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KIVONAT

A taldlméany rekombindns adenovirdlis DNS-vektorra

vonatkozik géneknek a kdzponti idegrendszer sejtjeibe,

kiiléndsen az agy sejtjeibe torténd bejuttatasara, és az

emlitett sejtekben valé expresszalasara, melyre jellem-

z0, hogy tartalmaz

(1) legalabb egy részt egy adenovirus genomjabol, bele-
értve azokat a régiokat, amelyek ezen adenovirussal
normal kériilmények kozott megfertGzhetd sejtekbe
torténd behatolashoz sziikségesek, és

(ii) egy kivalasztott nukleotidszekvenciat, mely az ade-
novirus genomjanak emlitett részébe van beépitve

A leiras terjedelme 22 oldal (ezen beliil 8 lap dbra)

egy, az emlitett sejtekben mikodSképes promoter
szabalyozasa ald, amely vagy jelen van az emlitett
genomrészben, vagy abba be van épitve,
ahol a nukleotidszekvencia transzkripciés vagy exp-
resszios terméke a kozponti idegrendszer sejtjeire fejti
ki hatasat, vagy ezekben a sejtekben termelédik.
A taldlmény szerinti rekombinans vektorok els8sor-
ban a kdzponti idegrendszer betegségeinek kezelésében
és a génterapiaban nyernek felhasznalast.
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A taldlmany rekombinans adenovirlis DNS-vektorokra
vonatkozik géneknek a kdzponti idegrendszer sejtjeibe,
kiiléndsen az agy sejtjeibe torténd bejuttatdsara.

Terdpias DNS biztonsagos és eredményes bejuttata-
sa a kozponti idegrendszerbe félelmetes kihivést jelent
az agybetegségek aktiv terdpidjanak fejlesztése szamara.

Szimos vektorral, f6ként retroviralis vektorokkal és
Herpes simplex eredetli (WO 92/07945) vektorokkal vé-
geztek ez ideig vizsgalatokat. Azonban az ilyen gén-
transzportot biztositd hordozok hasznalhatosiga mind-
eddig korlatozott volt.

A legtobb esetben azért nem hasznélhatok a retro-
viralis vektorok, mivel nem képesek megfertézni a
posztmitotikus sejteket, beleértve a legtobb idegsejtet
[W. C. Culver et al., Science, 256, 1550-1552 (1992)].
A Herpes simplex eredet(i vektorok megfert6zt¢k az
idegsejteket, de a patogenitassal és a génexpresszié sta-
bilitasaval kapcsolatos problémék megoldatlanok ma-
radtak [P. A. Johnson, A. Miyanohara, F. Levine, T.
Cahill, T. Friedman, Virol., 66, 2952-2965 (1992); K.
D. Fink et al., Hum. Gene Ther., 3, 11-19 (1992)].
Ezenkiviil a Herpes simplex eredetii vektorokra eddig
az a megallapitds volt érvényes, hogy expressziojuk
csak korlatozott. Egy leghjabb kozleményben [J. H.
Wolfe, S. L. Deshmane, N. W. Fraser, Nature genetics,
1, 379-384 (1992)] a szerzék a korabban ismertetett
HSV-1 eredetii vektorok vonatkozasaban megemlitet-
ték a rovid ideig tartd expresszidt, ugyanis a legtobb
hasznalt promoter csak a virusfert6zés akut fazisa folya-
mén volt aktiv (a fertdzést kovetd 10 napnal rovidebb
ideig). Vizsgaltik a kozponti idegrendszer egy sejtjé-
ben egy B-glikuronidéz génexpressziojat a LAT pro-
moter szabélyozasa alatt, amely rendes koérilmények
kozott a virus latenciaasszocialt atirata (latency-asso-
ciated-transcript=LAT) szekvencidjaval tarsul. A szer-
28k azonban azt is kozolték, miszerint kisérleteik bebi-
zonyitottik, hogy a fert6zott sejtekben a genetikai en-
zimhidnyossag kijavitasa érdekében hasznélt LAT pro-
moter a kozponti idegrendszer sejtjeiben az idegen gé-
nek hosszi ideig tartd expresszidjat tudta biztositani,
mégis tl kevés sejt javitodott ki ahhoz, hogy a beteg-
ség fenotipusat megvaltoztassa. Ennélfogva vektorrend-
szeriiket tokéletesiteniiik kellett, hogy elégséges sejt ja-
vitddjék ki a klinikailag szignifikans hatas eléréséhez.

A taldlmény célul tizte ki ezen nehézségek lekiizdé-
sét, valamint sokkal hatékonyabb olyan vektorrendsze-
rek elGallitasat, amelyek képesek idegen gének szallita-
sara, és ahol sziikséges, transzkripcids termékeiknek
vagy expresszios termékeiknek a kozponti idegrendszer
sejtjeihez — elsésorban a proliferaciora képtelen, végsd
differenciltsagn (posztmitotikus) sejtekhez — valo szal-
litasara.

A taldlmany tovabbi célja olyan vektorrendszerek
elallitasa, amelyek megfelelden biztonsagosak ahhoz,
hogy lehetévé tegyék a klonozott géneknek in vitro ta-
nulmanyozéasat és szabalyozasat az ilyen sejtekben vagy
kisérleti allatokban, tovabba e klonozott gének hasznala-
taval végzett terapiat — beleértve a génterapiat — amikor
is emberben vagy éllatban egy kivalasztott expresszids
termék in situ termel8dik.
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A talalmény azon a felismerésen alapul, hogy az
adenovirus eredetdi vektorok, kiilondsen a nem repli-
kalodé adenovirus-vektorok, képesek ezeknek a célok-
nak a teljesitésére mind in vitro, mind in vivo. Hatékony
szallitorendszereket biztositanak a géneknek a kdzponti
idegrendszer sejtjeibe, foként az agysejtekbe valo szalli-
tasahoz. MegfelelGen erds fertozoképességi fokozat jel-
lemzi ezeket a virusokat, és ez jelentékeny sejtpopulacio
megfertzését biztositja. A kovetkezSkben ismertetett bi-
ologiai vizsgalatok bemutatjak, hogy az adenovirus ere-
detii vektorok (vagy adenovirus-vektorok) eredmenye-
sen képesek megfertdzni az idegsejteket, elsdsorban a
neuronokat mind in vitro, mind in vivo.

Adenovirus-vektorokat ez ideig csak nem 0szt6do,
posztmitotikus izomsejtekbe torténé géntranszferhez al-
kalmaztak [B. Quantin et al., Proc. Natl. Acad. Sci
USA 89 (7), 258184 (1992)]. A talalmény tehat elja-
rast ismertet rekombinans adenoviralis DNS-vektor el6-
allitasara, amely vektort egy olyan eljardsban hasznal-
juk, amelyben egy kivalasztott polipeptidet ké6dold nuk-
leotidszekvencia transzkripcios terméke vagy exp-
resszios terméke a kozponti idegrendszer sejtjeiben
— ilyenek példaul az agysejtek, elsdsorban a neuralis, a
glia- vagy ependymasejtek — fejti ki hatasat, vagy ezek-
ben a sejtekben termelddik. Az emlitett rekombindns
vektor ezekben a sejtekben egy olyan adenovirus-vek-
tor, amely egy adenovirus genomjénak legalabb egy ré-
szét tartalmazza, és a genom azon részeit foglalja maga-
ban, amelyek azzal a genetikai informéaci6val rendelkez-
nek, amely ahhoz sziikséges, hogy az adenovirus az ez-
zel normélkoriilmények kézott megfert6zhetd sejtekbe:
behatoljon, és az emlitett nukleotidszekvenciét az emli-
tett genomrészbe épitjikk be egy olyan promoter szaba-
lyozasa al4, amely vagy jelen van a széban forgo adeno-
viralis vektorban, vagy abba be van épitve, és ez a
promoter az emlitett sejtben miikodSkeépes.

Pontosabban a talalmany tehdt egy olyan adenovi-
rus eredet(i vektor hasznalatdra vonatkozik, amely egy
kivalasztott nukleotidot fejez ki a kozponti idegrend-
szer sejtjeiben.

A talalmény egy olyan rekombindns adenoviralis
DNS-vektorra is vonatkozik, amely képes egy kivalasz-
tott nukleotidszekvencia expresszidjanak és/vagy
transzkripcidjanak az irdnyitasara a kozponti idegrend-
szer sejtjeiben, és jellemzGen (i) egy adenovirus ge-
nomjanak legaldbb egy részét tartalmazza, beleértve
azokat a szakaszokat, amelyek ahhoz sziikségesek,
hogy ez az adenovirus behatolhasson a kdzponti ideg-
rendszer sejtjeibe, és (ii) az emlitett nukleotidszekven-
cia, amely az adenovirus emlitett részébe van beépitve
egy olyan promoter szabalyozasa alatt 11, amely miko-
dbképes az emlitett sejtben, és vagy jelen van az emli-
tett genomrészben vagy abba be van épitve.

Az adenovirus-vektoroknak azon kulonleges adott-
sagat, miszerint génfragmentumokat képesek bevinni
nyugvo idegsejtekbe, a késGbbickben ismertetett kisér-
letekkel szemléltetjiik, amelyeket kifejlett patkanyok
idegsejtjeiben végeztink egy olyan adenovirus-vektor-
ral, amely az E. coli LacZ génjét vagy a humén tirozin-
hidroxilaz gént hordozza. Az idegsejtek (beleértve a
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neuronokat, asztrocitikat, a mikroglia- és ependyma-
sejteket) nagy szamaban fejezGdtek ki ezek a transzgé-
nek, az agy kiilonboz4 teriileteire vald beoltdsuk utdn
legalabb 60 nappal. Nem okozott észlelhetd citopatids
hatasokat 10 pi 3 x 105 pfu bevitele, ilyen hatdsokat ma-
gasabb fert6z6 titereknél (>107 pfu/10 pl) figyeltiink
meg, és nagyon valoszinl, hogy ez az injekci6 helyé-
hez kozeli idegsejtekben a virusrészecskék massziv en-
docitozisaval fliggott Gssze.

Ezenkiviil igy manipulalhatjuk az adenovirusok ge-
nomyjat, hogy 7,5 kb hosszii vagy ennél hosszabb ide-
gen géneket tudjunk benniik elhelyezni. Széles a virus
gazdasejtspektruma, emberre alacsony a patogenitdsa és
a virust magas titerekben tudjuk izoldlni [L. D. Strat-
ford—Perricaudet, M. Levrero, J. F. Chase, M. Peri-
caudet P. Briand, Hum. Gene Ther., 1, 241-256 (1990)].

Konnyen felmérhetd, hogy ezek az eredmények erd-
sen aldtdmasztjdk azt a feltételezést, hogy az adeno-
virus mint vektor egy 1j és figyelemre mélto eszkozt ki-
nal az idegrendszer nyugvo sejtjeinek genetikai méodosi-
tasahoz, nagy fert6z6képessége, hosszi ideig tarté exp-
resszioja, széles gazdasejtspektruma és alacsony toxici-
tdsa miatt. Tehat az adenovirust be kell iktatni a klo-
nozott géntermékek funkcidjanak tanulméanyozasaba,
ezek fiziologiai és anatomiai Osszefiiggését tekintve.
Az a képessége, hogy megfert6zi a hippokampust (ké-
s6bb targyaljuk), nagy jelentGségli az integralt jelensé-
gek — ilyen a hosszi ideig tarté miikod6képesség — al-
latokban valé tanulmanyozasa szempontjabol.

Ezenkiviil vilagosan kitnik, hogy az adenovirus ha-
tékony eszkoz az idegen géneknek az agyba terdpids
céllal vald bejuttatasahoz. Az adenovirus-vektorok ko-
moly lehetdséget teremtenek az idegrendszer betegsége-
esetén a novekedési faktorok és neurotranszmitterek be-
vitele révén, és még inkabb a megfeleld sejtekben a hi-
bas gének helyettesitése révén. Viszonylag alacsony
titeri adenovirus-vektorok is eredményesen tudnak ide-
gen géneket atvinni jelent6s mennyiségli agysejtbe anél-
kiil, hogy koros hatasokat valtananak ki. Az agysejtek-
be beviendé idegen géneket tartalmazd rekombinéns
adenovirus-vektorok, dozisaik optimalizdlasa mellett,
Uj utakat nyitnak szdmos genetikai és szerzett neurolo-
giai betegség kezelésében, kovetkezésképpen mas meg-
oldast nyujtanak a gyogyszeres kezelés vagy a fetdlis
szovetek agyi transzplantacidja helyett.

Az adenovirusok, elsGsorban a 2. vagy 5. tipusi
(Ad2 vagy AdS) adenovirusok kiulondsen elényosek.
Ezek viszonylag stabilak, kénnyen tenyészthet8k, és
gyorsan (a virusciklus koriilbeliil 30 6ra) magas tite-
reket eredményeznek, fertézott sejtenként 104—105
plakk-képz6 egységet (pfu=plaque forming unit). Ezek
a tipusok nem onkogének. Virilis genomjuk teljes szek-
vencidjat meghataroztak [J. Chroboezek et al, Viro-
logy, 186, 280285 (1992)], és molekularis biologiaju-
kat behatdéan tanulmanyoztak. Szamos mutinst, f6ként
deléciés mutansokat allitottak el6, amelyek nagymére-
t0 fragmentumoknak a virusba val6 beépitését tették le-
hetévé [K. L. Berkner, Biotechniques, 6, 612—629
(1988)).
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Elény6s, ha a talalmany szerint hasznalt rekombi-
nans vektorok hibés (defektiv) adenovirusok, amelyek-
nek a genomja mér nem tartalmazza azokat a nuklein-
savszekvenciakat, amelyek a virusnak a normalkoriil-
mények kozott vele fert6zhetd sejtekben (nem agysej-
tekben) valé replikacidjdhoz sziikségesek. Pontosab-
ban, nem tartalmazzak az E1 szakaszt, beleértve a korai
Ela szakaszt, amely a virus replikacidjdhoz sziikséges
tovabbi korai transzkripcios egységeket aktivalja, to-
vabba az E1b szakaszt, amely a teljesen transzformalt
fenotipus kialakitisaban és a viralis infekcié folyaman
a DNS-szekvencidk védelmében vesz részt, és amely
az infekcid késdbbi szakaszdban a viralis folyamatok
normél elérehaladasahoz sziikkséges.

Ugyancsak eldnyds, hogy ezekbdl a vektorokbol
hidnyzik az E3 szakasz, amely az in vivo sejtes immuni-
tdsban jatszik szerepet, és teljesen nélkiilozhetd az in
vitro novekedés szempontjabol.

Elényds mégis, ha a taldlmanyhoz felhasznalt re-
kombinans vektor minden olyan szekvenciat tartalmaz,
amelyek az adenovirus kapszidképzéséhez sziikségesek.

A promoter, amely a kivént vagy a kozponti ideg-
rendszer sejtjeiben termelt, kivalasztott polipeptidet ko-
dol6 szekvenciat szabalyozza, lehet akar endogén, akar
exogén, figyelembe véve a rekombinans vektor adeno-
viralis részeit.

Béarmelyik olyan homoloég promoter elényds, ame--
lyet valosziniileg felismernek az ilyen adenovirusokkal
fert8zott emberi vagy éllati sejtek polimerazai, gyakor-
latilag az RNS-polimeraz II. Kiilonésen elényds endo-
gén promoter a 2. tipusi humén adenovirus [M.
Levrero et al., Gene, 101, 195-202 (1991)] er6s {6 ké--
s61 promotere (major late strong promoter=MLP). Egy
masik hasznélhaté promoter az adenovirus Ela szaka-
szanak korai promotere. Ez utobbi esetben az elényds
hibas adenovirus nem tartalmazza 5°-szakaszat, amely
a korai promoterhez képest rendes korilmények kozott
5’-irdnyban helyezkedik el, és ekkor az Ela szakaszt he-
lyettesitjiik az idegsejtekbe bevinni kivant nukleo-
tidszekvenciaval.

Az adenovirusok endogén promotereit mas, hetero-
l6g vagy exogén eredetii, barhol eléfordul6é promoterrel
is helyettesithetjiik, példaul:

— a Rous-szarkoma-virus (RSV) hosszi ismétlédd
végszakaszaban (LTR=long terminal repeat)
1év6 promoter vagy a fent ismertetett LAT pro-
moter,

— a citomagalovirus IE génjének egy promotere,

— indukathaté MMTYV promoterek [egér-emlStumor-
virus (mouse mammary tumorvirus=MMTV)
eredeti promoterek] vagy metallotionin promo-
terek.

Mas promotereket is hasznalhatunk. Elsésorban a
neurélis és glidlis promoterek az elnydsek, kiilondsen
olyan esetekben, amikor az adenoviralis vektorba beépi-
tett nukleotidszekvencidval inkabb az idegsejtek specia-
lisabb osztalyait célozzuk meg. Megemlitjiik példaul a
kovetkezé promotereket, f6ként azokat, amelyek a
neurotranszmitter-szintetizalé enzimeket kodold gének-
ben talalhatok:
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TH (tirozin-hidroxilaz)

CHAT (kolin-acetil-transzferdz)

TPH (triptofan-hidroxilaz)

GFAP (glialis fibrillaris savanyt protein)

(glial fiblillary acidic protein)

Enolédz g (neuron protein marker)

Aldolaz C

A taldlmény olyan rekombinans vektorok eldallitasa-
ra alkalmas eljarasra is vonatkozik, mely eljaras abbol
411, hogy a kiindulasi vektorokba beépitjik azt a nukleo-
tidszekvenciat, amelynek az expresszidjat kivanjuk, és a
megfertozhetd sejteket az emlitett vektorokkal transzfor-
maljuk. Ahol a vektor teljes €16 virus, a rekombinans vi-
rusok a sejttenyésztd taptalajbol izolalhatok. Ha a re-
kombinans vektor hibas virus, egy elényos eljaras sze-
rint, ezzel olyan transzformalhato eukarifta sejtvonalat
(elénydsen emberi vagy allati eredetd sejtvonalat) transz-
formalunk, amely maga is tartalmaz egy megkiilonboz-
tethet® nukleotidszekvenciat. Ez a szekvencia képes az
adenovirus-genom azon részét kiegésziteni, amely a vi-
rus replikcidja szempontjabol 1ényeges, és amely az em-
litett vektorbol hisnyzik. Elényds, ha a kiegészitd szek-
venciat az emlitett sejtvonal genomjéaba vissziik be.

Az ilyen el8nyds sejtvonalakkal kapcsolatban meg
kell emliteniink a humén embrionélis vese eredeti ugy-
nevezett ,,293 sejtvonalat”, amely genomjaba integral-
va tartalmazza az AD5 virus genom 5’-szakaszanak
elsé 11%-at. Az Ad5 genomjanak ez a darabja biztosit-
ja, hogy a rekombinéans virusok ezen hibas szakaszban
— e szakasz egy részének delécidja miatt — megfele-
16en kiegésziiljenek. Hibés virusok termelésére al-
kalmas eljaras leirasat részletesebben tartalmazza az
EP 185573 szamu eurdpai szabadalmi bejelentés (be-
nytjtva: 1985. november 20-an).

Ilyen sejtvonalak transzformacidja utan a hibas re-
kombinéns virusokat szaporitjuk, izolaljuk és tisztitjuk.

Sziikségtelen megemliteni, hogy ugyanez az eljaras
alkalmazhaté mas hianyos adenovirusok elallitasara,
amelyekben a delécio nem a fent emlitett 5’-szakasz-
ban jon létre, és magatdl értetddik, hogy az ilyen eljaras-
ban hasznalt sejtvonalaknak tartalmazniuk kell sajat ge-
nomjukban az adenovirus genombol szarmazd deletélt
szekvenciét, hogy lehet6vé véljék ezéltal az ilyen hibas
adenovirusok kiegésziilése.

A taldlméany el8szor bocsit rendelkezésre komoly
megoldast arra, hogy injekci6val olyan sejteket — pél-
diul az aktualis genetikai informéciét hordozé embrio-
nélis sejteket — juttassunk az agyba, amelyek a géntera-
pidban a célsejtekben — elsGsorban a posztmitotikus
neuronokban — meglévé metabolikus hidnyossigok
vagy hibak kijavitésat célozzdk. Mindez az adenoviru-
sok jelentékeny fertdzGerejének a kovetkezménye,
amely a megfeleld hibas adenovirus eredeti vektorban
megmarad, és igy e virusok képesek szétsz6rodni az
érintett neurélis vagy idegszovetekben, mikdzben lénye-
gében meg is maradnak a kivalasztott szoveten beliil,
ha specidlisan ebbe voltak beoltva, tovabba képesek a
hosszi ideig tart6 transzkripciora, és a legtdbb esetben
az ilyen adenoviralis vektorok éltal az idegszovetbe be-
vitt nukleotidszekvencia expressziojara.
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A nukleotidszekvencia, amelynek a kozponti ideg-
rendszer sejtjeibe vald bevezetésére toreksziink, barmi-
lyen olyan szekvencibdl llhat, amely e sejtek anyag-
cseréjével kolcsonhatasba 1épd molekuldkat képes szol-
galtatni. Ezek a molekuldk olyan kivalasztott anti-
szensz RNS-ekbdl vagy antiszensz oligoribonukleoti-
dokbol allhatnak, amelyek képesek hibas messzendzser
RNS-ekkel reagélni, és igy e hibds mRNS-ek tovabbi
miikédését — ami a megfeleld betegségeket eredmeénye-
zi — képesek blokkolni, példaul szdmos neuropszichidt-
riai betegségben, epilepszidban stb. Ugy tiinik, hogy ez
a metodologia kiilonds érdeklédésre tarthat szamot az
Alzheimer-szindréma kezelésében. Az antiszensz mod-
szert hasznalhatnank — csak a példa kedvéért — egy B-
amiloid-prekurzor-blokad bevezetésére, hogy megeldz-
ziik a szenilis plakkokban a B-amiloid-peptid felhalmo-
z6dasat. Olyan antiszensz oligonukleotidot is fel lehet-
ne hasznalni, amely képes meggatolni az Alzheimer-
betegségben szerepet jatszo proteinek, példaul a TAU
protein rendellenes foszforilciéjaban részt vevd enzi-
mek expresszidjat. Ugyancsak més eljirds szerint, a
nukleotidszekvencia lenne az, amely eltdvolitand a spe-
cifikusan kotds proteineket, nmaga pedig normali-
san részt venne azon DNS- vagy RNS-szekvencia fel-
dolgozasaban, amelynek a transzkripciojat vagy exp-
ressziojat 6hajtjuk meggatolni.

Az a nukleotidszekvencia, amelyet a kdzponti ideg-
rendszer sejtjeibe kivanunk bevezetni, olyan expresszios
terméket kodolhat, amely bioldgiai tulajdonsdggal ren-
delkezik. Az emlitett expresszids termék képes lehet pél-
daul (1) egy megfeleld hibas természetes polipeptidet
tartalmazé olyan terméket kompenzalni, amelyet egy hi-
bas megfeleld nukleotidszekvencia kodol, vagy (2) a
megfeleld természetes endogénpolipeptidet tartalmaz6
termék célsejtekben valé endogéntermelésének a hia-
nyat kompenzalni, vagy (3) 4j terdpids hatasokat beve-
zetni a fertzott sejtekbe. Hibas polipeptidet tartalmazo
termékek lehetnek példaul a neurotranszmitter-szinteti-
7416 enzimek és a novekedési faktorok. Példaul a Parkin-
son-szindroma esetében (amelyet a dopaminergsejtek se-
bezhetsége jellemez) lokalis DOPA (3,4-dihidroxi-fe-
nilalanin) vagy dopamintermelést lehet elémi tirozin-
hidroxilazt vagy novekedési faktort — ilyen a BDNF
(brain derived neurotrophic factor=agyi eredetii neuro-
trof faktor) — kodolé cDNS kifejezGdése révén, ami ked-
vezd lehet a dopaminerg neuronok tilélése szempontja-
bol. Hasonlo a helyzet az Alzheimer-szindroménal, ahol
az egyik hidnyz6 neurotranszmitter az acetil-kolin, ame-
lyet a kolin-acetil-transzferdz szintetizal. Ezenfeliil az
NGF (nerve growth faktor=idegnovekedési faktor) tud-
n4 megel6zni a kolinerg neuronok degeneraciojat.

Egy masik potencialisan hasznos kifejezendd faktor
a CNTF (ciliary neurotrophic factor=cilidris neurotrof
faktor), amely megelézheti a neuronok elhalasat.
A CNTF az agyban is jelentds hatast fejt ki, blokkolja
példaul a periférias idegek romlasat (amely val6szini-
leg diabéteszben szenvedd betegekben indukélodik).
Tovabbi trofikus faktorok — amelyeknek a kifejez6dé-
sét meg lehet kisérelni — példdul a kovetkezdk: IGF,
GMF, oFGF, BFGF, NT3 és NT5.
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Novekedési faktorok termelését altaldban olyan be-
tegek idegsejtjeiben indithatjuk meg, akik neuropatidk-
tol, hidésektdl szenvednek, akiknél gerincvelB-sériilés,
miotrofids lateralis szklerézis, Huntington-chorea, Alz-
heimer- és Parkinson-kor, valamint kozponti bénulds
(little-kor) 41l fenn. Mas lehetGségek mellett, az epilep-
szidt a GABA (gamma-amino-vajsav) neurotransz-
mitter kozponti idegrendszerben valo helyi termelésé-
vel — a glutaminsav-dekarboxil4z expresszidjanak ered-
ménye — lehetne kezelni.

A taldlmany kiiléndsen lényeges az 6roklott betegsé-
gek kezelésére hasznélt olyan készitmények eldallitasa
szempontjabol is, amelyek a mutans gén hibas vagy hia-
nyos termékét befolyasoljak: a lizoszomalis enzimeket
a lizoszomalis betegségekben [példaul: hexéz-aminida-
zok a Tay—Sachs és Sandhoff-szindrémaban, aril-szul-
fatiz a metakromatikus leukodisztrofiiban, glikocereb-
roziddz a Gaucher-szindromaban, b-glilkuroniddz a mu-
kopoliszacharidézisban és a HGPRT (hipoxantin-gua-
nin-foszfo-ribozil-transzferaz) a Lesh—Nyhan-szindro-
madban stb...]. Az 6roklétt progressziv neurondegenera-
cidkat a betegséget akozd gén normal véltozatinak ade-
novirus-vektorok révén valo atvitelével kezelhetjiik,
vagy — mint el6bb tirgyaltuk — novekedési faktorok he-
lyi termelésének meginditdsaval. Kimutattak példaul,
hogy a CNTF-termelés lelassitja egerekben a prog-
ressziv motoneuron degeneraciot (pmd) [Sendtner et
al., Nature, 358, 502—504 (1992)}, megfigyelték, hogy
patkanynal, 6roklott retinadisztrofidban az aFGF
ugyanilyen hatassal volt a fotoreceptor degeneraciojara
[Faktorovich et al., Nature, 347, 83—86 (1990)]. A szer-
zett gerincvelé-betegségeknél — ilyen a gyakori és min-
dig halalos miotrof lateralis szklerdzis (ALS = Amyotro-
phic Lateral Sclerosis) — taldn ugyanigy hasznos lehet-
ne a CNTF lokalis termelése, mint ahogyan a moto-
neuronok védelménél is jo hatasinak bizonyult.
lehetne javitani ugy, hogy a mielinszintetizal6 sejtekbe
adenovirus kozvetitésével gént vinnénk be.

Végiil a potencialis terdpids szerek bizonyos mas ti-
pusait is eld lehetne allitani a kdzponti idegrendszer-
ben, igy példaul enkefalinokat az erGs fajdalmak csilla-
pitdsara, példaul rékos betegekben.

A talalmany tovabba a rekombinans adenovirus-
vektorokat tartalmazo gyogyszerkészitményekre is vo-
natkozik, amely vektorok az elGbbiekben meghataro-
zott szekvencidkat tartalmazzak olyan gydgyszerészeti-
leg elfogadott hordozdval tarsitva, amely a kivalasztott
alkalmazasi modhoz, példaul az aktudlis idegszdvetben
elGallitott virusszuszpenzid kdzvetlen in situ alkalmaza-
sdhoz megfeleld, vagy — bar a legkevésbé elényos, f6-
ként, ha az adenovirus-vektor olyan promotert is tartal-
maz, amely szelektiven miikddik a meghatarozott ideg-
szdvetben vagy sejtekben — az altalanosan hasznélt mo-
don, példaul intravénésan adjuk be.

A taldlmany nem korlitozodik az adenovirus-vek-
torok el6bb emlitett terdpis felhasznalasara. Az adeno-
virus-vektorok, erds fert6z6képességiiknek koszénhe-
téen, felhasznalhatok az idegsejtek meghatarozott popu-
lacidinak in vitro vizsgélataiban, példaul egy promoter
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kapacitasanak tanulméanyozasara (amelyet ezutdn meg-
felel6 ,,marker”-hez — ilyen a b-gal — kétiink), hogy va-
jon a széban forgo idegsejtek polimerazai felismerik-e.
Ezeket az adenovirus-vektorokat felhasznalhatjuk még
arra, hogy kimutassuk vagy kiértékeljik a rekombinans
virus (a nukleotidszekvencia kifejez6dése az ilyen sej-
tekben egy miikodéképes promoter szabalyozésa alatt
torténik) kolcsonhatasat az idegsejtek egy adott popula-
cidjaval vagy egy Osszetettebb idegszovettel. Egy ilyen
kiértékelés vagy kimutatds példaul arra iranyulhat,
hogy lokalizalja az Osszetett szovet azon sejtjeit, ame-
lyek receptort hordoznak a virus szdmara. A kimutatés-
hoz barmelyik megfeleld klasszikus jelzési modszer
hasznalhato. Hasznalhatunk példaul jelzett antitesteket
a vizsgalt nukleotidszekvencia expresszios termékének
a kimutatasara. E vizsgalatoknak jelentGs jovéje lehet a
neuroanatdmia teriiletén.

A taldlmany szerinti rekombinéns vektor egy olyan
modszerben is felhasznalhat6, amelyben egy kivalasz-
tott polipeptidet kodolo nukleotidszekvencia transzkrip-
ciés terméke vagy expresszids terméke egy allat koz-
ponti idegrendszerének sejtjeiben — példaul az agy és
gerincveld sejtjeiben, elsésorban a neurdlis, glia- vagy
ependymasejtekben — fejti ki hatasat, vagy ezekben ter-
melddik, és az emlitett dllatban vizsgaljuk az észlelt fi-
ziologiai és viselkedésbeli modosulasokat, amelyeket
az emlitett transzkripcids termék vagy az emlitett exp-
resszids termék indukalt.

Példaul a szeptohippokampalis rostkéteg sériilése
esetén, amely kimeriti a hippocampusban az acetil-
kolint, lehet6ség nyilna a kolin-cetil-transzferazt
(CHAT) kédold gén hippocampusba valo bevitele hata-
sanak a tanulmanyozésara. Ennek a génnek a célzott be-
vezetése a kolinergrostok (amelyeket a sériilés véagott
el) belsejében megindithatja a rendelkezésre all6 acetil-
kolin mennyiségi novekedését, kovetkezésképpen meg-
sziintetheti hianyat. A hidnyt a memorizéalasi viselkedé-
si vizsgalatokkal allapithatjuk meg. Példaul az ,uszoda-
ba” dobott egerek meg tudjék tanulni, hogy 0jbol ho-
gyan taldljék meg azt a platot, amelynek a segitségével
kimenekiilhetnek a vizb6l (Morris-féle uszoda). Azok
az allatok azonban, amelyekben a septo-hippocampus
rostkotegét karosodas érte, ennél a miiveletnél nagy hat-
rinyban vannak. Hogy az acetil-kolin-termelés a gén-
expresszié kovetkeztében megnovekedett-e, abbol itél-
heté meg, hogy az éllatok (jbol kénnyen meg tudjak ta-
lalni a platot.

Egy mésik példa szerint, a taldlmény lehetGvé teszi
a motoros megnyilvanuldsban mutatkozé zavaroknal
— amelyet a striatum denervacidja okoz, kiilonésen a ko-
zépagy dopaminerg belsejének (substantia nigra) sériilés
esetén — a kompenzaci6 fokanak az analizisét. A tirozin-
hidroxilazt (TH) kodolé gén bevezetése a striatumba ki
tudja javitani a hidnyt. A kompenzaci6 a patkinyok rota-
cids tesztben valo viselkedésének a tanulményozasival
allapithaté meg: az egyik oldalon megsebzett allatok
csak repetitiv modon forognak (percenként tébb mint tiz
forgas), ha apomorfininjekciot kapnak. Ebben a viselke-
dési tesztben allapithatd meg a dopamintermelés (amely
a TH gén bevezetéséhez kapcsolodik).
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Egy tovabbi példa mutatja, hogy a talilmany mas
esetekben is elGsegiti az elektrofizikai és viselkedési
vizsgalatokat. Példaul a hati gerincvelszerv, amely a
nociceptiv stimuldciohoz kétott informacidkat kozvetiti
(f4jdalomcsatornak), érzékeny morfinra, amely aktivi-
tas csokkenését okozza. Egy endomorfinkédolé gén be-
vezetése a gerincvelGbe el6idézheti ennek az anyagnak
a szekrécidjat, amely — mint a morfin — hatast gyako-
rol ezekre a sejtekre. Egy ilyen hatas viselkedési tesz-
tekkel (az allatok reakcidkiiszobe nociceptiv stimulacid-
ra) értékelhetd ki, valamint magénak a gerincveld neu-
ronjain végzett elektrofiziologiai vizsgalatokkal. E sej-
tek aktivitasanak a megfigyelése lehetdvé teszi az atvitt
gén expresszidja dltal indukalt valtozas értékelését,

A taladlmany éltal nyujtott lehetSségeket a késdb-
biekben szemléltetjiik, ugyanakkor példak leirsaval,
amelyeket a jelen leirdshoz csatolt 4brak részben alat-
masztanak, nem kolatozzuk a talalmany oltalmi korét.
ElsGsorban az Ad.RSVb-gal hasznilhaté sokat igérd
eszkdz gyanant az agy specialis terilletein a neuron- és
gliamorfolégia analizisénél, ugyanis az injekcié helyén
a sejtek Golgi-szerli festGdését teszi lehetdvé. Az axo-
nok enzimmel valé feldarabol4sa tovabbi modozatokat
nyljt az elkiilonitheté neuronpopulaciok kihatasainak
tanulméanyozasahoz. Vagy megforditva, a virus felvéte-
le a termindlok altal és ezt kovetden visszairanyuld
transzportja a neuron sejttest felé, lehetvé teszi, hogy
az afferens idegpalydk egyes csoportjait egy speciilis
teriilethez rendeljik.

Ennek a technikénak a f8 elénye a neuroanatémia
szamara abban van, hogy az X-gal festés kénnyen kom-
bindlhaté minden mds jelzési technikdval, féként im-
munkémiai technikdkkal. A vektorok hasznalata az nls-
(nuclear localization signal) szekvencia elhagyasaval,
javithatja egy ilyen technika eredményességét.

A adenovirilis vektor alapul szolgil tovabb4 az
RSV LTR promotert helyettesité — tekintetbe véve a
kiilénb6z6 idegsejt-populaciokat — mas promoterek ha-
tasainak tanulméanyozésahoz.

A taldlményt az alabbi, nem korlatozoé jellegd pél-
dakkal kozelebbrdl ismertetjiik.

1. példa

Az Ad.RSVb-gal jelii, replikdcidhibis adenovirust
hasznaltuk, amely egy magra iranyuld p-galaktozidazt
(b-gal) fejez ki a Rous-szarkéma-virus hosszii ismétl6-
d6 végszakasz (RSV LTR) promoter ltal szabalyozot-
tan [L. D. Stratford—Perricaudet, I. Makeh, M. Perri-
caudet, P. Briand; J. Clin. Invest., 90, 626 (1992)]. Az
emlitett vektorban az SV40 nls (nuclear localization
signal) gondoskodott a vektor sejtmagokhoz térténd ira-
nyitasarol. Vizsgaltuk, hogy a vektor képes-e megfer-
t6zni a ganglion cervicale superiusokbél (superior cer-
vical ganglia=SCG) szdrmaz6 szimpatikus neuronok
és a szimpatikus asztrocitak primer tenyészeteit. A b-
gal aktivitasat hisztokémiai modszerrel tettiik lathato-
va, amikor is szubsztratumként 5-bréom-4-klér-3-indo-
lil-B-D-galaktozidazt (X-gal) hasznaltunk [J. R. Sanes,
J. L. Rubinstein, J. F. Nicolas; Embo. J., 5, 3133
(1986)]. Az antimitotikus szer jelenlétében tenyésztett
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SCG alkalmas eszkozill szolgal amra, hogy tiszta és ho-
mogén neuronkészitményt kapjunk [L. D. Strat-
ford—Perricaudet, M. Perricaudet; Human Gene Trans-
fer, (szerkeszté: O. Cohen-Haguenauer, M. Boiron;
J. Libbey; Eurotext Ltd., 1991) 51. oldal].

Tehat az Ad.RSVb-gal adenovirussal valé inkuba-
las utdn a szimpatikus neuronokban és asztrocitikban a
b-gal expresszidja a kovetkezoképpen megy végbe.

Kétnapos Wistar-patkanyokbél eltavolitjuk az
SCG-t, szétvalasztjuk, 16 mm-es kollagénnel bevont le-
mezekre vissziik, és az elébb emlitett ,,Human Gene
Transfer” (1991) cim{ kiadvanyban leirt médon te-
nyésztjiikk. A tenyészethez az elsé hét folyaman citozin-
arabino-furanozidot (10 pM) adunk, hogy megakada-
lyozzuk a ganglion eredeti nem idegsejtek prolifera-
cijat. 6 nap mulva a sejttenyészeteket vagy kontroll-
ként csak a taptalajt, 106 plakk-képz6 egység (pfu)
Ad.RSVb-gal virussal oltjuk be. 24 6ra milva a virust
eltavolitjuk, és a sejteket 2 napon 4t a taptalajban hagy-
Juk. A sejteket mossuk, paraformaldehiddel fixaljuk,
majd a b-gal-aktivitast hisztokémiai festéssel mutatjuk
ki [lasd elébb, J. R. Sanes, J. L. Rubinstein, (1986)).

6 napig tartd tenyésztés utan a kovetkezd megfigye-
léseket tettik: latszolag minden sejt b-gal-pozitiv volt,
nyilvanvalé toxikus hatds vagy morfologiai valtozis
nélkiil. Ha beoltatlan parhuzamos tenyészetben végez-
tiik a festési reakciot, pozitivan jelzett sejteket nem ész-
leltiink.

Asztrocitdkban dusitott patkanyhippocampus pri-
mer szdvettenyészetben is vizsgaltuk az adenovirus fer-
t6z0képességét. Az oltds a sejtek koriilbeliil kétharmad
részében eredményezett kék magfestédést. A b-gal-po-
zitiv sejtek asztrocitdkként valé azonositasat Ggy igazol-
tuk, hogy tovabbi festést végeztiink glialis fibrillaris sa-
vanyu protein (GFAP=glial fibrillary acidic protein) el-
leni antitesttel.

A vizsgélatot pontosabban a kovetkezoképpen vé-
geztiik. Disitott asztrocita primer tenyészeteket készi-
tettiink 0jszilott patkdny hippocampus szovetbdl
McCarthy és DeVellis [K. D. McCarthy, J. De Vellis;
J. Cell Biol,, 85, 890 (1980)] leirasa szerint. A sejteket
35 mm 4tmér6jii mianyag csészékre vittiik, ahol 5 na-
pig tenyésztettikk Dulbecco 4ltal médositott, kiegészi-
tett Eagle taptalajpan (DMEM). Minden csészét 2 pl
adenovirus-oldattal (titer: 108 pfu/ml) oltottunk be,
majd 24 6ra milva a sejteket mostuk, paraformalde-
hidben fixdltuk. A b-gal kifejezd sejteket X-gal hiszto-
kémiai vizsgilat alkalmazasaval analizaltuk. Megfigyel-
tiik, hogy a két jelzés egymas fo1é helyezédott (nem mu-
tattuk be).

2. példa

Az adenovirus alkalmazhatosagét agysejtek in vivo
fert6zésére szamos jellemzd struktiriban vizsgiltuk
meg.

Tizenhét him Wistar-patkanyba (10 hetes korii)
mély anesztézidban 1010 pfu/ml titeri nagymértékben
tisztitott virust tartalmazé 1-5 pl taptalajt oltottunk
sztereotaxis berendezésben vagy a hippocampusba
vagy a substantia nigraba. Az éllatokat a beoltas utin
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1,2,3,5,7, 30 és 60 nap mulva ledltik. A pozitiv sej-
tekben a b-gal-aktivitast hisztokémiai médszerrel mu-
tattuk ki, X-gal-szubsztratum hasznalataval és protein
elleni antitesttel [az antitest egy affinitdssal tisztitott b-
gal elleni nyul IgG frakcid volt (Cappel, 1:800 higi-
tds), amelyet azutin egy sztreptavidin-biotinezett per-
oxidazkomplexhez (Amersham) kétottiink diamino-
benzidinnel, mint kromogénnel, nikkellel aktivalva].
Az utébbi modszer érzékenyebb, és bizonyos esetek-
ben kimutatta a b-gal-t finom citoplazmatikus folyama-
tokban is, ami az atvitt gén intenziv expresszidjanak
tudhat6 be.

Mindegyik oltott allat magas b-gal-aktivitast muta-
tott. Az expressziot koran, az oltas utan mar 24 6ra mil-
va ki tudtuk mutatni, de fennmaradt a 2 hénap mulva
vizsgalt allatokban is. A virus diffiizidja erdsebb volt a
hippocampusban, mint a substantia nigréban, és szétter-
jedt az egész dorzalis hippocampusban. A substantia
nigraban az infekcio teljes képe korlatozottabb volt, és
egy mediolaterdlis irany mentén oszlott el. Ez a kiilonb-
ség valosziniileg visszatitkkrozi a virusnak azt a hajla-
mat, hogy inkdbb az alacsony tapaddképességil olyan
szovetekben szorodjon, mint a fissura hippocampalis és
mint a gyrus dentatus szemcsesejtrétege és az ezt koriil-
vevd szovetek kozotti hatarréteg.

A hippocampusban a fertzott teriilet kiterjedése az
alkalmazott virusoldat térfogataval korrelalt. A hippo-
campusba vald oltds utan a 3. és 7. nap kozétt elolt pat-
kanyokban a fert8zott teriilet altalaban 1-4 mm3-t tett
ki, 3—5 ul beoltott virus (1010 pfu/ml) esetén. Erdekes
modon a vizsgalati idé folyaman a hippokampalis met-
szetek gondos vizsgalata a jelzés mintdzataban valto-
zast mutatott ki. Mig az oltds utdni elsG hét alatt csak
csekély kiilonbségeket észleltiink, 1 honap milva a jel-
zett sejtek eloszldsaban jelentds atalakulds ment végbe.
Ez az 0) mintazat 2 honapig megmaradt. Ebben a
hosszi ideig tarté mintazatban a b-gal-pozitiv sejtek el-
oszldsa kevésbé volt diffiz, és ugy tlint, hogy egy meg-
hatérozott sejtrétegre korlatozodik.

A beoltott 4llatokban nem észleltiink nyilvanvalo to-
xikus hatdst, mindegyik tlélte az oltist szemmel latha-
to viselkedési rendellenességek nélkiil. A virussal fertd-
zOtt agy vizsgalata kimutatta, hogy az oldalkamra (vent-
riculum lateralis) nem nagyobbodott meg, és a struk-
turék sejtszerkezete nem bomlott fel. Az egyetlen észre-
vehetd valtozas egy helyi szovetelhalas és reaktiv glio-
sis volt, amely az oltas helyére korlatozodott. Ez a jelen-
ség tilnyomorészt maganak az injekcionak tudhatd be,
ugyanis hasonlé hatist figyeltink meg a fiziologias
konyhasooldattal oltott allatokndl is. Végiil a hippo-
kampalis metszetek Nissl-festéssel sejtszinten végzett
analizise sem sejtveszteséget, sem citolizisre utalo bizo-
nyitékot nem tart fel sem a piramissejtrétegekben, sem
a gyrus dentatus szemcsesejt rétegében.

3. példa

A megel6z6 eredményekbdl leszlirhet6, hogy az
adenovirus képes megfert6zni az agysejteket. A kdvet-
kezd kisérlet részletesebben szemlélteti a neuronok in
vivo fertézhetGségét.
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Gliasejteket és neuronsejteket fertdztink Ad.RSVb-
gal adenovirussal kozvetlen in vivo injekcidval. A mik-
roglia sejtekben b-gal expressziét immunhisztokémiai
moédszerrel mutattuk ki az oltds helyéhez kozeli teriile-
ten egy olyan patkanynal, amely a le6lés elGtt 5 nappal
kapott intrahippokampalis injekciét. Az immunhiszto-
kémiai reakciét nikkellel aktivalt peroxidizzal végeztiik
és fluoreszceinnel konjugélt méasodik antitesttel.

Roviddel az injekcid utan sok b-gal-pozitiv sejt tipi-
kus mikroglia sejt morfologiat mutatott. Ezek a kis sej-
tek a sejttestr6] koros-koriil kinyilo, erdsen elagazo fi-
nom nyulvanyokat mutatnak. Bar 1 héten 4t a mik-
roglia sejtek képezték a b-gal kifejez8 sejtek nagy ré-
szét, szamuk drasztikusan csokkent az injekciot kovetd
hosszabb id6 folyaman. A korai idGpontokban kettds
festéssel, X-gal szubsztritum hasznélataval és asztro-
glidlis glialis fibrillaris savanyu protein (GRAP=glial
fibrillary acidid protein) elleni antitest segitségével mas
fert6zott sejtekrdl kimutattuk, hogy asztrocitak (az ered-
ményeket nem mutatjuk be).

Mindkét beoltott agyi struktiiranal meggy6z6 bizo-
nyitékot taldltunk arra, hogy néhany fert6zott sejt neu-
ron volt. A substantia nigra esetében a b-gal jelenlétét a
dopaminergsejtekben egy tirozin-hidroxilaz (TH) — a
katekolaminerg neuronok klasszikus markere — ellenes
antitest hasznalataval tudtuk bizonyitani. Nagyobb na-
gyitassal vilagosan latszott, hogy a TH antitestekkel jel-
zett sejtek kék sejtmagot is mutattak. Ezek a sejtek a b-
gal-pozitiv sejtek korilbeliil 50%-at tették ki a fertd-
z06tt dopaminerg sejtallomanyon beliil. A hippocampus-
ban szamos jelzett sejtet kétségteleniil mint neuront
azonositottunk mind morfoldgiai, mind anatémiai jel-
lemz8k alapjan (1. 4bra). Néhany sejtben a festés
ményeként, és ez az enzim nagyon intenziv expresszio-
janak tudhat6 be. Ezt a mintazatot jorészt a 48. 6ratol
szamitott 1 hétig figyeltilk meg. Piramissejteket, szem-
csesejteket és hilus interneuronokat (pyramidal neu-
rons, granule cells and hilar interneurons) lattunk a
CAl piramissejtrétegben, a szemcsesejtrétegben és a
gyrus dentatus hilusaban. Ez utobbi sejtek konnyen azo-
nosithatok a hippocampus jellemzd8 sejtszerkezete
miatt, amely megkiilénboztethetSen elkiilonitett és ré-
teges sejtalcsoportokbdl all. Ritkan, hosszli festett
nyulvanyokat figyeltiink meg a sejttestt6l tébb mint
400 pm tavolsagra, ami ezeknek a sejteknek idegi ter-
mészetét erdsiti meg. Ezenkiviil 14ttuk, hogy t6bb orias
visszeres csomo fut 4t a hiluson, ami azt jelenti, hogy a
puha rostok is jelolédtek.

Mint fent kihangsulyoztuk, az oltds utdn 1 vagy 2
hénappal, mindegyik ledlt patkanynal a pozitiv b-gal
sejtek eloszlasa és szdma jelent8sen kiilonbozott a ko-
rabbi idépontokban megfigyeltektSl. A b-gal-pozitiv
sejtek eloszlasat a gyrus dentatusban az Ad.RSVb-gal
adenovirussal valo oltds utan 1 honappal, X-gal hiszto-
kémiai vizsgalattal értékeltiik. Azt talaltuk, hogy a beol-
tott hippocampusban a kékre fest6dott sejtek a bal olda-
li gyrus dentatusban koncentralodtak, 6sszehasonlitva a
nem oltott ellenkez8 oldallal (2. 4bra; skalabeosztas
1 mm). A fet6zott sejtek elhelyezkedését a gyrus
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dentatusban immunhisztokémiai b-gal kimutatassal iga-
zoltuk (festés peroxidaz plusz nikkel haszndlataval).
Nagy nagyitdsban (40x) a gyrus dentatus szemcsesejt
rétegében nagy szamban siirlin osszezsifolodott b-gal
jelzett sejtmagok voltak lathatok (3. dbra, skalabeosztas
300 pm).

Abbdl a molekularéteghdl, amely az oltds utdn mar
rovidebb idén beliil erdsen fertdzott volt, eltavolitottuk
a festédott sejteket. Krezil-ibolyaval utanfestett metsze-
teknél (az adatokat nem mutatjuk be) azt talaltuk, hogy
a b-gal-pozitiv sejtek a szemcsesejtréteg sejtjeivel estek
egybe, és pozitiv sejteket nem lehetett 1atni a réteg leg-
belsd részében, amely a kosarsejtek nagy részét tartal-
mazza és kevés gliasejtet. A 2 hénap mulva ledlt pat-
kényban a kék szinez8dés kifejezetten a szemcsesejtre-
tegben koncentralodott.

4. példa

A kovetkezkben ismertetett kisérletek eredményei
ugyancsak azt mutatjak, hogy az idegsejt eredménye-
sen fertdzhetd adenovirussal.

Modszerek:

LacZ gént tartalmazd adenovirus-vektorokat szer-
kesztettiink mar eldbb leirt eljarasok szerint [lasd
eldbb, Stratford—Perricaudet et al., (1990)]. Tizen-
harom kifejlett Sprague—Dawley-patkanyt (Charles
River, Franciaorszag) kloral-hidrattal (400 mg/kg; ip.)
érzéstelenitettiink, majd az allatokat sztereotaxis beren-
dezésbe helyeztiik. Virusszuszpenziét (3,3 x1010-101!
pfu/ml) injektaltunk Hamilton-fecskendével (10 pl,
dsszesen 3,3 x 108—19 pfu) 10 percen at a XII. idegmag-
ba (nucleus) (n=6) vagy az el6agy kiilonb6z6 teriiletei-
be (n=7). Négynapos tilélés utén a patkdnyokat ujbol
érzéstelenitettiik, és transzkardialisan 4%-os parafor-
maldehiddel — 0,1 M foszfatpufferben, pH 7,4 — per-
fundaltunk. A kozponti idegrendszert eltivolitottuk,
4 6rén 4t utofixalast végeztiink, majd 30%-os szacha-
rézban fagyasztottuk egy éjszakén at. Kriosztatban
paraszagittalis metszeteket (vastagsag: 48 um) készi-
tettink. Minden negyedik metszetet 4—12 6ran at
28-30 °C-on X-gal szinezékkel inkubdltunk, az el6z6-
ekben leirtak szerint [J. R. Sanes et al., (1986)]. Harom
patkédnyndl az X-gal kezelt metszeteket foszfatpuffer-
ben 6blitettiik, majd a tovabbiakban klasszikus immun-
kémiai technikékkal, Vectastain-készletekkel (Vector
Labs) kezeltiik vagy GFAP elleni nyil polikonélis anti-
test (1/500) vagy az OX-42 egér monoklonalis antitest
hasznalataval, amely specifikusan festi a patkény koz-
ponti idegrendszerben a mikrogliasejteket. A metszete-
ket zselatinezett targylemezre vittiik, és minden méso-
dik metszetet krezil-ibolyaval utdnfestettiink mieldtt vé-
giil toluolbél fedGlemezzel lezartuk.

A 4. 4brén a patkényagy kiilonboz6 sejtpopuldcioi-
ban a fent emlitett adenovirus injekci6 utin a b-galak-
tozid4z hisztokémai festésének mikrofotéi lathatok. Az
a. és b. festddést a tizenkettedik (XII.) idegmagba (nuk-
leuszba) valo injekci6 utan figyeltiik meg. A XII. nuk-
leuszban gyakorlatilag minden neuron megfert6z6dott,
a festddés minden neuronnyulvanyra, beleértve az
axonokat (nyil az a. képen), kiterjedt, és ez ,Golgi-
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szerl” megjelenést adott a sejteknek. Néhany fert6zott
sejtet asztrocitaként azonositottunk (nyilhegyek) a bar-
na reakcidtermék révén, ami a GFAP-vel szembeni
immunreaktivitist mutatja. A d. képen egy intravent-
rikuldris injekciot kovetSen, az ependymasejtek (ep)
festédése lathatd. Az a., b. és d. metszeteket krezil-
ibolyaval utanfestettiik.

Az alabbiakat figyeltiik meg.

Az oltas nem okozott lathatd mellékreakcidkat az al-
lat egészségében és viselkedésében az oltds utan 60 na-
pig tartd megfigyelés alatt (a leghosszabb vizsgalati
id3). Mindegyik esetben a sejtek nagy szama festodott
hisztokémiailag. Az idegsejtek, beleértve a neurono-
kat, megfert6zGdtek (4a. és 4b. dbra), és a gliasejteket
asztrocitakként (4c. abra) vagy mikrogliasejtekként
(nem l4thatok) azonositottuk a kettGs festéssel végzett
kisérletekben, specifikus immunkémiai markerek hasz-
nalataval. Ha az injekciok célja a ventrikularis rendszer
volt, az ependymasejtek sokasaga fejezte ki a gént
(4d. abra).

Jelzett sejteket az agyparenchimaban féként a t
nyomtdl 500—1000 um-en belil talaltunk. Ugy tiinik,
hogy a fertézétt sejteket tartalmazd teriilet pereme te-
kintetbe veszi az anatomiai hatdrokat, példaul a nagy-
rostos idegpalydkat vagy lemezeket (lamellik). Azok
az injekciok példaul, amelyek a XII. nukleuszt (idegma-
got) vették célba (4a. és 4b. dbra) gyakorlatilag a nuk-
leuszon beliili 8sszes neuron teljes és intenziv festédé-
sét okoztak, mig a kériilvevd teriiletek csak elszortan
tartalmaztak fertGzott sejteket. Ehhez hasonl6an a kam-
raba adott injekciok utan, tobb milliméteren keresztil,
fertzott ependymasejteket figyeltiink meg, mig a szom-
szédos idegszovet egyaltalan nem tartalmazott fest-
dott sejteket (4d. abra). Valoszini tehat, hogy az injek-
ci6 helyén a b-galaktozidaz kifejez6 sejtek topografidja
megfelel a virus partikukak szGveten beliili korlatozott
szorodasanak, és az anatomiai hatdrok, igy példaul a
nagyrostos idegpalyak vagy a glia limitans, megakada-
lyozzék a diffuziéjukat.

5. példa

A tiinyom koriili festédott sejteken kiviil — ahol a vi-
rusrészecskék endocitozisa hasonlo volt a perikarilis
szinten megfigyelt endocitozishoz — olyan neuroncso-
portok is megfestédtek, amelyek axonnyulvanyokat bo-
csatottak ki az injekcios teriiletre, mint példaul a subs-
tantia nigra neuronjai a striatumba valé injekcié utan
(5b. dbra).

Az 5. 4bra tulajdonképpen olyan mikrofotokat mu-
tat be, amelyek a striatumba adott adenovirus injekcid
utén b-galaktoziddz hisztokémiai festést mutatnak.
A médszerek a 4. példaban ismertetett vizsgalatokkal
azonosak voltak. (a) Az injekcio helyét kdrnyezd sejtek-
ben 1évé reakcidtermék. Reakcidtermék foként a nuk-
ledris-perinukledris teriileten volt lathato, és intenzitasa
a nagyon gyengétdl (nyilhegyek) az erdsig valtozott, a
substantia nigraban (sn) a neuronokba és a ventralis
tegmentalis teriiletre (vta=ventral tegmental area) ter-
jed ki, amelyek a viralis vektort a striatumtdl visszafelé
szallitottak (20-szoros nagyitas).
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A nigra sejtekben a fest6dés nuklearis-perinukledris
helyzete, valamint a nigro-striatalis axon pély4ban az
erds festddés hianya arra mutat, hogy inkabb a virusré-
szecskéket €s nem az enzimet vették fel az axon termi-
néljai, és szallitottak vissza a striatumbdl a substantia
nigréhoz. Ezzel szemben nem észleltiink biokémiai fes-
tédést azokban a neuronokban, amelyek axonjai keresz-
tezték az injekcio helyét (de nem végzddtek benne), és
ebbdl arra lehetett kivetkeztetni, hogy virusrészecské-
ket nem kebeleztek be endocitdzis révén az atmend
axonok.

6. példa

Az el6zb eredmények megerdsitik, hogy az idegsej-
tek nagyon erdsen fert6z6dnek adenovirussal. Ezt az
alabbiak szerint végzett kisérletek is igazoljak.

Modszerek: 3,3 x 1010 pfu/ml titerl szuszpenzidt in-
Jjektaltunk kozvetleniil vagy az oltas eldtt fiziologias
konyhasooldattal higitva 10 patkany agyaba. A tovabbi
moddszerek megegyeztek a 4. példaban leirtakkal, kivé-
ve, hogy a metszeteket koronélis sikban (coraonal
plane) készitettiik.

A kiilonboz6 higitasi adenovirus-szuszpenzidk tala-
muszba valo oltasa utin 1 héttel készitett mikrofotok a
kovetkezé eredményeket mutatjak (a metszeteket
krezil-ibolyaval utanfestettiik). (a) 3,3 x 1010 pfu/ml vi-
russzuszpenziobol 10 pl (6sszesen 3,3 x 108 pfu) beolta-
sa utan citolitikus hatast figyeltiink meg, tovabba sejt-
veszteséget és gliosisos teriileteket (a nyilak a virus in-
jekceid altal okozott sejtpusztulast mutatjak; 20-szoros
nagyitas; X-gal-lal nem kezelt metszet. (b) Osszesen
3,3x105 pfu injekcidja utani festédés. Tobb ezer sejt
még mindig kifejezi a gént, ezek f8ként nuklearis-peri-
nukledris festést mutatnak, kivéve néhany révid neu-
ritet (nyilhegy). Nem lathat citolitikus hatas. (200-szo-
ros nagyitas). (c) 3,3 x 103 pfu injekcidja utani festddés.
Kevés sejt még mindig kifejezi a gént (nyithegyek) egy
kis teriileten, amely megfelel a tiihegynyomnak. Nincs
nyilvanvalo citolitikus hatds (400-szoros nagyitas).

Magas titerli virusszuszpenziokkal valé oltds utan a
sejtek jelentékeny része fert6z6dott, de sok sejt fertd-
z8dott akkor is, ha sokkal alacsonyabb titereket hasz-
naltunk. Azokban a patkanyokban, amelyeket 10 pl
3,3 x 107 pfu/ml titer(i (maximalisan 3,3 x 105 fert6z4 ré-
szecske) szuszpenzioval oltottunk, tobb ezer idegsejt fe-
jezte ki a LacZ gént még 8 nappal az oltds utin is
(6b. 4bra); alacsony, mintegy 3300 pfu titer(i injekcidk
kozel 100 sejt festddését eredményezték (6¢. abra).
A jelzés intenzitdsa egy masik bizonyitéka az idegsej-
tek kivalo fert6zhetéségének. Amikor magas titerd
virusszuszpenziot hasznaltunk (10° pfu/ml titernél ma-
gasabbat), a fest6dés intenzitasa rendszerint nagyon
ers volt az injekcid helye koriili teriileten, ahol a sej-
tek a virusrészecskék legnagyobb koncentraciojaval
érintkeztek. A b-galaktozidizhoz adott nls-szekvencia
ellenére a jelzés olyan intenziv volt, hogy az nemcsak
az egyes sejtek magjara korlatozodott, hanem bediffun-
délt a citoplazmaba és a nyllvanyokba (példaul a neu-
ronok dendriteibe és axonjaiba), ami a sejtek teljes
,Golgi-szerli” festddését okozta (6a., b. és 5a. bra). Ez-
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zel szemben, az injekcio helyének peremén elhelyezke-
db legtdbb sejtben és a retrograd modon fert8z8dott sej-
tekben csak a nukleuszok voltak jelzettek (5a., b. 4bra).
Hasonl6an, az enzim magban valé elhelyezkedése volt
az 4ltaldnos, ha alacsony titetd virusszuszpenziokat al-
kalmaztunk (6b., c. abra).

Egyetlen idegsejt — kiilondsen egy neuron — massziv
mennyiségl virusrészecskét képes endocitdzis révén be-
kebelezni. Ez a nagyfok fert6zhet3ség a legvaldsziniibb
magyarazat a citopatogenitasra (neuronpusztulds, glio-
zis, vaszkularis gyulladdsos vélasz és szovetveszteség jel-
lemzi), amelyet a magas titet{i szuszpenzidk oltasakor az
injekcio helyén megfigyeltink (6a. abra). Az alacsony
titetd virusszuszpenzidknal a citopatogenitds nyilvan-
valo hidnya (<107 pfu/ml) alatimasztja ezt a feltevést.
Nagyon valoszinii tehat, hogy a citopatogenitas az injek-
cié helyéhez egészen kozel elhelyezkedd sejtek altal
endocitozissal bekebelezett roppant mennyiségii virusré-
szecskével fiigg Gssze.

7. példa

Az adenovirus-fertGzésnek nincs szisztémas cito-
patids hatdsa, ugyanis az oltas utdn 45 nappal még jol
mikods, LacZ gént kifejezd idegsejteket figyeltiink
meg. Kilenc patkanyt oltottunk be, és az injekci6 utan
minden masodik héten lebltiink (n=3) egyet. A 4. példa-
ban leirt sebészi és szdvettani modszereket alkalmaz-
tuk, kivéve, hogy a metszeteket a korondlis sikban ké-
szitettiik. A mikrofotok b-galaktoziddz hisztokémiai
rakcidterméket mutattak egy olyan patkinyban, ame-
lyet 45 napig élve hagytunk a XII. idegmagba (XII.)
adott adenovirus injekcié utan. Néhany sejtben még ki-
fejez6dott a gén, amint ezt a nukleéris-perinukledris
hisztokémiai festédés kimutatta. Ezek kozott voltak
motoneuronok is, ahogy ezt a 7. dbra szélén 1év4 kisebb
kép szemlélteti (krezil-ibolyaval utanfestve). Néhany
axon is tartalmazott enzimet (nyil) (a 7. dbra 40-szeres
nagyitasi, a betétkép 1000-szeres nyagyitasi).

Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a kdzponti
idegrendszer sejtjeibe; koztikk a neuronokba, eredmé-
nyesen lehet nagyszamu replikaciohianyos adenovirust
beoltani, amely ezutan kifejezi az 4tvitt idegen gént.

A taldlmény kihatésa a génterapiara jelent6s. Jolle-
het a taldlmany, mint el6bb emlitettiik, arra torekszik,
hogy arra az esetre, amikor egy betegbe, akinek a sejt-
Jei genetikailag hibas gént hordoznak, és az emlitett ge-
netikai hiba kompenzalasara foként embridb6l szirma-
z6 nukleinsavszekvenciét tartalmazo teljes idegsejteket
tltetnek 4t, egy mas megoldast biztositson, magatél ér-
tetddik, hogy az ilyen atiiltetési technikakra a tovab-
biakban még lehet talalni tokéletesebb megoldast. Pon-
tosabban, az 4tiiltetendd sejteket fel lehet , dusitani” a
kivant nukleinsavszekvenciaval, vagy el lehet latni
ezekkel ugy, hogy a sejteket in vitro transzformaljuk
egy, a kivant nukleinsavszekvenciat tartalmazé adeno-
virus-vektorral, még mielGtt ezeket a sejteket a sejttera-
pidban mér hasznalt technikdknak megfelelden atiiltet-
nénk. Ez a tokéletesités kilonosen jelent6s lehet olyan
neuronok primer tenyészeteinek esetében, amelyek
nem mentek 4t valtozason.
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8. példa

Ez a példa a humén tirozin-hidroxildz (hTH) cDNS-t
kifejez6 rekombindns hibas adenoviralis vektor —
AdLTR.WTH - szerkesztését ismerteti.

Az AALTR.hTH adenovirus szerkesztésénél tigy jar-
tunk el, hogy 293 sejteket pLTR—IX-hTH plazmiddal
eés Ad-d11324 adenovirus deléciés mutanssal [Thim-
mappaya et al., Cell, 31, 543 (1982)] kotranszfektal-
tunk.

1. A pLTR-IX-hTH plazmid szerkesztése.

A pLTR-IX-hTH plazmidot ugy szerkesztettiik,
hogy a hTH-1 c¢DNS-t tartalmazé pSP6 HTH-1
[Horellou et al.; J. Neurochem., 51, 652 (1988)] 1769 bp
méretd Sall-BstXI fragmentumét beépitettiik a
pLTR-IX plazmid egyetlen Sall helye és EcoRV helye
kozé az RSVLTR promoterhez képest 3* irdnyban. A be-
¢pités érdekében a BstXI restrikciés helyet T4 DNS-
polimeraz segitségével tompa végiivé alakitottuk.

A pLTR-IX plazmidot a pLTRp-gal plazmidbol
[Stratford—Perricaudet et al.; J. Clin. Invest., 90, 626
(1992)] ugy kaptuk, hogy a B-gal gént tartalmazéd
Clal-Xhol helyet toroltiikk, Klenow-enzimmel emész-
tettiink, és T4 DNS-ligazzal ligaltunk.

2. Az AALTR.hTH hibas rekombinans adenovirus
szerkesztése.

A pLTR-IX-hTH plazmidot és az Ad-d11324 ade-
novirus deléciés mutanst Clal-gyel linearizaltuk, és
ezekkel kotranszfektaltuk a 293 sejtvonalat kalcium-
foszfat jelenlétében, ami a homolog rekombinaciot segi-
ti el6. Rekombinéci6 utén az adenovirusokat szelektal-
tuk, a 293 sejtvonalban elszaporitottuk, és cézium-klori-
dos centrifugdlassal izoléltuk [Graham et al.; Virology,
52,456 (1973)].

9. példa

Ebben a példaban a hTH in vitro és in vivo termelé-
sét ismertetjiilk AdLTR.hTH adenovirus hasznélatival.

9.1. A hTH in vitro termelése.

A 8. példa szerinti AALTR.hTH adenovirus rekom-
bindns vektort hasznaltuk a 293 sejtvonal fertdzéséhez.
A fertdzés utan 2448 6raval a tenyészetet lecentrifu-
galtuk (1000 fordulat/perc; 5 perc), és az igy kapott sejt-
iiledéket hasznaltuk a TH enzimaktivitas in vitro meg-
hatérozasahoz (a) és Western-analiziséhez (b).

(a) TH enzimaktivitds meghatarozasa.

A TH enzimaktivitast a Reinhard és munkatarsai
[Life Sci., 39, 2185 (1986)] altal modositott modszerrel
hatdroztuk meg. A lefagyasztott sejtiiledéket 30 masod-
percig ultrahanggal kezeljiikk jéghideg 0,2%/100 mM
NaHEPES-pufferben (pH 6,99), majd centrifugaljuk
(10 000 g; 10 perc). A feliliszo egy részét (10 ul) hasz-
naljuk TH-aktivitds-vizsgalathoz, amikor is 100 pl reak-
cidelegyben {100 mM NaHEPES, pH 6,99, 50 ug ka-
taldz (Sigma), 25 pM L-tirozin (szabad bazis; Sigma),
0,2 uCi L-[3,5-3H]tirozin (Amersham), 1 mM vas(I)-
szulfat, 0,5 mM DL-6-metil-5,6,7,8-tetrahidropterin,
5 mM ditiotreitol] valé inkubalas (10 perc; 37 °C) alatt
az L-[3,5-3H]tirozinbol felszabadulé 3H,0 mennyisé-
gét mérjiik. A reakciot 1 ml 7,5%-os (tdmeg/térfogat)
aktiv szén (Sigma) — 1 M sosavban — hozzdadéséval 4l-
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litjuk le. A keveréket ezutan Vortex-keverGvel homoge-
nizaljuk (3 masodperc), majd centrifugaljuk (10 000 g;
10 perc). A feliiliszobol 100 pl alikvot mennyiségeket
mériink 10 ml szcintillacios koktélt (aqueous counting
scintillant; Amersham) tartalmaz6 szcintilliciés fiolak-
ba, a képzddott 3H,0O mennyiségének mérése céljabol.
L-tirozin torzsoldat készitéséhez az L-[3,5-3H]tirozint
el8sz6r vdkuumban (speed-vacuum) széritjuk a
3H,0 szennyezés eltavolitisara, mielGtt hozzdadunk
500 pl 500 mM hideg L-tirozint. Az eredményeket az
1 mg proteinb6l 1 6ra alatt a [3H]tirozin hidroxilezése
révén képz6dott 3H,0 mennyiségével adjuk meg, pM-
ban kifejezve. A protein mennyiségi meghatarozasat
Bradford és munkatarsai modszere szerint végezziik.

Ez a vizsgélat azt mutatja, hogy az Ad.LTR.hTH-
val fertézétt 293 sejtek olyan TH-aktivitast fejtenek ki,
amely 5 uM DOPA/6ra/mg protein képzésére képes,
mig a nem fert6zott 293 sejteknek nincs TH-aktivitasa.

(b) Western-analizis.

A Western-alanizist ugy végezziik, hogy a proteinki-
vonatokat SDS—PAGE (10% akrilamid) gélre vissziik,
és az elvandorolt proteint nitrocelluloz membranra
vissziik at. A nitro-cellul6z membranokat 48 6ran 4t
4 °C-on 1:1000 higitasi anti-TH szérummal (Institut
Jacques Boy) inkubaljuk. A higitast 2% NS/0,05 Triton
X-100-tartalmii PBS-sel végezziik (NS=normal szé-
rum). Haromszori 6blités utdn a membranokat 2,5 6rén
at PBS/0,0% Triton X—100/2 NS oldattal 1:50-re higi-
tott sertés antinyul-IgG-vel (Dakopatts, D4nia) inku-
béljuk. Tovabbi haromszori 6blités utdn a membréano-
kat 0,05 Triton X—100-tartalmt PBS-sel szdzszorosara
higitott nyulperoxiddz-antiperoxidazzal (Dakopatts)
inkubéljuk, majd 3,4-diamino-benzidinnel (Sigma) és
hidrogén-peroxiddal festjiik. Ezut4n mikroszkdpos ana-
lizishez készitjiik el8.

Az Ad.LTR.hTH-val fert§zott 293 sejtekben az
anti-TH antitestek egy, a TH molekulatémegének meg-
feleld 62 kD savot mutattak ki, ugyanakkor a nem fertg-
z0ott 293 sejtekben sav nem mutatkozott.

9.2. hTH-termelés in vivo.

Fiatal, kifejlett n6stény Sprague—Dawley-patkanyo-
kat (ALAB, Stockholm, Svédorszig) hasznéltunk min-
den kisérletben. Equithesin anesztézia alatt (3 ml/kg
ip.) sztereotaxis berendezésben (agycélzé késziilék)
12 patkanyba a jobb leszall6 mezostriatélis DA palyaba
6-OHDA-t injektaltunk.

A forgési viselkedést elGszor a 6-OHDA okozta 1é-
zi0t kdvetSen 10 nap mulva monitoroztuk, apomorfin
vagy d-amfetamin alkalmazisa utdn. A motor aszim-
metridt d-amfetamin (5 mg/kg ip.) injekcié vagy apo-
morfin-hidroklorid (0,05 mg/kg, s. c. a nyakba) injek-
ci6 utdn automata forgérudas késziilékben (Ugerstedt
and Arbuthnott, 1970) 40 percig monitoroztuk. A 6-
OHDA 1€ézi6 utén 11 nap milva Ad.LTR.hTH (6 pat-
kany) vagy Ad.RSVB-gal (6 patkdny kontrollként)
rekombinans adenovirus-vektort injektaltunk a stria-
tumba, 3 kiilonboz6 helyre (injekcidnként 3 pl-ben
107 pfu). A forgasi viselkedés (lasd elGbb) vizsgalatat
¢s a szOvettani vizsgélatot a 20. és 27. napon végeztiik.
Az eredmények a kovetkezok.
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— Az Ad.LTR.hTH nem volt toxikus a patkdnyokra
(a dopaminreceptor mikodSképes maradt);

— Az Ad.LTR.hTH-val oltott patkdnyok TH-pro-
teint termeltek, amit immunologiai reaktivitdsuk bizo-
nyitott: az agyakat 100 mM kélium-foszfat-tartalmi
20%-os szachardzoldatba meritettiik 1-2 napig, ezutin
40 pm vastag metszeteket készitettiink fagyasztd
mikrotommal. Minden harmadik metszetet krezil-ibo-
lyaval festettiink meg, és a szomszédos metszetet a TH
immunkémiai vizsgalathoz készitettiik el6 egy €l6zd
leiras (Doucet et al, 1990) szerint. Roviden kifejtve,
foszfattal pufferolt konyhaséoldattal (PBS végzett
3—4-szeri blités utan az sztatott metszeteket 1 6ran at
10% normal sertésszérumot (NSS=normal seine se-
rum) és 0,5% Triton X—100-at tartalmaz6 PBS-ben el6-
inkubaltunk, majd ezutdn 1000-szeresre higitott anti-
TH szérummal (Institut Jaques Boy) inkubéltuk. (A hi-
gitast 5% NSS és 0,5% Triton X—100-tartalmi PBS-sel
végeztiik). Haromszori 6blités utdn a metszeteket
2,5 drén 4t 50-szeresére higitott sertés-antinyul-1gG-vel
(Dakopatts, Dénia) inkubaltuk. (A higitast 0,5% Triton
X—100 és 5% NSS-tartalmi PBS-sel végeztiik). Ujbéli
haromszori oblités utin a metszeteket Triton X—100-at
tartalmazé PBS-sel 1:100 higitast nyalperoxidaz-anti-
peroxidazzal (Dakopatts) inkubéltuk, majd 3,4-diami-
no-benzidinnel (Sigma) és hidrogén-peroxiddal kezel-
tilk, végiil tirgylemezre montiroztuk.

— Az Ad.LTR hTH-val oltott patkdnyok forgasi vi-
selkedése volt jobb, ami az Ad.LTR.hTH injekcio joté-
kony hatasat igazolta.

10. példa

Ebben a példaban az AALTR.CNTF rekombinins
hibas adenovirdlis vektor szerkesztését ismertetjiik,
amely az egérfélék cilidris neurotrof faktorat (murine
ciliary neurotrophic factor=CNTF) fejezi ki.

Az Ad.LTR.CNTF adenovirust ugy szerkesztettiik,
hogy 293 sejteket a pLTR-IX—CNTF plazmiddal és az
Ad-d11324 adenovirus delécios mutanssal [Thimmap-
paya et al.; Cell, 31, 543 (1982)] kotranszfektaltuk.

1. A pLTR-IX-CNTF plazmid szerkesztése.

A pLTR-IX-CNTF plazmid szerkesztésénél ugy
jartunk el, hogy az egér CNTF cDNS-t (exon 1 és 2,
intron 1) és az NGF vezérszekvenciét tartalmazo
pRC.CMV.CNTF plazmid [Sendtner et al., Nature,
358, 502 (1992)] 1800 bp méretii HindIII-Xbal frag-
mentumat beépitettiik a pLTR-IX plazmid egyetlen
EcoRV helyére, az RSVLTR promoterhez képest 3’
iranyban. A beépitéshez az 1800 bp hosszi
HindIT1-Xbal fragmentumot tompa végiivé alakitottuk
Klenow-DNS-polimeraz segitségével.

Az LTR-IX plazmidot a pLTRB-gal plazmidbol
[Stratford—Perricaudet et al.; J. Clin. Invest., 90, 626
(1992)] kaptuk, a B-gal gént hordozé Clal—Xhol frag-
mentum torlése, tovabba Klenow-enzimmel vald
emésztés és T4 DNS-ligazzal végzett ligalds révén.

2. Az AdLTR.CNTF hibas rekombindns adenovi-
rus szerkesztése.

293 sejtvonalat kotranszfektaltunk Eagl-gyel lineari-
zalt pLTR-IX—CNTF DNS-sel és Clal-gyel linearizalt
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Ad—d11324 adenovirus deléciés mutanssal kalcium-
foszfat jelenlétében, ami a homolég rekombinciét segi-
ti el6. Rekombinécié utin az adenovirusokat szelektal-
tuk, a 293 sejtvonalban elszaporitottuk, és cézium-klori-
dos centrifugilassal izolaltuk [Graham et al.; Virology,
52,456 (1973)].

11. példa

A példa a hex6zaminidaz A a-lancat kodolé cDNS-t
tartalmazé6 Ad.LTR.HEXA rekombinins hibas adeno-
viralis vektor szerkesztésének leirasat tartalmazza.
A HEXA génben 1évd genetikai hibak feleldsek a
Tay—Sachs lizoszomalis szindroméért.

Az Ad.LTR.HEXA adenovirus szerkesztésekor ugy
jartunk el, hogy 293 sejteket pLTR—IX-HEXA plaz-
middal és ad—d11324 adenovirus deléciés mutanssal
[Thimmappaya et al.; Cell, 31, 543 (1982)] kotransz-
fektaltunk.

1. A pLTR-IX-HEXA plazmid szerkesztése.

A pLTR—IX-HEXA plazmidot ugy szerkesztettiik,
hogy az lgt maj cDNS-tar sziirése révén kapott hexoz-
aminidaz A a-lancat kodolé cDNS-t [lasd még: Proia
etal.; J. Biol. Chem., 262, 5677 (1987)] tartalmazoé egy
2000 bp hosszii EcoRI fragmentumot beépitettink a
pLTR-IX plazmid egyetlen EcoRV helyére, az
RSVLTR promoterhez viszonyitva 3’-irdnyban. Ehhez
a beépitéshez a 2000 bp méretl fragmentumot tompa
végiivé alakitottuk T4 DNS-polimeré4z segitségével.

A pLTR-IX plazmidot a pLTRB-gal plazmidbol
[Stratford—Perricaudet et al.; J. Clin. Invest., 90, 626
(1992)] kaptuk egy, a B-gal gént hordozé Clal-Xhol
fragmentum tdrlése révén, valamint Klenow-enzimes
emésztés és T4 DNS-ligazzal val6 ligalas segitségével.

2. Az Ad.LTR.HEXA hibas rekombinéns adenovi-
rus szerkesztése.

A sejtvonalat Asel-gyel linearizalt
pLTR-IX-HEXA DNS-sel és Clal-gyel linearizalt
Ad-d11324 adenovirus deléciés mutanssal kotransz-
fektaltuk kalcium-foszfat jelenlétében, amely el6segiti
a homolég rekombindciot. Rekombinicié utin az ade-
novirust szelektaltuk, 293 sejtvonalban elszaporitottuk,
és cézium-kloridos centrifugalassal izolaltuk [Graham
et al.; Virology, 52, 456 (1973)].

12. példa

Ez a példa az egérfélék idegndvekedési faktor
(mNGF =murine Nerve Growth Factor) cDNS-ét
(Prepro NGF) kifejez6 AJLTR.NGF rekombinéns hi-
bés adenoviralis vektor szerkesztését tartalmazza.

Az AJ.LTR.NGF adenovirust Ugy szerkesztettiik,
hogy a 293 sejteket a pLTR—IX-NGF plazmiddal és
az Ad—d11324 adenovirus deléciés mutanssal [Thim-
mappaya et al.; Cell, 37, 543 (1982)] kotranszfektaltuk.

1. A pLTR-IX—NGF plazmid szerkesztése.

A pLTR-IX-NGF plazmid szerkesztését Ggy ve-
geztilk, hogy egy Prepro NGF cDNS-t tartalmazo 1 kb
méretdt EcoRI-Pstl fragmentumot beépitettiink a
Bluescript plazmid (Stratagene) megfeleld helyére. E
¢DNS-t ezutan mint Clal-BamHI fragmentumot izolal-
tuk, a fragmentumot Klenow-enzimmel tompa végiivé
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konvertaltuk, és beépitettiik a pLTR—IX plazmid egyet-
len Clal és EcoRV helye kozé, az RSVLTR promo-
terhez viszonyitva 3’-irdnyban.

A pLTR-IX plazmidot a pLTR B-gal plazmidbol
[Stratford—Perricaudet et al.; J. Clin. Invest., 90, 626
(1992)] kaptuk a (-gal gént hordozd Clal-Xhol frag-
mentum torlése révén, tovabba Klenow-enzimmel valo
emésztés és T4 DNS-ligazzal végzett ligalas révén.

2. Az Ad.LTR.NGF hibas rekombinans adenovirus
szerkesztése.

A pLTR-IX-NGF plazmidot és az Ad—d11324 de-
léciés mutdns adenovirust Clal-gyel linearizaltuk, és
ezekkel kotranszfektaltuk a 293 sejtvonalat kalcium-
foszfat jelenlétében, ami elésegiti a homoldg rekombi-
naciot. Rekombindci6 utin az adenovirust szelektaltuk,
293 sejtvonalban elszaporitottuk, és cézium-kloridos
centrifugaldssal izolaltuk [Graham et al.; Virology, 52,
456 (1973)].

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Rekombindns adenoviralis DNS-vektor gének-
nek a kozponti idegrendszer sejtjeibe, kiilonosen az
agy sejtjeibe torténd bejuttatasara és az emlitett sejtek-
ben valo expresszalasara, azzal jellemezve, hogy tartal-
maz
(i) legalabb egy részt egy adenovirus genomjabol, bele-

értve azokat a régidkat, amelyek ezen adenovirussal

normal kérilmények kozott megfert6zhetd sejtekbe
torténd behatolashoz sziikségesek, és

(ii) egy kivalasztott nukleotidszekvenciat, mely az ade-
novirus genomjanak emlitett részébe van beépitve
egy, az emlitett sejtekben mikoddéképes promoter
szabalyozasa ala, amely vagy jelen van az emlitett
genomrészben, vagy abba be van épitve,

ahol a nukleotidszekvencia transzkripcids vagy exp-

resszios terméke a kozponti idegrendszer sejtjeire fejti

ki hatasat vagy ezekben a sejtekben termelddik.

2. Az 1. igénypont szerinti rekombinéns vektor, az-
zal jellemezve, hogy olyan hibas adenovirus, amely az
adenoviralis genombol minden olyan szekvenciat tartal-
maz, amely az ilyen adenovirussal megfert6zott sejtek-
ben az adenovirus kapszidképzéséhez sziikséges.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti rekombinans
vektor, azzal jellemezve, hogy hianyzik az Ela és E1b
régid, és adott esetben az adenovirus genom E3 régioja.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti rekom-
binans vektor, azzal jellemezve, hogy a promoter az
adenovirélis genomra nézve exogén.

5. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti rekom-
binans vektor, azzal jellemezve, hogy a promoter képes
a nukleotidszekvencia expresszigjat a neurdlis sejtek
még specifikusabb osztalyaiba iranyitani.

6. Az S. igénypont szerinti rekombinéns vektor, az-
zal jellemezve, hogy a promoter neuron-, glia- vagy
ependymasejt promoter.

7. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti rekombindns vek-
tor, azzal jellemezve, hogy a promoter képes a nukleo-
tidszekvencia expressziojat az agyba és a gerincvel§-
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sejtekbe, kiilondsen a neuron-, glia- vagy ependyma-
sejtekbe iranyitani.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti rekom-
binans vektor, azzal jellemezve, hogy a nukleotidszek-
vencia egy neurotranszmittert vagy egy neurotransz-
mitter-szintetizalé enzimet, vagy az emlitett neuro-
transzmitter vagy neurotranszmitter-enzim egy részét
kédolja, amely olyan aktivitast fejt ki, mint az emlitett
neurotranszmitter vagy neurotranszmitter-szintetizalo
enzim.

9. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti rekom-
binans vektor, azzal jellemezve, hogy a nukleotidszek-
vencia egy transzmitter-prekurzort vagy ennek egy ré-
szét kodolja, melynek biologiai aktivitdsa megegyezik
az emlitett prekurzoréval.

10. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti re-
kombinans vektor, azzal jellemezve, hogy a nukleotid-
szekvencia egy trofikus faktort vagy ennek egy részét
kodolja, melynek biologiai aktivitisa megegyezik az
emlitett trofikus faktoréval.

11. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti re-
kombinéns vektor, azzal jellemezve, hogy a nukleotid-
szekvencia egy novekedési faktort vagy ennek egy ré-
szét kodolja, amelynek tulajdonsagai megegyeznek az
emlitett ndvekedési faktor tulajdonsagatval.

12. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti re-
kombinans vektor, azzal jellemezve, hogy a nukleotid-
szekvencia egy antiszensz szekvencia.

13. A 12. igénypont szerinti rekombinans vektor, az-
zal jellemezve, hogy a nukleotidszekvencia egy olyan
antiszensz szekvencia, amelynek transzkripcios termé-
ke azoknak a toxikus proteineknek, beleértve a prio-
nokat, kinizokat, TAU proteineket és f-amyloidot,
vagy enzimeknek a blokkoldsara képes, amelyek az em-
litett toxikus proteinek vagy glutamatok bioszintézisé-
ben részt vesznek.

14. A 12. igénypont szerinti rekombinéns vektor, az-
zal jellemezve, hogy a nukleotidszekvencia képes olyan
antiszensz RNS-sé vagy antiszensz oligonukleotidda at-
irddni, amelyek egy kivalasztott messzendzser RNS-sel
kolcsonhatast tudnak 1étesiteni.

15. Gyoégyszerkészitmény, azzal jellemezve, hogy
egy, az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti rekom-
bindns vektort tartalmaz a gyogyszergyartasban elfoga-
dott segédanyagokkal egyiitt.

16. A 15. igénypont szerinti gyogyszerkészitmény,
azzal jellemezve, hogy a kézponti idegrendszer rendelle-
nességeinek kezelésére alkalmas formaban van.

17. Eljaras egy, az 1-14. igénypontok barmelyike
szerinti rekombindns vektor elallitasara, azzal jellemez-
ve, hogy egy kivélasztott nukleotidszekvenciat beépi-
tiink egy adenovirus genomjanak legalabb egy részébe
— amely tartalmazza azokat a régiokat, amelyek ezen
adenovirussal normalkoriilmények kozott megfertGzhe-
t6 sejtekbe torténd behatolashoz sziikségesek ~ egy pro-
moter szabédlyozasa al4, amely vagy jelen van az emli-
tett genomrészben vagy abba be van épitve, ahol a nuk-
leotidszekvencia transzkripcids vagy expresszids termé-
ke a kozponti idegrendszer sejtjeire fejti ki hatasat, vagy
ezekben a sejtekben termelGdik.
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18. Eljaras gyogyszerkészitmény el6allitasara, az-
zal jellemezve, hogy egy, a 17. igénypont szerinti elja-
rassal elallitott rekombindns vektort egy gyogyszer-
gyartasban elfogadhaté segédanyaggal Osszekeverve
gyogyszerkészitménnyé alakitunk.

19. Eljaras rekombinans polipeptid el6allitasara, az-
zal jellemezve, hogy olyan idegsejteket tenyésztiink,
amelyek egy, az 1 —14. igénypontok barmelyike szerin-
ti vektort tartalmaznak, és e vektorban a kivalasztott
nukleotidszekvencia az eldallitandé polipeptidet ko-
dolja.

20. Modszer egy promoter hatékonysiganak vagy
miikodGképességének kimutatasara valamely idegsejt-
populici6 egy részében vagy minden sejtjében, azzal
Jjellemezve, hogy

— megfertézzik az emlitett idegsejt-populdciot
egy rekombinéns adenoviralis vektorral, amely vektor
a megfeleld adenovirus azon szakaszait tartalmazza,
amelyek az adenovirus éaltal normélkériilmények ko-
zott megfertdzhetd sejtekbe vald behatolashoz sziiksé-
ges genetikai informacioval rendelkeznek; a vektor tar-
talmaz tovabbéa egy markert kodolé nukleotidszekven-
ciat beépitve az adenovirus emlitett szakaszaba; es a
vizsgalt promotert is genetikai szerkesztéssel épitjik
be a rekombinans vektorba oly médon, hogy az emli-
tett nukleotidszekvencia a promoter szabalyozasa ala
keriiljon; €s

— kimutatjuk a megfert6zott idegsejt-populaciobol
azokat a sejteket, amelyekben a marker expresszidja
megtorténik.

21. Patologias allatmodell, azzal jellemezve, hogy
egy nem emberszabasu allatot foglal magéban, amely-
nek idegsejtjei vagy ezek koziil legalibb néhany sejt
egy, 1-14. igénypont szerinti rekombindns vektort tar-
talmaz, melyet az 4llatba vagy egy 8sébe bevezettiink.

10

15

20

25

30

35

13

22. A 21. igénypont szerinti patolégids allatmodell,
azzal jellemezve, hogy neurodegenerativ betegségek
modellje.

23. Kozponti idegrendszer egy sejtpopuldcioja, f6-
ként agy- vagy gerincvelSsejtek, elsdsorban ideg-, glia-
vagy ependymasejtek, azzal jellemezve, hogy egy, az
1-14. igénypont szerinti rekombinans vektorral transz-
formalt.

24. A 23. igénypont szerinti sejtpopulacio, azzal jel-
lemezve, hogy alkalmas formaban van ahhoz, hogy egy
gazdaszervezetbe — fGként abba, amelybdl szarma-
zik — atiiltessiik.

25. Eljaras terdpias érték(i protein vagy polipeptid
eldallitasara, azzal jellemezve, hogy a 23. igénypontban
meghatarozott sejtpopulaciot — ahol a rekombindns vek-
torban a kivélasztott nukleotidszekvencia az eldallitan-
dé proteint vagy polipeptidet kodolja — tenyésztjik.

26. A 25. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a kivalasztott nukleotidszekvencia a 8-11.
igénypontok barmelyikében meghatarozott.

27. Az 1. igénypont szerinti rekombindns adeno-
viralis vektor, azzal jellemezve, hogy a vektor egy repli-
kaciohianyos rekombinans adenovirus.

28. A 27. igénypont szerinti vektor, azzal jellemez-
ve, hogy a kivalasztott nukleotidszekvencia a human
tirozin-hidroxilaz gént kédolja.

29. A 27. igénypont szerinti vektor, azzal jellemez-
ve, hogy a kivalasztott nukleotidszekvencia a CNTF
gént kodolja.

30. A 27. igénypont szerinti vektor, azzal jellemez-
ve, hogy a kivalasztott nukleotidszekvencia a HEXA
gént kodolja.

31. A 27. igénypont szerinti vektor, azzal jellemez-
ve, hogy a kivalasztott nukleotidszekvencia az NFG
gént kodolja.
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