridlni funkce. Mistni prfenos Gax genu
podle predkladaného vynalezu je také zejména vyhodny v tom, Ze
nevadl  reendothelizalnimu procesu, ktery mnasleduje po 1lézi
artérie. Navic, kromé primého vlivu na bunéfnou preliferaci a
vaskularni morfologii, pfenos gax genu podle pfedklédaného'
vynalezu muZe také mit uZitedny nepfimy wvliv na syntézu
- extraceluldarni matrice a na remodelaci. Tyto vysledky ukazuji,
‘Je pfenos Gax genu podle predkladaného vynalezu Jje wvyrazny
novy pokrok v 1é&enl wvaskularnich 1lézi, které vznikaji po

angioplastii.
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Prumyslova vyuZitelnost

Virové vektory podle pfedkladaného vynalezu jsou prumyslove
vyuZitelné pri vyrobé& 1ékli pro 1lé€eni hyperproliferativnich

nemocl, zejména restenosy.
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PATENTOVE NAROKY (647?7
1. ©Poskozeny rekombinantni virus obsahujici pfinejmensim

jeden vloZeny gen kédujici cely nebo Cast GAX proteinu nebo
variantu tohoto proteinu.

2. Virus podle naroku 1, ve kterém v jeho genomu chybi
oblasti, které Jjsou nezbytné pro jeho replikaci v -infikované
bunce.

3. Virus podle naroku 1 nebo 2, ktery je adenovirus, s
vyhodou typu Ad 5 nebo Ad 2.

4. Virus podle naroku 1 nebo 2, ktery Jje adenovirus
zviteciho, s vyhodou psiho, puvodu.

5. Virus podle jednoho z naroku 1 nebo 2, ve kterém vloZeny
gen koduje cely nebo ¢ast krysiho GAX .proteinu nebo wvariantu
“tohoto proteinu.

6. Virus podle naroku 5, ve kterém vloZeny gen koduje krysi
GAX protein nebo jeho lidsky homolog.

7. Virus podle jednoho z naroki 1 nebo 2, ve kterém vioZeny
gen Je cDNA.

8. Virus podle jednoho z naroki 1 nebo 2, ve kterém vioZeny
gen Je gDNA.

.'9. Virus podle jednoho z naroku 1 nebo 2, ve kterém vioZeny
. gen obsahuje sekvence, které nu umoZnuiji byt exprimovan v
infikované bufice.

10. Virus podle jednoho z naroku 1 nebo 2, ve kterém vloZeny
gen obsahuje signalni sekvenci, ktera sm@ruje syntetizovany
polypeptid do sekrecnich cest cilové bunky.

11. Adenovirus podle naroku 3, ktery obsahuje deleci celé
nebo &asti oblasti El.

12. Adenovirus podle naroku 11, ktery navic obsahuje deleci
celé nebo Casti oblasti E4.

13. Virus podle naroku 1 nebo 2, ktery je adenosouvisejici
~virus (adeno-associated virus - AAV).

14. Virus podle naroku 1 nebo 2, ktery Jje retrovirus.
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15. PouZiti viru podle jednoho =z néfokﬁ 1 nebo 2 pro
pripravu farméCeﬁtického prost¥edku, ktery je urcen pro léCeni
nebo prevenci patologii, které souviseji S
‘hyperproliferativnimi nemocemi.

16.. PouZiti podle naroku 15, pro pripravu farmaceutického
prost¥edku, ktery je urfen pro léCeni restenosy.

17. Farmaceuticky prostfedek, vy znac¢ujilci s e

£t 1m, Ze obsahuje Jjeden nebo vice ‘poékozenych.
rekombinantnich viru podle jednoho z nérokﬁ'llnebo‘Q.

18. Farmaceuticky prostredek podle naroku 17,
vyznacujici s e t i m, Ze je v injikovatelné
formé a tim, e obsahuje 10° aZ 10" pfu adenoviru/ml.

19. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 18,
vyznacujilci 5 e t 1 m, Ze obsahuje rekombinantni

- adenovirus, ktery je nasycen do hydrogelu.

.0
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