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Kapsule zapouzdfujici buiiky, produkujici virové Eastice, zpiisob jeji pripravy a
farmaceuticky prostiedek pro genovou terapii

Oblast techniky

Zakladem genové terapie je dodani terapeuticky vyhodného genu do cilovych bunék. Ma-li se
stat genova terapie rutinnim postupem, je nanejvye diileZité vyvinout systémy, které budou
schopny tginn& dodavat terapeutické geny in vivo cilovym busikdm.

Dosavadni stav techniky

Virové vektory, zejména retrovirové vektory, jsou vgenové terapii nejobvyklejSim
prostfednikem (Morgan a Anderson, 1993). NejbéZnéjsi zpisob genoveé terapie vyuziva pristup
ex vivo, kdy buitky odebrané pacientovi jsou in vitro geneticky modifikovany a poté vraceny
pacientovi. Tento postup je t€zkopadny, drahy a jeho pouZiti je limitovano pouzitim $pic¢kovych
technologii. Navic je tento zplisob pouZitelny pouze pro buiiky, které je mozno lehce izolovat,
kultivovat a reimplantovat (Giinzburg a spol., 1995). A&koliv dodani terapeutickych geni in vivo
by nabizela mnoho vyhod, je tento postup v sou€asné dob& problematicky a neefektivni. Hlavnim
problémem je mala G¢innost genového pienosu, a je proto nutno pouzit opakovaného dodani
virového vektoru. Opakovana aplikace vektoru je viak nejen pracnd, ale pravd€podobné i
nelspéina, vzhledem k imunitni odpovédi na virové Eastice.

Jeden ze zpisobi, kterymi by bylo moZno tyto potiZe piekonat, je pfiméa implantace bungk, které
produkuji virové &astice. Implantace bun&k, produkujicich virové Castice, obsahujici genom
virového vektoru in situ blizko cilového organu nebo cilovych bungk by také umoznila ptimé
piisobeni virového vektoru na tyto cilové buiiky nebo organy.

Navic, je-li pouzity virovy vektor vektorem retroviru, je tento pfistup vyhodny proto, Ze ve
srovnani s pouZitim opakovanych davek zvy3uje nadgji, ze vektor bude pfitomen v dobg, kdy
cilova buitka prochézi stadiem replikace, &imz se zvy3i pravdépodobnost infekce. Dale, plynulé
uvoliiovani virovych &astic v mensich mnozstvich by mohlo piiznivé ovlivnit moZnost uniku
virovych &astic imunitni odpovédi hostitele.

Ma-li byt dodéni virového vektoru G&inné,buiiky produkujici virové partikule musi byt schopné
ptezit dlouhou dobu po implantaci a virové &astice musi byt po tuto dobu produkovany a
uvolfiovany z bungk. Nedojde-li k vyznamné imunitni odpovédi, na ptiklad po implantaci do
mozku, jsou tyto buiiky schopny ptezivat dlouhou dobu (Culver a spol,, 1992; Ram a spol.,
1993). K dosazeni iisp&sné implantace do jinych &asti téla je viak nutno produkeni buiiky chranit
pred reakci imunitniho systému.

Dlouhodob4 G&innost tohoto postupu tedy zavisi na (1) ochrané bunék pfed hostitelskym
imunitnim systémem, ktery za normalnich okolnosti eliminuje buiiky, produkujici virové Castice,
a to zejména tehdy, pochazeji-li buiiky, produkujici virové Castice, z jiného Zivo€isného druhu,
coZ je pro tyto buiiky obvykly ptipad, a(2) prodlouzené dob& pieziti bun€k in situ, kterd byva
nutna pro jejich vaskularizaci.

Do jisté miry se ukazalo Gsp&sné zapouzdfeni bun¢k do propustnych struktur, prichodnych pro
nékteré biologicky aktivni molekuly, ale zaroveii chrénicich buiiky,, produkujici tyto latky, pred
imunitni odpovédi hostitele (ptehled viz Chang, 1995). Byly jiz zapouzdfeny buriky, které byly
geneticky modifikovany tak, aby produkovaly lidsky ristovy hormon (hGH) (Tai a Sun, 1993)
nebo sekretovanou formu lidské adenosin deamindzy (Hughes a spol., 1994). V obou studiich
byly builky zapouzdfeny do poly-L-lyzin-alginitové mikrokapsule a ukézalo se, Ze v kultute
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prezivaji dlouhou dobu. Tyto buiiky byly po dlouhou dobu schopny vyludovat enzym nebo
hormon. Dale (Tai a Sun, 1993) prokazali, Ze po transplantaci téchto mikrokapsuli do mysi byly
tyto butiky schopny Zivota 1 rok a po tuto dobu pokraZovaly v produkci hGH, coz dokazuje
schopnost mikrokapsule chranit transfektovanou buiiku pied zni¢enim hostitelskym imunitnim
systémem.

Bylo rovn&z publikovano zapouzdfeni bun&k s pouzitim jinych materiali. Geneticky byly
modifikovany ledvinové buiiky mladych ketki tak, aby produkovaly nervovy ristovy faktor,
byly zapouzdfeny do chloridu polyakrylonitrilu nebo polyakrylovinylchloridu a implantovany do
krysiho mozku. Zapouzdiené buiiky pteZivaly nejméné 6 mésict a pokraCovaly v produkci NGF
(Win a spol., 1994; Deglon a spol., 1995).

Hepatocyty byly tisp&n€ zapouzdieny do polyelektrolytického komplexu siranu celulézy a
polydimetyl diallylaminia (Stange a spol., 1993). Vice nez 90 % zapouzdienych hepatocytii
rostoucich v monovrstvé, byly metabolicky aktivngj$i. Tim nechceme tvrdit, Ze kapsule,
vytvofené siranem celulézy a polydimetyldiallylamoniem, mohou podporovat rust buné&k jinych
typl, nebo umoziiovat priichod virovych &astic témito kapsulemi.

Postup pfipravy kapsuli ze siranu celulézy, pouzitych v predkladaném vynalezu, byl podrobné

_popsan v DE 40 21 050 A1. Rovn&z syntéza siranu celulézy Jje popséna v tomto patentu. Postupy

k celkové charakterizaci kapsuli se rozsahle zabyva H. Dautzengerg a spol., Biomat., Art. Cells
& Immob. Biotech., 21 (3), 399-405 (1993). Jiné kapsule, pouzivajici siran celulézy, jsou
popsany v GB 2 135 954. Vlastnosti celulézovych kapsuli, t.j. jejich velikost, velikost port, sila
stény a mechanické vlastnosti, zavisejici na n&kolika faktorech, jako na piiklad na fyzikalnich
podminkéch, za kterych byly kapsule pripraveny, viskozita srazeci lazng, jeji iontova sila,
teplota, rychlost pridavani suspenze bunék nebo siranu celulézy, sloZeni siranu celulézy a dalsi
parametry jsou popsany Dautzengergovou skupinou.

Pfekvapivé bylo zjiténi, ze nepfetrzitou produkci virovych &astic z implantovanych bunék lze
dosahnout zapouzdfenim bunék do polyelektrolytového komplexu. A¢koliv pory téchto kapsuli
Jsou dostateéné velké, aby umoznily priichod protilatek a komplementu, o kterych je znamo, Ze
inaktivuji virus (Welsh a spol., 1975, Cornetta a spol., 1990), nenalezli jsme viditelné dikazy
imunitni nebo zénétlivé odpovédi v okoli implantovanych kapsuli. Prekvapivé bylo navic
zjiSténi, Ze kapsule, pfipravené podle predlozeného vynalezu, dobfe v hostiteli prirtistaji a jsou
rychle vaskularizovény. Zapouzdiené buiiky, ptipravené podle predlozeného vynalezu, tedy
dovolyji in vivo dlouhodobé dodévani virového vektoru, nesouciho terapeutické geny.

Podstata vynalezu

Vynilez se tyké nasledujicich bodii nebo jejich kombinaci:

Zapouzdfenych bun&k, produkujicich virové astice, sestavajicich z vnitrku, obsahujiciho buiiky;
a porézni stény kapsule, kterd obklopuje buiky a umoziluje prichod pfislusnym virovym
Casticim,;

zapouzdfenych bunék, jak shora uvedeno, kdy porézni sténa této kapsule je tvofena
polyelektrolytovym komplexem, obsahujicim opa¢né nabité polyelektrolyty;

zapouzdienych bunék, jak shora uvedené, kdy porézni sténa této kapsule je tvofena
polyelektrolytovym komplexem z polysacharidii nebo polysacharidovych derivatd, obsahujicich
siranovou skupinu, nebo syntetickych polymerti, obsahujicich sulfonové skupiny, a polymeri,
obsahujicich kvarterni amoniové skupiny;
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zapouzdfenych bungk, jak shora uvedeno, kdy polysacharid nebo derivat polysacharidu,
obsahujici siranovou skupinu, je siran celuldza, siran acetylceluldzy, siran
karboxymetylcelulozy, siran dextranu nebo siran 3krobu, a synteticky polymer, obsahujici
sulfonovou skupinu, je sulfopolystyren;

zapouzdienych bungk, jak shora uvedeno, kdy polymer, obsahujici kvarterni amoniovou skupinu,
je polydimetyldiallylamonium nebo polyvinylbenzentrimetylamonium;

zapouzdfenych bunék, jak shora uvedeno, kdy sténa porézni kapsule se skladad z komplexu,
tvofeného siranem celuldzy a polydimetyldiallylamonia;

zapouzdfenych bungk, jak shora uvedeno, majicich tvar mikrokapsule o priméru mezi 0,01 a
1 mm;

zapouzdienych bunék, jak shora uvedeno, kdy vnitini sténa kapsule sestivéd z houbovitého
skeletu, tvofeného siranem celulézy a je obklopena vn&j$im poréznim povrchem; uvedeny
houbovity skelet je naplnén buiikami;

zapouzdienych bunék, jak shora uvedeno, s velikosti pori ve sténé porézni kapsule mezi 80 a
150 nm, lépe mezi 100~120nm;

zapouzdfenych bun&k, jak shora uvedeno, kdy virové &astice, produkované zapouzdfenymi
buiikami, jsou &astice retrovird, obsahujici genom retrovirového vektoru;

zapouzdfenych bun&k, jak shora uvedeno, kdy zapouzdienymi bufikami, produkujicimi
retrovirové &astice, je bun&éna linie, obsahujici pomocny virus [termin ,,buiika (nebo bunécna
linie), obsahujici pomocny virus“ je pouZit na tomto misté a v celé prihlaSce misto anglického
~packaging cell“, (packaging cell line®); vystizny kratky ¢esky termin nebyl dosud vytvoren;
vyznam terminu je vysvétlen v pfihla3ce na str. 12 fadek 1], transfektovana expresnim vektorem,
tento expresni vektor, obsahujici konstrukt retrovirového vektoru, schopny infekce a fizeni
exprese jedné nebo vice kodovanych sekvenci, obsazenych vtomto konstruktu vektoru
v cilovych buiikach; zmingnd bun&ina linie, obsahujici pomocny virus, nese alespoii jeden
expresni vektor, obsahujici geny, kodujici bilkoviny, nutné ke sbaleni retrovirového konstruktu;

zapouzdiené butiky, jak shora uvedeno, ve kterych jedna ze zminénych sekvenci kdduje
heterologni peptidy, vybrané ze znakovanych gent, terapeutickych geni,protinddorovych genit
nebo cytokininovych geni;

zapouzdiené buiiky, jak shora uvedeno, v nichZ je uvedeny znaCkovy gen vybrén ze skupiny
mackovych genli, kodujicich bilkoviny, jako p—galaktosidazu, neomycin, alkohol
dehydrogendzu, puromycin, hypoxantin fosforibosyltransferazu, (HPRT) . hygromycin,
vyluované alkalické fosfatizy, a zminény terapeuticky gen je vybran z gend, které koduji
bilkoviny, jako jsou Herpes simplex virus tymidin kindza, cytosin deamindza, guanin
fosforibosyltransferdza (gpt), cytochrom P 450 a cyklické regulaéni geny, jako SDI, nadory
potladujici geny, které kéduji bilkoviny, jako p53 nebo antiproliferaéni geny, které koduji
bilkoviny jako melittin, cecropin nebo cytokininy, jako IL-2;

zapouzdiené buiiky, jak shora uvedeno, kdy buné&Zn4 linie, obsahujici pomocny virus, je vybrdna
z psi-2, psi—crypt, psi-AM, GP+E-86, PA317 a GP+envAM-12;

zapouzdiené buriky, jak shora uvedeno, u nichz je expresni vektor transfektovany do buné&&né
linie, obsahujici pomocny virus, jako je pBAG, pLXSN, p125LX, pLX2BI nebo pc3/2B1 nebo
jejich derivaty;
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postup pfipravy zapouzdfenych bunék sestava v suspendovini bunék, produkujicich virové
Castice,ve vodném roztoku polyelektrolytu, poté je nové vznikla suspenze ve formé castic
vnesena do sraZeci 14zné, obsahujici vodny roztok opa&né nabitého polyelektrolytu;

postup uvedeny shora, pfi kterém se &astice tvoti rozprasenim;

postup uvedeny shora, pfi kterém se buiiky suspenduji ve vodném roztoku polysacharidu, nebo
derivétu polysacharidu, obsahujiciho siranové skupiny, nebo roztoku syntetického polymeru,
obsahujiciho sulfonové skupiny;

postup uvedeny shora, kdy pouZité polysacharidy, nebo polysacharidové derivaty, obsahujici
siranové skupiny, jsou vybrany ze siranu celulézy, siranu acetylcelulézy, siranu
karboxymetylcelulézy, siranu dextran nebo siranu Skrobu, a synteticky polymer, obsahujici
sulfoskupinu, je sulfopolystyren

postup uvedeny shora, kdy sraZeci lazet obsahuje vodny roztok polymeru, majiciho kvartémi
amoniové skupiny;

postup uvedeny shora, kdy polymerem, obsahujicim kvartérni amoniové skupiny, je
polydimetyldiallylamonium nebo polyvinylbenzyltrimetylamonium;

postup uvedeny shora, kdy buiiky jsou suspendovany ve vodném roztoku sodné soli siranu
celulézy a jsou wvna%eny do srazeci lazng, obsahujici vodny roztok chloridu

polydimetyldiallylamonia;

metoda uvedena shora, kdy vodny roztok siranu celulézy obsahuje 0,5-50 % sodné soli siranu
celulézy a 2-10 %, pfednostné 5 % fetalniho teleciho séra v pufrovaném fyziologickém roztoku;

metoda uvedena shora, kdy vodny roztok sraZeci lazné obsahuje 0,5-50 %, lépe 2-5 %, jesté lépe
3 % chloridu polydimetyldiallylamonia v pufrovaném fyziologickém roztoku;

Jakékoliv zapouzdiené buiiky, ptipravené kterymkoli ze shora uvedenych postupt;

pouZziti zapouzdfenych bungk, jak je shora uvedeno, pro dodani gent do cilovych organi nebo
bunek, sestavajici z:

a) ristu zapouzdfenych bunék ve vhodném médiu, a
b) implantace zapouzdfenych bun&k do Zivého zviteciho téla, véetné téla lidského;

pouZiti, jak je shora uvedeno, do cilovych organi nebo bunék savéich %14z nebo pankreatu; a

pouZiti, jak je shora uvedeno, do cilovych organt nebo bun&k hladkého svalstva a jinych typt
bunék, obklopujicich arterie.

Pfedmétem predklidaného vynalezu je ziskani zapouzdfenych bungk, umoziujicich uvoln&ni
virovych &astic, produkovanych témito buikami zkapsuli, a které po implantaci kapsuli
nevzbudi vyznamnou imunitni nebo zanétlivou reakei hostitelského organismu.

Dal$im pfedmétem vynédlezu je uvedeni postupu pfipravy téchto zapouzdfenych bungk,
produkujicich virové &astice.

Pfedmétem tohoto vynélezu je také metoda pro dodéni gend, zvlasté geni terapeutickych,
cilovym organiim nebo buiikim implantaci zapouzdfenych bunék, produkujicich virové &astice,
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do hostitelského organismu a tedy zaji§tini stalé produkce a uvolfiovani virovych Castic
v cilovych organech nebo v blizkosti cilovych bunék.

Podle predlozeného vynélezu zapouzdfené buiiky produkuji a umoziiuji uvolnit virové ¢astice,
které byly burikami produkovény, z kapsuli, a soutasné nevyvolaji vyznamnou imunitni reakci
nebo zanét v hostitelském organismu.

Zapouzdiené buiiky podle tohoto vyndlezu mohou byt pfipraveny suspendovanim bunék,
produkujicich virové &astice, ve vodném roztoku polyelektrolytu (napf. podle vybéru
polysacharidy, nebo derivaty polysacharidi, obsahujici siranové skupiny nebo syntetické
polymery, obsahujici sulfonové skupiny) a dale vnesenim suspenze, obsahujici vzniklé Castice,
do srazeci lazn&, obsahujici vodny roztok opa¢né nabitého polyelektrolytu (jakym je napf.
polymer, obsahujici kvartérni amoniové skupiny).

Polysacharidy nebo derivéty polysacharidii, obsahujici siranové skupiny, v&etné siranu celulézy,
siranu acetylceluldzy, siranu karboxymetylcelulézy, siranu dextranu nebo siranu Skrobu ve formé
soli, zejména sodnych. Syntetickym polymerem, obsahujicim sulfo-skupiny, miZze byt sl
sulfopolystyrenu, 1épe jeho sodna sul.

Polymery, obsahujici kvartérni amoniové skupiny, mohou byt polydimetyldiallylamonium nebo
polyvinylbenzyltrimetylamonium ve formé soli, 1épe jako chloridy.

V prednostnim provedeni vynédlezu jsou buriky, produkujici virové &astice, zapouzdfeny
v komplexu, sestavajicim z komplexu, tvofeného siranem celulézy a polydimetyldiallylamonia.

Tyto kapsule jsou pfednostné pfipraveny suspendovanim bunék, produkujicich virové astice,
v roztoku, obsahujicim 0,5-50 %, 1épe 25 %, siranu celulézy a 5 % fetalniho hovéziho séra ve
zvoleném pufru. Suspenze je potom vnasena po kapkich divkovacim zafizenim (napf.
rozstfikovanim vzduchem pomoci trysky nebo piezoelektrickym systémem) za stalého michani
do srazeci lazné, obsahujici 0,5-50 %, lépe 2-10%, nebo nejlépe 3% chloridu
polydimetyldiallylamonia ve zvoleném pufru. Tvorba kapsuli trvd milisekundy a kapsule,
obsahujici buriky, jsou ponechany ve sraZeci lazni 30 sekund az 5 minut a poté jsou promyty.
Rychlost metody zaruCuje, Ze buiiky nejsou vystaveny béhem postupu Skodlivému stresu.
(Stange a spol., 1993).

Kapsule, pripravené podle vynalezu, maji primeéry v rozmezi mezi 0,01 a 5 mm, lépe mezi 0,1 a
1 mm. V zavislosti na velikosti mohou byt kapsule ptipraveny tak, aby obsahovaly rizné
mnozstvi bunék. S pouZitim postupu podle vynalezu je mozno zapouzdfenim do
polyelektrolytového komplexu pripravit kapsule, obsahujici az 10", 1épe 10°-107 bungk,
produkujicich virové ¢astice.

Kapsule, vytvofené siranem celuldzy a polydimetyldiallylamoniem, maji vyborné mechanické
vlastnosti a mohou byt pfipraveny v jednotné velikosti a s jednotnou velikosti poru.

Velikost pori kapsuli je mezi 80 a 150 nm, 1épe mezi 100 a 120 nm.

Zapouzdfené butiky mohou byt kultivovany v normalnim bunééném médiu (jehoZ sloZeni zavisi
na druhu zapouzdfenych bung&k) za standardnich podminek vlhkosti, teploty a koncentrace CO,.
Po dobu kultivace je mozno dokézat, ze dochazi k uvoliiovani virovych €astic z kapsuli do
kultiva¢niho média pouzitim bud’ RT-PCR technologii, nebo pfenosem bezbunééného (0,45 pm
filtrace) supernatantu do cilovych bunék a naslednym dikazem virové infekce stanovenim
aktivity znatkovych bilkovin, kddovanych geny konstruktu virového vektoru, obsaZeného ve
virovych &asticich. Je-li znakovy gen, obsaZeny ve virovém vektoru, genem nesoucim



15

20

25

30

35

40

45

CZ 286979 B6

specifickou rezistenci k n&jaké latce v cilovych buiikdch, je momo titr viru, produkovaného
systémem, stanovit také timto zplsobem.

Po vhodné dob& kultivace (normalné na krat$i nez 1 hodina a del¥{ nez 30 dni) mohou byt
kapsule, obsahujici buiiky, chirurgicky implantovény, a to bud’ pfimo, nebo injekéné s pouZitim
injek¢ni stiikagky do riznych &asti tla.

Podle tohoto vynalezu mohou byt virové &astice, produkované zapouzdfenymi buiikami,
Jakéhokoli druhu, vhodného pro genovou terapii, zahmujice v to, ale neomezujice se pouze na,
adenoviry, viry sdruZené s adenoviry, herpetické viry nebo retroviry; prehled viz Giinzburg a
Salmons, 1995.

V pfednostnim provedeni vynalezu jsou zapouzdfené buiiky bun&éna linie, obsahujici pomocny
virus, produkujici retrovirové &astice, které obsahuji ve svém genomu konstrukt retrovirového
vektoru, nesouci markerovy a terapeuticky gen.

Systémy retrovirového vektoru se skladaji ze dvou &asti:

1) expresni vektor (plazmidovy vektor) nesouci retrovirovy vektorovy konstrukt, ktery je
modifikovanym retrovirem, u néhoZ byly geny kodujici virové bilkoviny nahrazeny
terapeutickymi geny a podle rozhodnuti i zvolenym znatkovym genem za uéelem jejich prenosu
do cilové buiiky. ProtoZe zdména gen, kodujicich virové bilkoviny, virus zna&né poskozuje, je
nutno jej ochrénit druhou slozkou systému, ktera zajisti syntézu chybgjicich virovych bilkovin.

Druha slozka je:

2) bunécna linie, produkujici velké mnozstvi virovych bilkovin, kter ale neprodukuje replikace
schopny virus. Tato bun&na linie se nazyva bun&ina linie, obsahujici pomocny virus, a je to
bunééna linie, kterd byla transfektovana plazmidy, nesoucimi geny, umoziujici sbaleni
modifikovaného retrovirového genomu do virové &stice. Tyto plazmidy Fidi syntézu virovych
bilkovin, nutnych pro produkci viriond.

K ziskani sbaleného retroviralniho vektoru je vektorovy plazmid transfektovan do bunééné linie,
obsahujici pomocny virus. Za téchto podminek je modifikovany retrovirovy genom, obsahujici
vloZeny terapeuticky gen a zvoleny znagkovy gen, pfepsan z vektorového plazmidu a vysledny
modifikovany retrovirovy genom je sbalen do retrovirové &astice. Burika, infikovana takovou
virovou Eastici, neni schopna vytvétet virové Gastice, protoZe Zadné virové bilkoviny nejsou
v téchto buiikach obsaZeny. Av3ak retrovirovy konstrukt, nesouci terapeuticky a znatkovy gen, je
pfitomen a mize byt v infikovanych buiikich exprimovan.

WO 94/29437, WO89/11539 a WO96/07748 popisuji riizné typy systémi retrovirovych vektort,
pouzitelnych k i&eliim tohoto predloZeného vynalezu

Virové castice, produkované zapouzdfenymi buiikami podle tohoto vynélezu, mohou byt
navrZeny tak, aby obsahovaly genom virového vektoru, nesouciho geny kodujici znadku a/nebo
terapeutické geny.

Znatkové nebo terapeutické geny, nesené virovym vektorem, mohou byt napf. geny kodujici
bilkoviny, jako B-galaktosidazu, neomycin, alkoholdehydrogenézu, puromycin, hypoxantin
fosforibosyl transferazu (HPRT), hygromycin a vyluGovanou alkalickou fosfatazu, nebo
terapeutické geny, kodujici bilkoviny, jako je virova Herpes Simplex tymidin kiniza, cytosin
deamindza, guanin fosforibosyltransferaza (get), cytochrom P 450, regulacni geny buné&iného
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cyklu, jako je SDI, geny potladujici nadory, kédujici bilkoviny, jako je p53, antiproliferatni
geny, které kdduji bilkoviny, jako je melitin, cecropin nebo cytokininy jako IL-2.

Ve zvla$tnim spojeni se pouZiti vynélezu tyka uziti zapouzdfenych bunék, pfipravenych podle
vynalezu, k 1é€eni nadort.

Mnoho malignich nadori nereaguje dobfe na chemoterapii. Protirakovinna léCiva, pouzivana
v 1é&eni nadorti, jsou v mnoha ptipadech pouZivana systematicky a jsou tedy roziifovana do
celého organismu pacienta. Soustavna podavani vysokych davek takovych léCiv, vyzadovana
k 1é&eni rakoviny, jsou asto doprovazena pro pacienta nepfijemnymi vedlej3imi efekty. Jedna ze
strategii, které by mohly obejit tyto problémy vysokych systematickych koncentraci, je prima
aplikace nebo aktivace 1é€iva v blizkém okoli nadoru. Toho miiZe byt dosaZeno podle tohoto
vynalezu implantaci zapouzdienych bunék, produkujicich virové &astice, obsahujici genom
planovit& pozménéného viru, zv1asté retroviru, nesouciho gen, kédujici 1éCivo proti rakoving,
napf. aktivaéni enzym, schopny pfevést prekurzor 1éCiva na cytotoxickou latku, bud’ pfimo
v nadorovych buiikich, nebo v butikach v jejich blizkém okoli.

V jednom z pouZiti tohoto vynalezu zapouzdfené buiiky skytaji moznost produkce retrovirovych
&astic, obsahujicich genom retrovirového vektoru nesouci enzymy, vyznamné pro nidorovou
tkan, jako jsou cytochrom P 450, nebo sebevrazedné geny, jako jsou, ale ne pouze, tymidin
kin4za, kterd pfeméfiuje netoxicka lé¢iva na jeden nebo nékolik toxickych metabolitd. Takové
zapouzdiené buiiky podle tohoto vynalezu mohou byt vyuZity k 1é¢b€ rakovin implantaci té€chto
kapsuli do / nebo blizko nadoru, napf. nadori pankreatu nebo mlé&nych zlaz.

Dal$iho cileného plsobeni miiZze byt dosazeno pouzitim specifickych regulacnich prvki a
promotort v cilovych buiikach, jimiz lze dosahnout Fizeni exprese piipojenych terapeutickych
geni ve specifickych typech bunék.

Tyto specifické regulani prvky a promotory cilovych bun&k zahrnuji napf. specifické
pankreatické regulaéni prvky a promotory, pogitajice do nich regulagni elementy a promotory
anhydrazy kyseliny, uhli¢ité Il a B-glukokindzy; lymfocytarni specifické regulatni prvky a
promotory, zahrnujici lymfocytarni specifické regulani prvky a promotory imunoglobulinu a
MMTV;, specifické reguladni prvky a promotory mlé&nych Zlaz, pocitajice do nich Whey Acidic
Protein (WAP) a virus mysich mlé&nych zldz (MMTV) Mouse Mammary Tumor Virus,
specifické regulaéni prvky a promotory B—laktoglobulinu a kaseinu a specifické regulagni prvky
a promotory MMTV, udélujici citlivost na glukokortikoidni hormony nebo fidici expresi
v mléénych 7lazach. Jiné promotory zahrnuje naptiklad promotory CD4, CD34 a IL2. Uvedené
regulagni prvky a promotory reguluji pfednostni expresi zminénych retrovirovych vektora.

Mohou byt rovnéZ pouzity radiatné induktivni promotory, napiiklad promotor intracelularni
adhezivni molekuly—1 (ICAM-1), promotor epidermalniho rastového faktoru (EGFR) nebo
promotor nadorového nekrézniho faktoru (TNF).

Nasledujici priklady dale ilustruji tento vynélez, aviak neni je moZno chapat jako ptiklady
vynalez omezujici.



10

15

20

30

40

45

CZ 286979 B6

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Lipofekce PA317 pomoci pBAG a izolace rezistentnich bunék G418:

Amfotropické butiky NIH3T3, zaloZené na buitkach P317, obsahujicich pomocny virus (Miller a
Bultimore, 1986), byly kultivovany na Dubesccem modifikovaném médiu podle Eagle (DMEM),
obsahujicim 10 % fetalniho teleciho séra. Buiiky byly naockovany do 10 cm misek na tkafiové
kultury v hustoté 3x10° jeden den pied lipofekci a byly lipofektovany 2 pg vektoru pBAG (Price
a spol., 1987), nesoucim retroviralni vektor MLV (virus mysi leukemie), s pouzitim komeréni
lipofektaminové sady &inidel od GIBCO/BRL podle navodu vyrobce. Buitky byly poté zfedény
Jedna ku deseti a kultivovany v obvyklém médiu, obsahujicim navic 400 pg/ml G418
(GIBCO/BRL). Po 14 dnech byly kolonie, obsahujici G418 rezistentni butiky, spojeny.

Priklad 2
Mikrozapouzdieni:

10’ bungk bylo suspendovano v 1 ml pufrovaného fyziologického roztoku, obsahujiciho 2-5 %
sodné soli siranu celulézy a 5 % fetalniho teleciho séra a vznikla suspenze byla po kapkach
pomoci davkovaciho systému (rozstfikovanim vzduchem pomoci trysky) vnaSena do srazeci
lazng, obsahujici 2-3 % polydimetyldiallylamonia v pufrovaném fyziologickém roztoku. Tvorba
mikrokapsuli, probihajici v milisekundach, byla nasledovana tvorbou porézni, pro mechanickou
odolnost dilezité, vnitini vrstvy, v zasadé slozené ze siranu celulozy. Kapsule, obsahujici buiiky,
byly ponechény ve sraZeci lazni 30 sekund az 5 minut a potom promyty DMEM (Stange a spol.,
1993). Jednotlivé preparéty, ziskané za riznych podminek, t.j. rizné koncentrace siranu celulézy,
rizného pritoku tryskou davkovaciho systému a &asem, po ktery byly kapsule ponechany ve
srazeci lazni, byly pouzity k biologickym studiim. Reprezentativni ptiklady podminek jsou
napfiklad: 2,5 % sodné soli siranu celulézy, 2 % polydimetyldiallylamonia a 1 minuta ve srieci
lazni, nebo 1,5 % sodné soli siranu celulézy, 2 % polydimetyldiallylamonia a 0,5 minuty ve
srazeci lazni, nebo 3 % sodné soli siranu celulézy a 3 % polydimetyldiallylamonia a 2 minuty ve
srézeci lazni. Pfesné podminky byly voleny s ohledem na piesnou velikost Zadanych kapsuli, silu
stény kapsule a jiné vlastnosti.

Priklad 3

Implantace mikrokapsuli do mlé&nych 214z mysi:

Mikrokapsule byly chirurgicky vloZeny do mlé&nych Zlaz 2 mésice starych samic BALB/c mysi
metodou ,kli¢ové dirky* a otvor byl uzavien jednim stehem. Az 6 kapsuli o priméru 0,5-2 mm

bylo umisténo do kazdého operaéniho mista.

Uvolnéni virovych €astic ve studiich in vitro, struktura mikrokapsuli a vliv implantace kapsuli do
imunokompetentnich mysi byly studovany nasledujicimi metodami:
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A) B—galaktosidazova aktivita

Provedeni histochemického barveni, pouzitého pro detekci v infikovanych buitkach, bylo
uvedeno jiz dtive (Cepko, 1989). Buiiky, kapsule nebo tkafiové fezy byly promyty chladnym PBS
a fixovany 2 % paraformaldehydem 20 minut-24 hodin, podle tloutky vzorku. Po extenzivnim
promyti PBS byly bufiky, kapsule nebo tkafiové fezy inkubovéany v roztoku, obsahujicim substrat
X—gal (20 mM KgFeCNy, 20 mM K FeCNg.3H,0, 2 mM MgCl, a 1 mg/ml X—gal) nejméné 2
hodiny pti 37 °C.

B) Infekce

4x10* cilovych bungk bylo vyseto do 6-ti jamkovych misek na tkafiové kultury 6 hodin pred
infekci. Kapsule, obsahujici virus produkujici buiiky, byly umistény na buiiky a k médiu byl
piidan polybren (8 pg/ml). Ctyfi hodiny pozdgji bylo médium vyménéno, aby se odstranil
zbyvajici polybren. Po péti dnech byly nékteré jamky obarveny testem na B-galaktosidazovou
aktivitu, jak shora uvedeno, jiné byly trypsinizovany do vétsich tkanovych misek a kultivovany
v médiu, obsahujicim 400 pg/ml G418. Po 16 dnech byly detekovany G418 rezistentni kolonie.

C) RT-PCR analyza

Virové ¢astice z 5ml supernatantu kultivaéniho média byly paletovany na ultracentrifuze
(240 000xg, 1 hodinu, 4 °C). Pelety byly suspendovany v lyzujicim pufru (1 % Triton 100, 0,5 %
desoxycholatu, 0,1 % dodecylsiranu sodného, PBS) a RNK byla extrahovdna fenolem
s naslednym sraZenim etanolem, jak bylo dfive popsano (Salmons a spol., 1986). RNK byla
reverzné prepsana do DNK s pouzitim soupravy: Read-To-Go T-primed first strand kit
(Pharmacia). PCR amplifikace byla provedena s pouzitim primerd, umisténych uvnitf env a R
MLV, pozménéného BAG vektorem LTR (Obr. 2A). PCR amplifikace byla provedena v 100 pl
reakéni smési, sestavajici z 500 mM Kcl, 10 mM Tris—HCI (pH=8,3) 1,5 mM MgCl,, 0,01 %
(W/v) zelatiny a 100 pl kazdého ANTB, 40 pM kazdého primeru a 2,5 jednotek Tag polymerazy
(Perkin Elmer). Reakce byla provadéna v cykleru Perkin Elmer Cetus Therma Cycler 9600 za
t&chto podminek: 1 min. pfi 94 °C, 2 min. p¥i 53 °C, 3 min. pti 72 °C, celkovy pocet cykli byl
35. Produkty PCR byly rozdéleny na 0,8 % agarézovém gelu a potom pfeneseny na Zeta probe
membrany (BIORAD) a hybridizovany, jak popsano (Indaccolo a spol., 1995), s 2p_znatenym
612 PCR fragmentem genomu MLV, ziskaného se stejnymi primery a pBAG jako templatem.
MLV specifickd sekvence byla zviditelnéna s pouzitim Fuji phosphoimaging systém (BAS
1000).

D) PCR analyza

Genomova DNK (1 pg) byla amplifikovana metodou PCR s pouzitim jednoho primeru,
umisténého ve zbytkové &asti env sekvence vektoru BAG a druhého primeru v polyomové ¢asti
plazmidu mimo sekvenci retrovirového vektoru (Obr. 3B). PCR reakce byly provedeny, jak shora
popsano, za pouziti téchto reakénich podminek:1.min. pfi 94 °C, 2.min. pfi 50 °C, 3.min. pfi
68 °C, celkovy polet cykli byl 35. Produkt PCR byl hybridizovén s p_znatenym fragmentem
1,5 kb Xbal DNK ze pBAG, specifickym pro sekvence polyomu.

E) Elektronova mikroskopie

Vzorky pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) a transmisni elektronovou mikroskopii
(TEM) byly promyty PBS (pH 7,3) a ptedfixovany 1% glutaraldehydem po dobu 15 minut a
potom 15 minut fixovany 2 % OsO,. Vzorky byly odvodnény roztoky etanolu se stoupajici
koncentraci a rozdéleny do dvou skupin. A) vzorky pro SEM byly suseny metodou kritického
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bodu CO,, a pokoveny 3 nm platiny (Emscope SC 500Ashford, England). Pokovené vzorky byly
hodnoceny v 10kV emisnim skenujicim mikroskopu (Jeol JSM-6300F; Tokyo, Japan),
s urychlujicim napétim 5-10 kV v sekundarnim modu, b) Vzorky pro TEM byly zality do Eponu.
Ultratenké fezy byly dvojité barveny octanem uranylu a citratem olovnatym, a hodnoceny na
transmisnim elektronovém mikroskopu Zeis EM—10C )Oberkochem, Germany).

Vysledky
Uvoltiovéni viru z mikrokapsuli - studie in vitro:

Barveni mikrokapsuli, ziskanych podle postupu, uvedeného v piikladu 2, se substratem X-gal,
jak je popséno v testu na B-galaktosidazu kédovanou pBAG (Obr. 1), stejné jako nezapouzdiené
vektor produkujici buiiky (neni ukazano).

Uvoliiovani virovych &astic do kultivaéniho média z bunék v mikrokapsulich bylo prokazano tak,
Ze zpeletovanych virioni, ziskanych ze supernatantu kapsuli, byla v riznych &asovych
intervalech kultivace pripravena RNK. Tato RNK byla analyzovana RT-PCR technikou
s pouZitim dopliikovych primerti k env a R oblastem virového genomu, jak je popséano v odstavci
RT-PCR analyza. Vznik fragmentu o predpokladané délce (612 bp), specifického pro MLV,
generovaného PCR metodou z kultivaéniho média mikrokapsuli, byl pozorovan nejméné 6 tydni
(Obr. 2B, tadky 1-4), kdy bylo stanoveni pieruseno. Tento fragment nevznikl vlivem znegist&ni
DNK, protoZe po pisobeni ribonukleizy na virovou RNK pied RT-PCR nedalo pozitivni
vysledky. (Obr. 2C; 1-4).

Produkce a uvolnéni infek&niho viru z kapsuli mohlo byt ov&feno spole€nou kultivaci s cilovymi
buiikami, jak je shora popsano, v testech na infekénost, napt. s buitkami NIH3T3 (Janchill a
spol., 1969) nebo CRFK (Crandell a spol., 1973). Po 4 dnech spole¢né kultivace alikvoty
cilovych bungk stejné jako zapouzdfené buiiky, obsahujici pomocny virus, byly barveny na p—-
galaktosiddzovou aktivitu zpisobem shora uvedenym. Zbylé cilové buiiky byly selektovany na
rezistenci proti G418. Mnoho bunék NIH3T3 a CRFK spole¢né kultivovanych NIH3T3 a CRFK
prokazalo expresi genu B—gal (Obr. 3A).

Aby bylo mozmo potvrdit, Ze cilové buiiky ziskaly B—gel infekci, byly cilové buiiky testovany
metodou PCR. BAG produkujici bun&&né linie, obsahujici pomocny virus, jsou zaloZeny na
buné&né linii PA317 (Miller a Buttimore, 1986) a nesou gen tymidin kinazy viru Herpes simplex
(HSV-TK), plisobenim které je prevadén prekurzor genclovir na cytotoxicky prostiedek. Cilové
buiiky NIH3T3 nebo CRTK bé&zné tento gen nemaji. Pokusné miize byt demonstrovano, ze
spolecné kultivované cilové buiiky NIH3T3 nebo CRTK, které jsou schopny exprimovat B—gal,
Jsou rezistentni k GCV, coZ znamen4, Ze nedoslo k tiniku bungk, produkujicich BAG, genomova
DNK byla extrahovéna z cilovych bungk, analyzovana na pritomnost plazmidové sekvence mimo
vektor metodou PCR. Tyto sekvence jsou pfitomny v bun&&nych liniich, obsahujicich pomocny
virus, ponévadz vektor BAG byl lipofektovan do téchto bunék ve formé plazmidu pBAG. Virus
produkovany bufikami, obsahujicimi pomocny virus, nema tyto plazmidové sekvence, takze by
nemély byt pfitomny ani vcilovych infikovanych buiikich. Obr. 3B ukazuje, Ze takové
plazmidové sekvence nebyly detekovatelné, v souhlase s infekei téchto bungk vektorem BAG.
Struktura mikrokapsuli:

Byly pfipraveny fezy mikrokapsuli a jejich struktura byla analyzovana elektronovou mikroskopii.
Vnitfek mikrokapsuli tvofi houbovita matrice, napln&na buiikami (Obr. 4). Skenujici elektronova
mikroskopie ukézala, ze na povrchu mikrokapsuli jsou otvory dostatedn& velké, aby umoznily
priichod vektorim retrovirovych &stic z mikrokapsuli, bild Gsecka na obr. 4 odpovida svou
velikosti primémému priméru retrovirovych &astic (Obr. 4).
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Stabilita in vivo u imunokompetentnich mysi.

Ke stanoveni stability mikrokapsuli a zjist€ni, zda-li mikrokapsule nebo virus, ktery je jimi
produkovan, zplsobuje pozorovatelnou imunitni odpovéd’, byly mikrokapsule implantovany do
mlé¢nych zlaz 2 mésice starych mysich samic BALB/c. Mysi byly po riiznych dobach implantace
utraceny a byl sledovan vzhled mikrokapsuli a produkce infekéniho viru. Implantované
mikrokapsule byly jasné viditelné, obalené polstarky tuku mléénych zlaz nejméné 6 tydnii po
implantaci (Obr. 5B). K vaskularizaci do$lo v okoli mikrokapsuli u viech analyzovanych zvifat
(Obr. 5A), pravdépodobné jako vysledek produkce angiogenického nebo ristového faktoru
burikami, obsahujicimi pomocny virus.

Rezy mikrokapsuli a je obklopujici tkané mléénych Zliz potvrdily, Ze je mozno nalézt cévy
v bezprostfedni blizkosti kapsuli (Obr. SB). Tyto fezy také ukéazaly vrstvu spojovaci tkané mezi
mikrokapsulemi a tkani mlé&nych 214z. Nebyla pozorovana viditelnd znamka vétsi zanétlivé nebo
imunitni reakce na mikrokapsule, nebo virus produkujici butiky, v nich obsazené.

Na dukaz toho, ze infekéni retrovirové vektory byly uvolnény zkapsuli a infikovaly je
obklopujici tkan mléénych zlaz, byly nékteré fezy analyzovany na expresi —gal barvenim X—
gal. Buiiky, exprimujici 3—gal, byly jasné viditelné mimo mikrokapsule (Obr. 5C).

Priklad 4

Tento priklad popisuje konstrukci retrovirového expresniho vektoru, obsahujiciho gen krysiho
cytochromu P450 2B1, pro intratumoralni infekci.

Expresni vektor pLX2B1, viz obr. 6, byl konstruovan ligaci fragmentdi, ziskanych z plazmidu
pLX125 a pSW1 (Kedzie a spol. 1991). Plazmid pLX125 byl linearizovan Hpal a vysledné
zarovnané konce byly defosforylovany teleci stievni fosfatdizou. DNK byla separovana na 1%
agardzovém gelu, vyfiznuta a ziskana podle komeréniho postupu QiaQuick (Qiagen). Po srézeni
etanolem byla DNK resuspendovana ve vodé.

Klonovaci vektor pSW1 po §tSpeni Smal a Hincll poskytl dva zarovnané konce. Stépena smés
byla rozdélena na 1% agarézovém gelu. Krat3i fragment (1,5 kb), obsahujici krysi cytochrom
P450 2B1 (Fuji-Kuriyama a spol., 1982), byl vyfiznut a eluovan podle Qiaquick DNK
extrakéniho protokolu, sraZen etanolem a resuspendovan ve vodg.

7,6 Mol pLX125 a 24 fMold Smal/HundIl-fragmentu ze pSW1 bylo smichano a ligovano po 3
dny pfi 12 °C pomoci T—4 ligazy (Boehringer). Ligaza byla inaktivovana pfi teploté 65 °C
10 min. a DNK srazena 10 objemy butanolu. Srazend DNK byla resuspendovéna ve vodé a
metodou elektroporace zavedena do DH10B-bakterii (Gibco). Kolonie, které byly rezistentni
vuéi ampicilinu, byly vybrany, byla znich ptipravena DNK, kterd byla St€pena SspBl/Sall,
BamHI/SspBI, Pvul a BamHI. Vysledny spravny plazmid byl oznacen pLX2B]1.

Lipofekce

Jeden den ped lipofekci bylo 3x10° retrovirovych bunék, obsahujicich pomocny virus PA317
(Miller a Buttimore, 1986), vyseto na 6 cm Petriho nebo tkanové kultivaéni misky. V den infekce
byl smichan 1 pg pLX2B1 se 100 pl média prostého séra. Paralelné 15 pl Lipofectaminu (Gibco
BRL) bylo smichano s 100 pl média prostého séra. Roztok obsahujici plazmid byl pfidan
k lipofektaminové smési a inkubovan 45 min. Po 35 minutach byly buiiky promyty jednou 2 ml
média, neobsahujictho sérum. 800 pl média neobsahujictho sérum bylo pfidano
k lipofectaminové smési a vysledny 1 ml reakéni smési byl pfidan k pfipravenym burikdm. Po 6
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hodinach byl pfidan 1 ml Dulbeccem modifikovaného Eaglova média, obsahujiciho 10 % FCS.
Piistiho dne byly buiiky trypsinizovany, ziedény 1:10 a vysety na 100 mm misku. Po 24
hodinich bylo médium vyménéno za médium, obsahujici analog neomycinu G418. Jednotlivé
populace buné&nych kloni byly izolovany a analyzovany na expresi cytochromu P450.

Zapouzdfeni

Buiiky, produkujici retrovirovy vektor a obsahujici pomocny virus, byly ziskany a zapouzdieny
postupem, popsanym shora v pfikladu 2.

Implantace

Ziskané kapsule byly chirurgicky implantovany postupem ,kli€ové dirky“ blizko nebo ptimo do
transplantovanych nebo spontannich nadorti my$i BALB/c nebo GR. Asi 6 kapsuli o priiméru
1 mm bylo vloZeno do kazdého z opera¢nich mist. Operagni pole bylo uzavfeno jednim stehem.
Mysi byl potom mistné vystaveny pisobeni cyklofosfamidu nebo ifosfamidu pfimou
intratumoralni infekéni aplikaci 100 pl 20 mg/m! nebo systémové koncentraci 130 mg CPA/kg
vahy, aplikované i.p. a 4060 mg IFO/kg vihy rovn&z i.p. aplikované, a to maximaln& po dobu
10 tydnd. Po tuto dobu byl denn& monitorovan makroskopicky vzhled nadoru. Potom byly mysi
utraceny, tkaf, obsahujici vloZené kapsule a nador, byla vyiata a byly pripraveny histologické
fezy pro svételny a elektronovy mikroskop. Tyto fezy Jjasné€ ukazaly dobré vhojeni kapsuli a
vaskularizaci, nebyla pozorovana pfitomnost lymfocytt, ktera by indikovala bun&&nou imunitni
reakei. V téchto fezech nebyla pozorovana ptitomnost odumfielych bunék nebo nekrézy uvniti
kapsuli. Nador naopak nekrotické zmény vykazoval a makroskopicky bylo jasné patrné zmenseni
Jeho velikosti béhem pokusu.

Priklad 5

Tento pfiklad popisuje konstrukci stalé bun&éné linie, pfirozené exprimujici cytochrom P450
2BI.

Expresni vektor pc3/2B1 byl konstruovan ligaci fragmentii, ziskanych z plazmidu pcDNA3
(Invitrogen) a pSW (Kedzie a spol., 1991).

Plazmid pcDNA3 byl $tépen Xhol/Xbal a vzniklé kohezni konce fragmentti defosforylovany
teleci stfevni fosfatdzou. Retézec vektorové DNK byl izolovan a €istén na 1% agar6zovém gelu,
DNK byla vyfiznuta a extrahovéna podle Qiaquick postupu (Qiagen). Po srazeni etanolem byla
DNK resuspendovana ve vodg.

Klonovaci vektor pSW1 byl stépen Xhola Xbal na dva fragmenty. Stépena smés byla rozdélena
na 1% agar6zovém gelu. Nejkrat3i fragment (1,5 kb), obsahujici krysi cytochrom P 450 2B1
¢DNK (Fuji-Kuriyama a spol., 1982), byl vyfiznut, eluovan extraknim postupem Qiaquick
DNK, sraZen etanolem a resuspendovan ve vodg.

8,3 fMoli hlavniho fetézce pcDNA3 a 24,8 fMoli Xhol/Xbal-fragmentu p SW1 bylo smichano
a ligovéno 1 den pti 12 °C T4-ligazou (Boehringer). Ligéza byla inaktivovana pfi 65 °C 10 min.
a DNK byla srazena 10 nasobnym nadbytkem butanolu. SraZena DNK byla resuspendovéna ve
vodé a metodou elektroevaporace zavedena do bakterii DH10b (Gibco). Vybrany byly kolonie
rezistentni k ampicilinu, z nich byla ptipravena DNK a zkuiebng Stépena EcoRI, BamHI, EcoRV
a Xhol. Vysledny spravny plazmid byl oznagen pc3/2Bl1.
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Lipofekce

1 den pred infekei bylo vyseto 3x10° bunék na 35 mm misky. V den infekce byly smiseny 2 pg
pc3/2B1 se 100 ul média neobsahujiciho sérum. Roztok obsahujici plazmid byl pfidan
k lipofektaminové smési a inkubovéan 45 minut. Po 35 minutach byly buiiky jednou promyty 2 ml
média neobsahujiciho sérum. 800 pl média neobsahujiciho sérum bylo pfidano k lipofekeni
smési a vysledny 1 ml smési byl pfidan nalitim na pfipravené buiiky. Po 6 hodinach byl pfidan
1 ml DMEM (Glutamax) s 10 % FCS. Ptisti den byly butiky trypsinizovany, desetkrat zfedény a
vysety na 100 mm misku. Po 24 hodinach bylo médium vyménéno za neomycinové médium. Po
14 dnech neomycin rezistentni klony byly izolovany a testovany na pfitomnost a aktivitu
vektoru.

Kapsule, obsahujici tyto buiiky, byly pfipraveny podle pfikladu 2 a implantovany do mys3i blizko
nadort. Po piisobeni cyclofosfamidem nebo ifosfamidem byla G¢innost piisobeni hodnocena
shora popsanym zpiisobem.

Obrazky

Obr. 1: Histologické barveni zapouzdienych PA317 bungk stabilné transfektovanych pBAG jako
diikaz exprese B—galaktosidazy.

Obr. 2: Analyza RT-PCR virovych &astic uvolnénych zkapsuli. (2B; vzorky 1-4; médium
odebrano po 2, 3, 5 a 6 tydnech kultivace kapsuli). Kultivatni médium bun&k
nezapouzdfenych, produkujicich virus BAG, bylo pouZito jako pozitivni kontrola (vzorek
5) a médium z netransfektovanych PA317 jako negativni kontrola (vzorek 6). Negativni
odpovédi byly ziskany u vzorku $tépenych RNazou pred provedenim RT-PCR analyzy,
coz je dikazem, Ze amplifikované pasy pochazeji zvirové RNK (2C; vzorky 1-4).
Virova RNK, pfipravend znezapouzdienych bungk, produkujicich virus BAG, bez
$t&peni ribonukleazou, byla pouzita pii reakci RT-PCR jako pozitivni kontrola (vzorek
7.

Obr. 3: Spole¢na kultivace zapouzdienych bunék, produkujicich virus a bunék NIH3T3.

(A) Cilové buitky byly vysety snizkou hustotou jeden den pfed pfidanim kapsuli
s buitkami, obsahujicimi pomocny virus a produkujicimi retrovirovy vektor. Buriky a
kapsule byly nékolik dni pozdé&ji histologicky barveny na priikaz B-galaktosidazové
aktivity.

(B) Za ugelem ovéfeni, Ze cilové buiiky, exprimujici B—galaktosidazu, vznikly infekei
spiSe neZ inikem viru z produk&nich bun&k, byla z bun€k extrahovéna genomova DNK a
byla analyzovana metodou PCR.

Obr. 4: Snimek skenovaciho elektronového mikroskopu, ukazujici povrch ¢&astice (mikro-
kapsule), na kterém jsou pii vysokém zvé&tSeni (x 75 000) patrné porézni struktury. Bila
Gise¢ka, reprezentujici 100 nm (primér &astice retrovinu), je dikazem, Ze tyto struktury
mohou byti péry, kterymi je virus z kapsule uvoliiovan.

Obr. 5: Histologicka analyza kapsule, implantované do mlécné zlazy mysi. (A)
(B) tez kapsuli, implantované do my3i mléiné Zlazy po &tyfech tydnech na svételném
mikroskopu (133 x zvétSeno).
(C) Infekce bunék my3i mlé&né Zlazy po implantaci kapsuli, obsahujicich buiiky PA317,
produkujici vektor BAG.
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Obr. 6: Struktura expresniho vektoru pLX2B1, obsahujici gen pro krysi cytochrom P450 2Bl1,
ktery je kontrolovan po konverzi promotoru promotorem U3~-MMTV.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kapsule zapouzdfujici buiiky, produkujici virové &astice, vyzna€ujici se tim, Ze
obsahuje porézni sténu kapsule, kterd ma pory takové velikosti, Ze umoZiiuje uvolnéni v podstaté
viech virovych &astic, produkovanych zapouzdienymi butikami.

2. Kapsule podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze porézni st€na kapsule obsahuje
polyelektrolytovy komplex, tvofeny opa¢né nabitymi polyelektrolyty.

3. Kapsule podle narokii 1 az 2, vyznadujici se tim, Ze porézni sténa kapsule
obsahuje polyelektrolytovy komplex, tvofeny polysacharidy nebo derivaty polysacharidi,
obsahujicimi sulfatové skupiny, nebo syntetickymi polymery, obsahujicimi sulfonatové skupiny
a polymery s kvartérnimi amoniovymi skupinami.

4. Kapsule podle naroku 3, vyzna&ujici se tim, Ze polysacharidy nebo derivaty
polysacharidii, obsahujici sulfatové skupiny, jsou vybrany z jednoho nebo nékolika prvki ze
skupiny, obsahujici sulfit celulézy, acetatsulfat celulézy, sulfat karboxymethylcelulozy, sulfat
dextranu nebo sulfat 3krobu, a syntetickym polymerem, obsahujicim sulfonitové skupiny, je
polystyren—sulfonat.
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5. Kapsule podle niroku 3, vyznacujici se tim, Zze polymerem s kvartérnimi
amoniovymi skupinami je polydimetyldiallylamonium nebo polyvinylbenzyltrimetylamonium.

6. Kapsule podle narokii 1 az 5, vyznadujici se tim, Ze porézni sténa kapsule
obsahuje komplex, tvofeny sulfatem celulézy a polydimetyldiallylamoniem.

7. Kapsule podle narokii 1 a2 6, vyznadujici se tim, Ze jsou ve formé mikrokapsuli
o priméru 0,01 mm az 5 mm, vyhodné 0,1 mm aZ 1 mm.

8. Kapsule podle narokii 1 a2 7, vyzna&ujici se tim, Ze uvedena kapsule obsahuje
houbovitou sit—matrix ze sulfatu celulézy, tvofici vnitfek kapsule, obklopenou st&nou kapsule,
ve které jsou pory, pfi¢emZ uvedena houbovita sit’ je napInéna buiikami.

9. Kapsule podle narokii 1 a2 8, vyznaé&ujici se tim, Ze velikost poru v povrchu
porézni stény kapsule je 80 nm az 150 nm, vyhodné& 100 nm a% 120 nm.

10. Kapsule podle kteréhokoliv z nérokii 1 229, vyzna¢& ujici se tim, Ze virovou
&astici, produkovanou zapouzdfenymi buiikami, Je retrovirové Castice, ktera obsahuje genom
retrovirového vektoru.

11. Kapsule podle niroku 10, vyznaéujici se tim, ze zapouzdrenymi buiikami,
produkujicimi retrovirové &astice, je sbalovaci pakédzovaci bunééné linie, obsahujici pomocny
virus, transfektovana expresnim vektorem, kteryZto expresni vektor nese retrovirovy vektorovy
konstrukt schopny infikovat a fidit expresi jedné nebo nékolika kédujicich sekvenci, které
obsahuje, v cilovych buiikich, pfitemz uvedena sbalovaci bun&na linie, obsahuje pomocny
virus, ktery obsahuje alespori jeden expresni vektor nesouci geny, kédujici bilkoviny, nutné pro
sbaleni genomu uvedeného retrovirového vektorového konstruktu.

12. Kapsule podle néroku 11, vyznaéujici se tim, e nejmeéné jedna z uvedenych
kédujicich sekvenci koduje heterologni peptidy, vybrané ze znackovych gent, terapeutickych
gent, antivirovych genii, protinadorovych gent, a cytokinovych genil.

13. Kapsule podle néroki 10 az 12, vyznadujici se tim, Ze retrovirovy vektor je
replikaéné defektni.

14. Kapsule podle naroku 13, vyznadujici se tim, e retrovirovy vektor obsahuje
usek 5’LTR, ktery mé strukturu U3-R-US5, jednu nebo nékolik sekvenci, vybranych z kédujicich
nebo nekodujicich sekvenci, a isek 3’LTR, ktery obsahuje ¢astedné nebo Uplné odstranény tsek
U3, po kterém nasleduji tseky R a US, pri¢emz asek U3 je nahrazen sekvenci polylinkeru a
regulaénim prvkem nebo promotorem.

15. Kapsule podle kteréhokoliv z pfedchozich narokit 10 az 14, vyznaéu jici se tim,
Ze retrovirovy expresni vektor je vektor obsahujici krysi gen pro cytochrom p450 2B1.

16. Zpisob ptipravy kapsule podle nérokit 122 15, vyzna&ujici se tim , Ze se buiiky
produkujici virové &astice suspenduji ve vodném roztoku polyelektrolytu a suspenze ve formé
preformovanych €astic se vnese do sraZeci lazng, obsahujici vodny roztok opaéné nabitého
polyelektrolytu.

17. Zpisob podle naroku 16, vyznadujici se tim, e &stice se vytvéareji rozprasenim.
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18. Zptisob podle naroku 16 nebo 17, vyznaéujici se tim, Ze se buriky suspenduji ve
vodném roztoku polysacharidu nebo derivatu polysacharidu, obsahujiciho sulfatové skupiny,
nebo syntetického polymeru, obsahujiciho sulfonétové skupiny.

19. Zpisob podle naroku 18, vyzna&ujici se tim, Ze se pouZije polysacharid nebo
derivat polysacharidu, obsahujici sulfitové skupiny, vybrany zjednoho nebo nékolika prvkii
skupiny, obsahujici sulfit celulézy, acaetatsulfat celuldzy, sulfat karboxymetylcelulozy, sulfat
dextranu a sulfat krobu, a jako synteticky polymer, obsahujici sulfonétové skupiny, se pouZije
polystyren—sulfonat.

20. Zpusob podle narokd 16 az 17, vyznadujici se tim, Ze srazeci lazei obsahuje
vodny roztok polymeru s kvartérnimi amoniovymi skupinami.

21. Zpusob podle naroku 20, vyznad&ujici se tim, Ze jako polymer skvartérmnimi
amoniovymi skupinami se pouZije polydimetyldiallylamonium nebo polyvinylbenzyltrimethyl-
amonium.

22. Zpisob podle narokd 16 az 17, vyzna&ujici se tim, Ze buiiky se suspenduji ve
vodném roztoku sodné soli sulfitu celulézy a vnesou se do srazeci lazn€, obsahujici vodny
roztok chloridu polydimetyldiallylamonia.

23, Zpisob podle naroku22, vyznaujici se tim, Ze se pouzije vodny roztok sulfatu
celul6zy, obsahujici 0,5 az 50 % , vyhodn& 2 aZ 5 %, sodné solisulfatu celulézy a 2 az 10 %,
vyhodné 5 %, fetalniho teleciho séra v pufrovaném fyziologickém roztoku.

24. Zpisob podle niroku 22, vyznad&ujici se tim, Ze se ve sraZeci lazni pouzije
vodny roztok, obsahujici 0,5 aZz 50 %, vyhodné 2 az 10 %, a jesté¢ vyhodnéji 3 %, chloridu

polydimetyldiallylamonia v pufrovaném fyziologickém roztoku.

25. Kapsule podle narokdi 1 az 15 pro pouziti v genové terapii a/nebo v lé€eni rakoviny a
nadorovych onemocnéni.

26. Pouziti kapsule podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki 1 aZ 15 pro pfipravu farmaceu-
tického pripravku. :

27. Farmaceuticky pkipravek, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje kapsule podle
kteréhokoliv z pfedchozich naroki 1 az 15.

28. Farmaceuticky pripravek podle niroku 27, vyzmnaé&ujici se tim, Ze ma formu
vhodnou pro injekci a/nebo implantaci do cilového organu/bungk a/nebo do sousedstvi daného

cilového organu/bunék.

29. Farmaceuticky ptipravek podle naroku 28, vyznaéujici se tim, Ze cilovy
organ/buiiky je rakovinna tkati nebo jsou to buiiky hladkého svalstva, obklopujici arterie.

9 vykrestt
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Obr. 6
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