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Kationos DOSPER-viroszdmak
KIVONAT

A talalmany targyat képezi kationos viroszéma képezi,
amely tartalmaz legalabb egy fuziogén peptidet, amely egy
nem Sendai-virusbdél szarmazé hemagglutinin, és amelyben a
viroszdémamembrdn az Osszes lipid tomegéhez képest legalabb
5-30%-0s aranyban 1,3-dioleoiloxi-2-(6-karboxi-spermil)-
propilamidot (DOSPER) tartalmaz més, foszfatidilkolint (PC)
vagy annak egy szarmazékat, és adott esetben foszfatidil-
etanolamint (PE) és/vagy mas kationos lipideket tartalmazd
lipidekkel kombinadlva. A viroszbomdk hatékonyan visznek be
célsejtekbe negativ toltésd anyagokat, kulénésenrnuklein—
sav-vegyileteket. A talalmany targyat képezi tovabba elja-
rds a viroszdémak el&allitaséra, valamint a viroszdémdk diag-
nosztikai, kozmetikai, orvosi vagy tudomanyos célu alkalma-
zasai.
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Kationos DOSPER-viroszoémak

A taldlmany a biokémia, gén-biotechnolégia és génte-
rapia téargykérébe tartozik. A talalmany targyat képezik aj.
viroszémak, azaz a membranban viralis glikoproteineket tar-
talmazé, pozitiv toltésid liposzémarészecskék, amelyek a ki-
vant anyag célhelyekre térténd nagyhatékonysagu bevitelére
alkalmasak, tovadbba hasznos alkalmazasaik. A taldlmany sze-
rinti kationos viroszémak kiiléndsen alkalmasak negativ tol-
tésli anyagok, eldnydsen gének célsejtekbe torténd specifi-

kus és nem specifikus, nem fertézs bevitelére, in vitro és

‘in vivo.

A teljes egészében a kitanitas részét képezé WO
92/13525 szamu irat szefint influenzavirusbél szarmazé tiis-
kefehérjékkel ,spike” protein és sejtspecifikus markerekkel
iranyitott, kétrétegli foszfolipidmembranokbél készitett
viroszémak nagyon hatékonyan fuzionalnak modellmembranokkal
és allati sejtekkel, a receptorkozvetitett endocitézis ré-
vén tbrténé, virusszer( penetraciés mechanizmus miatt. BAr
e viroszémak sikeresen alkalmazhatdék kémiai anyagok és ki-

vant hatdéanyagok célba juttatasara, a stabil beépiilés és a
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téltéssel rendelkezd, példaul negativ toltésd molekulak be-
vitele szempontjabdél vannak bizonyos hatranyaik is.

A teljes egészében a kitanitds részét képezd WO
97/41834 szdmu irat kationos viroszomakat ismertet, amelyek
genetikai anyagok célsejtekbe t&érténd hatékony és sejts-
pecifikus bevitelére alkalmazhatdék, in vitro és in vivo. A
fenti irat ismerteti tovabba a viroszémak elSallitasanak
egy médjat, valamint az alkalmazasukra szolgald eljaraso-

kat.

Az alabbiakban roviden Osszefoglaljuk a talalmanyt.

A talalmany a WO 97/41834 sza&mi iratban ismertetett
talalmany tovabbfejlesztése. A talalmany targyat képezik uj
kationos viroszoémdk, amelyek specifikus membrandsszetéte—
liknek koszénhetden nagyon hatékonyan megtdlthetd8k barmi-
lyen negativ toltési anyaggal, elénydsen hosszi- és révid-
lanct DNS-t vagy RNS-t, oligodezoxinukleotidokat, ribo-
nukleotidokat, peptid-nukleinsavakat (PNS) , ribozimeket
(enzimaktivitéassal rendelkezé RNS), géneket, plazmidokat és
vektorokat tartalmazdé genetikai anyaggal. Meglepetésiinkre
azt tapasztaltuk, hogyha m&s lipidekkel egyutt kationos
lipidként DOSPER-t alkalmazunk, akkor olyan nagyhatékonysa-
gu viroszémakat &llithatunk eld, amelyek akar tizszeresen
is meghaladhatjdk a WO 97/41834 sz&mu iratban ismertetett
DOTAP-viroszémadk amugy is nagy transzfekcids hatékonysagat.
Ezt a meglepS hatast azonban csak akkor tudjuk elérni, ha
kationos lipidként DOSPER-t alkalmazunk, valamint ha a

DOSPER-t olyan aranyban adjuk egyéb lipidekhez, amely eltér



a kationos lipid (DOTAP) és méas lipidek ismert aranyatodl,
amelyet a WO 97/41834 szé&mu irat kifejezetten ismertet és

amire a szabadalmi igénypontokban oltalmat igényel.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik a leirashoz tarto-
z6 abrakat.

1. é&bra: A transzfekcidé idétartamanak hatasa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 x 10° human transzformalt
293T primer embriondlis vese sejtvonalbdél szarmazd sejtet
0,5 ml téapkozegben *H-jelolt pGreen-Lantern plazmidot tar-
talmazd DOSPER-viroszémakkal és DOSPER-1iposzémakkal
transzfektaltunk.

2. abra: A transzfekcidé idétartamanak hatasa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 X 10° COS-1 majom
fibroblaszt sejtvonalbdél szarmazdé sejtet 0,5 ml tapkdzegben
*H-jeldlt pGreen-Lantern plazmidot tartalmazé DOSPER-
viroszémakkal és DOSPER-liposzdémédkkal transzfektaltunk.

3. abra: A transzfekcidé id&Startamdnak hatédsa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 X 10° HeLa human epiteloid
méhnyakrak sejtvonalbdél szarmazd sejtet 0,5 ml tapkdézegben
"H-jelslt pGreen-Lantern plazmidot tartalmazé DOSPER-
viroszémdkkal és DOSPER-liposzdémakkal transzfektaltunk.

4, 4bra: A transzfekcidé idStartamanak hatasa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 x 10° NIH3T3 egér
fibroblaszt sejtvonalbdl szadrmazd sejtet 0,5 ml tapkdzegben
H-jelolt pGreen-Lantern plazmidot tartalmazé DOSPER-

viroszémadkkal és DOSPER-liposzdémédkkal transzfektaltunk.



5. abra: A transzfekcidé id&étartaménak hatasa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 x 10° K562 human krénikus
mielogén leukémia sejtvonalbdol szérmazé sejtet 0,5 ml tap-
kozegben 3H-jelslt pGreen-Lantern plazmidot tartalmazd
DOSPER-viroszémakkal és DOSPER-liposzdmékkal transz-
fektaltunk.

6. abra: A transzfekcidé id6tartamanak hatasa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 X 10° P3 egér mieléma
sejtvonalb6él szarmazé sejtet 0,5 ml tapksdzegben *H-jelolt
pGreen-Lantern plazmidot tartalmazd DOSPER-viroszdémakkal és
DOSPER-liposzémakkal transzfektaltunk.

7. abra: A transzfekcidé idétartaméanak hatasa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 x 10° COS-1, 293T, K562 és
P3X63Ag8 sejtet *H-jelolt pcDNA3.1/HisB/lacZ plazmidot tar-
talmazd DOSPER-viroszémakkal transzfektaltunk.

8. abra: A transzfekcidé idétartamanak hatéasa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 x 10° humadn transzformalt
293T primer embriondlis vese sejtvonalbodl szarmazb sejtet
0,5 ml téapkozegben *H-jelolt pcDNA3.1/HisB/lacZ plazmidot
tartalmazé DOSPER-viroszémakkal és DOTAP-viroszdémakkal
transzfektaltunk (0,4 pg DNS; 24'000 dpm = 100%).

9. abra: A transzfekcidé id&étartamanak hatasa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 x 10° K562 human krénikus
mielogén leukémia sejtvonalbdl szarmazd sejtet 0,5 ml téap-
kézegben ‘H-jeldlt pcDNA3.1/HisB/lacZ plazmidot tartalmazd
DOSPER-viroszoémakkal és DOTAP-viroszémakkal transz-

fektaltunk (0,4 pg DNS; 24'000 dpm = 100%).
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10. A transzfekcié id&tartamdnak hatasa a felvett
DNS-plazmid mennyiségére. 5 X 10° Sp2 hibrid, nem
szekretald egér sejtvonalbdél szarmazd sejtet 0,5 ml tapko-
zegben °‘H-jel®élt pcDNA3.1/HisB/lacZ plazmidot tartalmazd
DOSPER-viroszdémakkal és DOTAP-viroszdémakkal transz-
fektaltunk (0,4 pg DNS; 24'000 dpm = 100%).

11. abra: A transzfekci6 idétartamanak hatasa a fel-
vett DNS-plazmid mennyiségére. 5 x 10° HelLa humén epiteloid
radkos sejtvonalbbl szarmazd sejtet *H-jelolt pGreen-Lantern
plazmidot tartalmazod DOSPER-viroszémakkal és DOTAP-
viroszomakkal transzfektaltunk.

12. 4&abra: P-galaktoziddz expresszidja DOSPER-viro-
szémakkal vagy DOSPER-liposzémakkal transzfektalt NIH3T3-
sejtekben; az A-, B- és C- kisérletek atlaga.

13. abra. P-galaktozidaz expresszidja kiilonbozé kon-
centraciéju és kilonboézé szamu viroszémadban elosztott
pcDNA3.1/HisB/lacZ plazmidot tartalmazd DOSPER-viro-
szémakkal transzfektalt NIH3T3-sejtekben vagy 293T-sej-
tekben (A-kisérlet); az értékek a 4. napon mért ng/mg fe-

hérje értékben vannak megadva.

Az alabbiakban részletesen ismertetjiik a taladlmany
elényos megvaldsitasi médjait.

A talalmany szerinti viroszéomak lipidrészecskék, ame-
lyek kationos lipidek jelenléte miatt tipikusan nettd pozi-
tiv toltésd vezikulamembrant tartalmaznak. Tartalmaznak
ezen kiviil viruseredetd fuziogén peptideket, elsésorban

viralis burok-glikoproteineket, igy példaul influenzavirus-



hemagglutinint, amely peptidek segitségével a viroszdémak
receptorkdzvetitett penetraciés mechanizmus udtjan beéplilnek
a célsejtekbe. A viroszbémak adott esetben sejtspecifikus
markereket is tartalmazhatnak, amelyek in vivo el&segitik a
kivant célsejtekhez vald preferalt kapcsolddast.

A membran eldénydsen tartalmaz foszfatidiletanolamint
(PE), amely egy bifunkcidés keresztkotd révén a viroszdémahoz
horgonyozza a sejtspecifikus markert. Amennyiben a viro-
szémak nem igényelnek sejtspecifikus iranyitast (pl. egy
adott sejttenyészetben térténé in vitro alkalmazas esetén),
vagy ha a sejtspecifikus marker nem egy bifunkcibs kereszt-
k6té révén kapcsolédik a membranhoz, a PE adott esetben hi-
anyozhat is a viroszémamembranbdl.

A talalmany egy, a viroszémdk in vivo alkalmazasaihoz
elényds megvalésitasi médjédban a taldlmany targyat képezi
az is, ha a sejtspecifikus markereket irreverzibilisen, ko-
valens kotéssel kapcsoljuk a kationos viroszdémakhoz, amely
markerek lehetnek tobbek kozdtt olyan monoklonédlis antites-
tek, antitestfragmensek, 1igy példaul F(ab')2- és Fab'-
fragmensek, citokinek és/vagy novekedési faktorok, amelyek
alkalmasak célsejtek szelektiv detektalasara és vagy megko-
tésére. A markereket ugy kapcsoljuk a vezikulamembranhoz,
hogy annak kulsSé felszinérél leldégva lényegében teljes
receptordetektald és kotd aktivitasukat kifejthessék. Hely-
orientalt keresztkotott sejtspecifikus markert tartalmazo
viroszoéomak eldallitasara szolgdld eldényds eljarast DOTAP-
viroszémékhoz a WO 97/41834 szamu irat 1. példaja ismertet.

Az eljaras szerint a sejtspecifikus markereket detergens



jelenlétében eldére kialakitott foszfatidiletanolamin-
keresztkdtd molekuldkhoz, 1igy példaul N-[4-(p-maleimido-
butiril) ]-foszfadilietanolaminhoz (MBP.PE) kapcsoljuk.

A lehetd legjobb eredmény elérése érdekében hasznos,
ha a rekonstiticidé elstt édvatosan izoldljuk és megtisztit-
juk a viralis glikoproteineket, hogy 1igy elkeriiljuk a
proteolitikus emésztés vagy az intramolekularis S-S kotések
redukcidéja miatti inaktivaldédast. Ennek megfelelden eldnyds
tehat, ha a konjugalt markert, pl. marker-MBP.PE-t aktivalt
agarbézmatrix, elényos redukalt Thiopropyl Sepharose 6B se-
gitségével, affinitaskromatografiids uUton elvalasztjuk a nem
konjugalt foszfatidiletanolamin-keresztkotd molekulaktédl
(pl. MBP.PE-t&6l). A megtisztitott konjugalt foszfatidil-
etanolamin-keresztkoté-marker molekulakomplexekhez ezutan
hozzdadjuk a feloldott membranlipideket, fuzids peptideket
és egyéb szilkséges OsszetevSéket tartalmazé detergens-
oldatot, mieldtt kialakitanank beld&lik a kationos
viroszémakat.

Hasznos, ha a viroszdémak eldallitésa eldtt a bifunk-
cids keresztkotdt killon  lépésben  kapcsoljuk oOssze a
foszfolipiddel és a sejtspecifikus markerrel. igy jobban
kontrollalhatjuk és optimalizalhatjuk a viroszoémamembranok
felszini strlGségét, kiilénds tekintettel a hozzakapcsolt
sejtspecifikus markerek széamara. Fontos, hogy fokozottan
kontrollalni tudjuk a membranba agyazott vagy a membranhoz
kapcsolt fehérjemolekulak koncentraciéjat, mivel ha felbo-
rul a fuzios peptidek (pl. hemagglutinin) és a sejt-

specifikus markerek (pl. antitest Fab'-fragmensek) aranya a



viroszémamembranban, akkor csokkenthetnek vagy el is tdn-
hetnek a szelektiv tulajdonsagok és ez - extrém esetben - a
vezikuldk &sszetapadadsadhoz és kicsapdbdasdhoz is vezethet.

A WO 97/41834 szami irat részletesen targyalja, hogy
miért hasznosabb sejtspecifikus markerként teljes
antitestmolekulak helyett F(ab')2- vagy Fab'-fragmenseket
alkalmazni. A taldlmany szerinti sejtspecifikus viroszdméak
a membranban 1lévé sejtspecifikus markereknek kdszdnhetden
szelektiven viselkednek a kiilénb6z6 sejttipusokkal szemben,
és a viralis fuziogén peptid, pl. hemagglutinin miatt erd-
teljesen képesek az endocitdézisos sejtpenetracidéra. A
tumorasszocialt antigéneket, 1igy példaul TAG72-t, CEA-t,
17-1A-t, CA 19-9-et, vagy a leukémiaasszocialt antigéneket,
igy példaul CD10-et (CALLA = Common Acute Lymphocytic
Leukemia Antigen; 'ko6z6s akut limfocitikus leukémia-
antigén") és CD20-at felismerd Fab'-fragmenseket tartalmazé
viroszémak szelektiven, azaz preferenciat mutatva kotddnek
a fenti antigéneket felsziniikén hordozdé tumoros vagy leuké-
miids sejtekhez.

Az Uj vezikuldk vagy viroszémak killondsen alkalmasak
barmilyen negativ toltésd anyag, elénydsen genetikai anyag
célhelyekre, kiilontosen 4llati és human sejtekbe és szove-
tekbe torténd bevitelére, 1in vitro és 1in vivo. Ki kell
hangsulyozni, hogy az 0j viroszémdk nem csak proliferald,
azaz replikaléddéd sejtekbe képesek bejutni, hanem nem
proliferalé, nyugvd sejtekbe is, igy széles korben hasznal-
haték a biokémia, a gybdgyszerészet és az orvostudomanyok

teriiletén, akar kutatasi és/vagy diagnosztikail eszkdzként,



akar gyogyszerként. A taldlmany szerinti viroszémék komp-
ként torténd alkalmazasa citotoxikus anyagok vagy nuklein-
savak bevitelére alkalmassad teszi &ket sokféle patoldgias
allapotban térténd alkalmazasra, 1igy példaul virusfertézé-
sek, rakbetegségek, tumorok, leukémidk vagy mas betegségek
esetében, ezen belill olyan betegségek esetében, amelyeket
genetikai hibak okoznak és amelyeket a taldlmany szerinti
viroszémakat alkalmazd génterapids eljarasokkal esetleg ke-
zelni lehet.

A taladlmény szerinti viroszoémédk alkalmazhatdék in
vitro és in vivo is. Szamos neuroplazma, igy példaul akut
é6s kronikus leukémidk kezelésénél példaul csontveldtiszti-
tast végeznek. A csontvelét Jjelenleg tobbféle hatodanyag,
igy példaul immunoldégiai reagensek és kemoterapids szerek
segitségével tisztitjak meg a leukémias sejtektél. Eqgy, le-
ukémias sejteknek novekedési eldSnyt biztositd onkogén ellen
iranyitott és viroszémakba csomagolt ODN terapiasan hasz-
nosnak fog bizonyulni és ami még fontosabb, szelektivebben
fogja eltavolitani a leukémias sejteket, mint a hagyomanyos
kemoterapias szerek, mikdzben kiméli a normal progenitor-
sejteket.

Gybégyszerként vald alkalmazashoz a taldlmény szerinti
viroszémakat beépithetjik gydégydszati készitményekbe, ame-
lyek tartalmaznak még szokasos adalékokat és gydgyaszatban
alkalmazhaté hordozdékat. A gybdégyaszati készitményt eldnyo-
sen injekci6s oldat formajaban készitjuk el, de bizonyos

alkalmazasokhoz mas tipusu készitmények, pl. topikus vagy
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szisztémads alkalmazadsu emulzidk, krémek, zselék vagy kend-
csOk is hasznosak lehetnek.

A taldlmany targyat képezi tehadt a taldlmany szerinti
viroszémak gyodgyadszati készitmények elddllitasara torténd
alkalmazasa is, amely gybdgyaszati készitmények olyan 4lla-
tok vagy emberek profilaktikus és/vagy terépiés kezelésére
alkalmasak, akikre az ilyen kezelés j6 hatassal lehet. A
talalmany targyat képezi tovdbbd a taldlmany szerinti
viroszomadk alkalmazasa in vitro és 1IiIn vivo diagnosztikai
reagenskészlet eldallitaséara.

A taladlmany szerinti vezikuldkat eldénydsen egy olyan
eljarassal 4&llitjuk eld, amely analdég a WO 97/41834 szamu
irat 1-3. és 6. példajédban ismertetett, DOTAP-viroszodmak
eldallitasara szolgald eljarassal, azzal a kivétellel, hogy
a DOTAP helyett DOSPER-t alkalmazunk, és hogy a DOSPER kon-
centrdci6éjat a végleges viroszémamembranban a késdébbiekben
ismertetettek szerint megfeleldéen be kell 4llitani, kiilonods
tekintettel arra, hogy ne haladja meg a viroszbéma Ossz-
lipidtartalmanak 30 tomeg%-at. A taldlmany szerinti viro-
szémak eldallitasdra szolgdld eljards alapvetéden az aléabbi
lépésekbsl all:

a) elsallitunk egy pufferoldatot, amely tartalmaz egy
nemionos detergenst, tovabba DOSPER-t és egyéb lipideket,
és legalédbb egy aktiv fuziogén peptidet, amely nem Sendai-
virusbdél szarmazé hemagglutinin, és amelynek hatéasédra a
célsejt receptorkodzvetitett fagocitdzis vagy endocitédzis

révén internalizalja a vezikuldakat;



b) ugy &llitjuk be a 1lipidkoncentraciét, hogy a
DOSPER koncentracidéja az Osszes membranlipid toémegéhez vi-
szonyitva 5-30% legyen, az emlitett egyéb 1lipidek -
foszfatidilkolin (PC) vagy annak egy szAdrmazéka és adott
esetben foszfatidiletanolamin (PE) és/vagy a DOSPER-t81l el-
térd kationos lipidek - aranya pedig 95-70 tomeg% legyen;
és

c) dializissel vagy mikrohordozd gydéngytket tartalma-
z6 oldattal vald kezeléssel eltavolitjuk a detergenst,
amelynek eredményeként kialakulnak az emlitett pozitiv tol-
tésti lipid-kettésréteg vezikuldk; és eldnydsen

d) beépitjlik a vezikuldkba egy célsejtekbe bejuttatni
kivant hatbanyag vagy anyag egy adott mennyiségét, amelyben
a kérdéses hatdanyag vagy anyag eldnydsen negativ toltésid
és kiiléndsen az alabbiak barmelyike: egy festék, egy nyom-
kovetd anyag, egy kozmetikai hatdanyag, egy gyodgyaszatilag
vagy bioldbgiailag aktiv anyag és egy nukleinsavanyag.

A taldlmany egy masik megvaldsitasi mdédjdban, amely a
viroszémdk In vivo alkalmazasaihoz eldényds, egy megfeleld
bifunkcids keresztkotét alkalmazunk arra, hogy a
vezikulamembranhoz irreverzibilisen hozzadkapcsoljunk egy
sejtspecifikus markert. A sejtspecifikus marker egy olyan
sejtreceptorra specifikus, amely a viroszdéma adott sejthez
vald szelektiv kotédéséért felelds, és olyan mdébdon kapcsol-
juk hozza a keresztkotéhoz, hogy bioldgiailag teljesen ak-
tiv maradjon. A keresztkotdét eldnydsen egy elSre kialaki-
tott molekulakomplex formajaban alkalmazzuk, amelyben a ke-

resztkotét  kovalensen foszfatidiletanolaminhoz és egy
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sejtspecifikus markerhez kapcsoljuk, amint ezt a bejelen-
téskor benyujtott a szabadalmi igénypontokban definidltuk.

A leirads szerinti értelemben a "fuziogén peptid"
olyan peptid vagy fehérje, amely fuzids reakci6ot indukél
és/vagy segit el a viroszémamembran és a célsejt egy
lipidmembranja k®zétt. A taldlmédny legtobb megvaldsitasi
nédjaban ez egy, a fuzidés peptidet tartalmazd viralis tis-
ke-glikoprotein, elénydsen a viralis felszini tiskék teljes
hemagglutinin-trimerje, annak egy monomerje, vagy egy vagy
mindkét elhasitott alegység, a HAl- és HA2-glikoproteinek,
amelyek tartalmazzadk a funkcioképes fuzids peptidet. A ta-
lalmany egy masik megvaldésitasi médjéban a fuziogén peptid
magat a tiszta fuzidés peptidet jelenti, akadr természetes
forrasb6l izolalva, akar szintetikus uton eldallitva. A ta-
lalmany egy kiillonésen eldnyds megvalésitasi médjaban a fu-
zids peptidet tartalmazb polipeptidek influenzavirus
hemagglutininek, pl. az A-HIN1 altipusu hemagglutinin.

A talalmany szerinti viroszémdkhoz influenzavirusbol
szarmaz6 hemagglutinin helyett vagy mellett mas virusokbdl
szarmazd hemagglutinineket is alkalmazhatunk fuziéds
peptidként (fehérjeként), feltéve hogy lényegében ugyan-
olyan pH-kozvetitett sejtpenetracids mechanizmussal mikod-
nek, mint az influenzavirus hemagglutinin. Az ilyen
hemagglutininek szarmazhatnak peéldaul rhabdovirusbél, III.
tipusu parainfluenzavirusbdél, Semliki Forest virusbél és

togavirusbol, ahogy azt a WO 97/41834 szamu irat feltarja.
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A "keresztkotd" olyan heterobifunkcidés szerves mole-
kula, amely hozzad tud kapcsoldédni a talalmany szerint elé-
allitott vezikuldkhoz és polipeptideket tud kétni. A talal-
many egy eldnydos megvaldsitdsi mdédjaban a molekula tartal-
maz egy N-hidroxiszukcinimid-csoportot, amellyel a
foszfatidiletanolamin aminocsoportjahoz kapcsoldédik, és egy
maleimidocsoportot egy sejtspecifikus marker, igy példaul
egy monoklonélis antitestfragmens konjugalasahoz. Megfeleld
keresztkdétd8k példaul a szukcinimidil-4- (N-maleimidometil) -
ciklohexéan-1l-karboxilat, az m-maleimidobenzoil-N-hidroxi-
szukcinimidészter, az m-maleimidobenzoil-N-hidroxiszulfo-
szukcinimidészter, a szukcinimidil-4 (p-maleimidofenil) -
butiradt, a szulfoszukcinimidil-4 (p-maleimidofenil)-butiréat;
a keresztkotd lehet tovabba olyan molekula is, amely tar-
talmaz egy N-hidroxiszukcinimid-csoportot és a markerekhez,
pl. citokinekhez valdé kapcsolashoz egy fotoaktivalhatéd
azidocsoportot - ilyen molekuldk példaul az N-hidroxi-
szukcinimidilszuberat (NHS-SA), az N-hidroxiszukcinimidil-
4-azidobenzodt (HASAB), az N-hidroxiszukcinimidil-6-(4'-
azido-2'-nitrofenilamino)-hexanoat (SANPAH) , és az N-
szulfoszukcinimidil6-(4'-azido-2'-nitrofenilamino) -
hexanodt. A keresztkdotdét eldnydsen egy eldbre kialakitott,
lipidet és keresztkotét és sejtspecifikus markert tartalma-
z6 molekulakomplex formajédban alkalmazzuk.

A "sejtspecifikus fehérje" vagy "sejtspecifikus
marker" olyan fehérje, amely képes a keresztkotdhdz, illet-
ve a keresztkodté-lipid komplexhez kapcsolddni, tovabba ké-

pes célsejtek receptordhoz is kotédni. A talalmény egy elé-
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nyds megvaldésitdsi médjdban ez a molekula egy monoklonalis
antitest, egy antitestfragmens, egy citokin vagy egy ndve-
kedési faktor. A sejtspecifikus marker a célsejtek szelek-
tiv detektidlasara és megkotésére szolgal és ezaltal fokozza
a viroszémamembranban egyidejlileg jelenlév$ fuziogén peptid
hatasat. El&6nyds antitestfragmensek az F(ab')2- és Fab'-
fragmensek, a sejtspecifikus markerek pedig 1lehetnek
interleukinek és mas citokinek is, kiilondsen az alabbi téb-
lazatban felsoroltak.

1. tédblazat

Citokinek (nemzetkozi roviditések)

BDNF IFNo MIP-1la PDGF
CNTF IFNP MIP-1B PF-4
EGF IFNy MIP-2 RANTES
Epo IL-1 - IL-5 NGF SCF
FGF LIF NT-3 TGFa

G-CSF LT (TNFB) NT-4 TGFP
GM-CSF MCP-1 - osM TNFa
MCP-3

1-309/TCA-3 M-CSF PBP Tpo

yIP-10 MIF PBSF JVEGF

A leiras szerinti értelemben a "kationos lipidek"”
olyan szerves molekulak, amelyek tartalmaznak egy kationos
komponenst és egy apolaris farkat - ugynevezett fej-farok

amfifilek; ilyen példaul az N-[(1,2,3-dioleoiloxi)-propil]-




L]
oo eee eeo o0 vvee

N,N,N-trimetilammé4niummetilklorid (DOTMA) [Felgner és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 7413-7417 (1987)],
az N-{(1,2,3-dioleoiloxi)-propil]-N,N,N-trimetilamménium-
metilszulfat (DOTAP); vagy az N-t-acetil-N'-tetradecil-3-
tetradecilaminopropionamid [Ruysschaert és mtsai., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 203, 1622-1628 (1994)]. Ellenkezd ér-
telmli utalds hiadnyaban idetartoznak az alabbiakban defini-
41t polikationos lipidek is.

A "polikationos 1lipidek" olyan szerves molekulak,

amelyek tartalmaznak egy polikationos komponenst és egy

apolaris farkat - ilyen példaul lipospermin: 1,3-
dipalmitoil-2-foszfatidiletanolamido-spermin (DPPES) és
dioktadecilamidoglicil-spermin (DOGS) [Behr és mtsai.,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6982-6986 (1989)]; 2,3-
dioleoiloxi-N-[2 (sperminkarboxamido)-etil]-N,N-dimetil-1-
propanaminium-trifluoracetat (DOSPA); 1,3-dioleociloxi-2-(6-
karboxi-seprmil)-propilamid (DOSPER); N,N,N',N'-tetrametil-
N,N'-bisz(2-hidroxietil)-2,3-dioleoiloxi-1,4-
butiandiamménium-jodid (THDOB) .

Fontos, hogy minden taldlmany szerinti viroszdéma tar-
talmazzon DOSPER-t, valamint egy vagy tobb olyan természe-
tes vagy szintetikus 1lipidet, amelyek pozitiv toltéslek
vagy semlegesek. A "pozitiv toltésd" azt Jjelenti, hogy a
lipidnek fiziolégids pH-n nettd pozitiv tdltése van. A "po-
zitiv toltési" lipidek, membranok vagy viroszdomak tehét
olyan lipidek, membranok vagy viroszémak, amelyeknek fizio-
l6gids pH-n nettd pozitiv toéltésiik van. A "semleges

lipidek" fizioldégiads pH-n nem mutatnak semmilyen nettdé tol-
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tést; ide tartoznak példaul a koleszterin és szarmazékai
és/vagy az ikerionos tipusu foszfolipidek, amelyekben a mo-
lekulan beliil vannak pozitiv és negativ toltésd részek,
amelyek sztochiometrikusan semlegesitik egymas toltését.

A leirds szerinti értelemben a "negativ toltésd
anyag" barmilyen kivant hatbanyag vagy anyag lehet, amely-
nek fiziolégids pH-n nettd negativ toltése van.

A leirads szerinti értelemben a "kivant hatdanyag vagy
anyag" lehet barmilyen kémiai anyag, vegyilet vagy vegylu-
leteleqgy, amely kozmetikai, diagnosztikai, orvosi vagy
egyéb tudomdnyos célra alkalmazhaté. Ilyen anyagok példaul
az In vitro és 1in vivo analitikailag mérhetdé anyagok, igy
példaul festékek, fluoreszcens festékek, radiocaktivan vagy
egyéb mbédon jeldlt vegylletek, nyomkévetd vagy marker mole-
kulédk; ide tartoznak még fehérje vagy nem fehérje tipusu
hatbéanyagok, vagy barmely egyéb, gydgyadszatilag vagy biold-
giailag aktiv anyagok, kiiloéndsen hagyomanyos virusellenes
vagy rakellenes szerek, tovabba a leirdsban definialt
nukleinsavanyagok is. Mivel a taldlmany szerinti viroszdémak
fiziolégids pH-n pozitiv toltésliek, elényds ha semleges
vagy negativ toltésd kivant hatdanyagokat vagy anyagokat
toltiink beléjik, mivel ezek esetében lesz a leghatékonyabb
és a legstabilabb a viroszdémédba épiilés.

A leirads szerinti értelemben a "nukleinsavak" vagy
"genetikai anyagok" lehetnek roévidlancu DNS-ek vagy RNS-ek,
dezoxiribonukleotidok, oligodezoxiribonukleotidok, oligo-
dezoxiribonukleotid-szelenocdtok, oligodezoxiribonukleotid-

foszforoticdtok (OPT), oligodezoxiribonukleotid-foszforami-
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datok, oligodezoxiribonukleotid-metilfoszfonatok, peptid-
nukleinsavak (PNS), ribonukleotidok, oligoribonukleotidok,
oligoribonukleotid-foszforotiodtok, 2'-Ome-oligoribonukle-
otid-foszfatok, 2'-Ome-oligoribonukleotid-foszforotioatok,
ribozimek (enzimaktivitédsi RNS-molekuldk), gének, plazmidok
és vektorok (kldénozd vektorok).

A leirads szerinti értelemben a "viroszdémak" - legegy-
szeribb formajukban - kettdsrétegl membranbdél 4116 lipo-
széma-vezikulak, amelyek kationos lipidekbdél és egy belsd
- eldénytdsen vizes - térbdél 4&llnak, amely vezikuldkban a
membradn viralis fehérjéket, elénydsen viralis gliko-
proteineket is tartalmaz. A talalmany egy eldénycs megvald-
sitdsi médjédban a viradlis fehérjék tartalmaznak legaléabb
eqgy fuziogén peptidet vagy fehérjét, amely teljes bioldgiai
fuzidés aktivitéassal rendelkezik - ilyenek kiilondsen az inf-
luenza-A (pl. A/Singapore) virus hemagglutinin és/vagy
neuraminiddz nevil tiske-glikoproteinjei. Nyilvanvaldé, hogy
a virusfehérjék kozé tartoznak az influenzavirus f£fuzids
peptidjének megfeleld, vagy azzal egyezd, szintetikus uton
el6adllitott és a leirasban ismertetett aminosavszekvenciéak
is. A membréanlipidek a fentiekben definialt kationos
lipidekbdél &llnak, de adott esetben mas természetes és/vagy
szintetikus lipideket, eldénydsen foszfolipideket, igy pél-
ddul foszfatidilkolint (PC) és foszfatidiletanolamint (PE)
is tartalmazhatnak.

BAr a talalmany szerinti kationos viroszémak sok
esetben - kilondsen in vitro sejttenyésztési kisérletekben

- sikeresen alkalmazhaték anélkiil 1is, hogy a membréan
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sejtspecifikus markereket tartalmazna, in vivo alkalmazasok
esetén kiiloénodsen elényds, ha a fentieken kivil a membrdnban
tartalmaznak még legaldbb egy, fent definialt sejt-
specifikus markert is. Elektronmikroszkdéppal és dinamikus
fényszéras alapjén meghataroztuk a vezikuldk atlagos atmé-
réjét, amely 120 és 180 nm kozott mozog.

Ha a taldlmdny szerinti kationos viroszémakat hordo-
z6ként alkalmazzuk kivant hatbdanyagokhoz vagy anyagokhoz,
ezen belil genetikai anyagokhoz, megelézhetjik vagy leg-
aldbbis nagy mértékben csdkkenthetjlik a toxicitds okozta
nemkivanatos mellékhatasokat. Ez a jotékony hatds annak ko-
szonhetd, hogy a talalmany szerinti kationos viroszdémadk az
eddig ismert liposzdémékkal vagy viroszémakkal oOsszehason-
litva sokkal nagyobb aktivitassal rendelkeznek és sokkal
nagyobb hatdsfokkal juttatjak be a bennik 1évé anyagot, ki-
lonésen negativ toltésd anyagot, 1igy példaul antiszensz
oligonukleotidokat a célsejtekbe, és ami még fontosabb, a
célsejt jéval nagyobb mértékben expresszalja a
transzfektilt nukleinsavanyagot.

A taldlmédny targyat képezik tehdt az 1. szabadalmi
igénypontban definidlt DOSPER-viroszémidk és a 2-11. szaba-
dalmi igénypontokban tovabbi megvalédésitasi mdbddokként defi-
nialt valtozatok. A talalmany targyat képezi tovabba az uj
viroszémakat és megfeleld hordozét tartalmazd készitmény a
példdul a 12. szabadalmi igénypontban definidlt kiilénbozé

alkalmazasokra.
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A taldlmény targyat képezi tovadbba eljaras az 4j
viroszémak eldallitasara, ahogy azt a 13. szabadalmi igény-
pont definidlja, valamint az eljaras 14-24. szabadalmi
igénypontokban definidlt valtozatai.

A taldlmany térgyat képezi tovabbad a taldlmany sze-
rinti viroszémak alkalmazasaira szolgald, egyes még konkré-
tabb eljarédsokra vonatkozé kitanitds és szabadalmi igény,
ahogy azt a 25-29. szabadalmi igénypontok definialjak.

A taldlmany Jjobb megértése érdekében az aldbbiakban
példakat ismertetink. A példadk csak a szemléltetést szol-
gdljak, és semmilyen mdédon nem korlatozzak a taldlmany ol-
talmi korét.

PELDAK

1. példa

DOSPER-viroszémak elballitadsa teljes fuzids aktivita-

si, influenzavirusbdél szarmazd virdlis hemagglutinin-tri-

merekkel

Az influenzavirus A/Singapore/6/86-0os tdrzsébdl szar-
maz6é hemagglutinint (HA) a Skehel és Schild [Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 79, 968-972 (1971)] &altal leirt eljaréas sze-
rint izolaltuk. Roviden a kovetkezS8képpen jartunk el. A vi-
rust tyuktojédsok allantoiniiregében szaporitottuk, majd
szacharbzgradiensben kétszeri ultracentrifugdlédssal tiszti-
tottuk. A tisztitott wvirust 7,9 mg/ml NaCl-ot, 4,4 mg/ml
trindtriumcitrat-2H,0-t, 2,1 mg/ml 2-morfolino-etan-
szulfonsavat és 1,2 mg/ml N-hidroxietil-piperazin-N'-2-
etdnszulfonsavat tartalmazé pufferben (pH 7,3) stabilizal-

tuk. 53 ml, 345 pg/ml HA-t tartalmazé virusszuszpenzidt
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ultracentrifugalassal (100 000 x g, 10 perc) killepitet-
tiink. Az influenzavirus-pellethez 145 mM NaCl-ot, 2,5 mM
HEPES-t és 54 mg/ml nemionos detergenst ([oktaetilénglikol-
monododeciléter (OEG = C1l2E8)] tartalmazé puffert (pH 7,4)
(7,7 ml) adtunk. A pelletet ultraszonikédléssal (2 perc,
szobahémérséklet) teljesen feloldottuk. Az oldatot 100 000
x g-n 1 6radn &t ultracentrifugaltuk. A kapott feliluszd
szolubilizalt HA-trimert (1,635 mg HA/ml) és nyomokban
neuraminidazt tartalmazott. 3,7 ml feliliszébhoz (6 mg HA)
0,5-2 mg DOSPER-t és 5,5-4 mg dioleoilfoszfadilikolint
(DOPC) (O6sszesen 6 mg lipidet) adtunk, majd feloldottuk. Az
oldatot 0,2 pm-es szlrdén sterilizdltuk, majd 1,15 g steril
mikrohordozé gydngydt, eldénydsen Biobeads SM-2-t tartalmazd
ivegedénybe pipettaztuk. Az edényt REAX2 razdgépben (gyar-
t6: Heidolph; Kelheim, Németorszdag) 1 6ran at réazattuk. Ezt
a lépést sziikség esetén akadr haromszor is megismételtiik
0,58 mg Biobeads-gytnggyel. Ezt kovetden egy kissé atlatszé
DOSPER-viroszdéma oldatot kaptunk.

A legjobb eredményeket azokkal a viroszdmakészit-
ményekkel értik el, amelyekben a lipidek aranya a kovetkezd
volt: 4,5 mg DOPC : 1,5 mg DOSPER (a DOSPER aranya az Osz-
szes lipid tomegéhez képest 25%). Ha a DOSPER-t magasabb
koncentracidékban, pl. 30-35 tdmeg%-ot meghaladdé mennyiség-
ben alkalmaztuk, a detergens eltdvolitasa utdn nem képzdd-

tek megfeleld viroszdémak.
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A DOPC-ot részben helyettesithetjik PE-ve.
(foszfatidiletanolamin) és/vagy mas kationos lipidekkel,
igy példaul DOTAP-pal vagy DOSPA-val anélkil, hogy a
transzfekcids aktivitas lényegesen csdkkenne.

Foszforotiodt oligodezoxiribonukleotidok beépitése
DOSPER-viroszobmakba:

Példaként az L-myc gén antiszensz vagy szensz
oligodezoxiribonukleotid-foszforotioatjait (OPT) alkalmaz-
tuk a kationos viroszémak nagy transzfekcidés hatékonysaga-
nak demonstréalésara. Foszforamidat-reakcid (Microsynth
GmbH; Balgach, Svajc) segitségével 5'-FITC-OPT-ket allitot-
tunk eld. Antiszensz OPT-ként az 5'-FITC-GTAGTCCATGTCCGC-3'
pentadekamert, szensz OPT—ként. pedig az S5'-FITC-
GCGGACATGGACTAC-3' pentadekamert alkalmaztuk. Megszinteti-
zaltunk egy kevert szekvenciakontroll (msc) OPT-t is, amely
ugyanolyan hosszisagd volt, mint az antiszensz és szensz
OPT-Xk.

1-1 ml DOSPER-viroszémat adtunk a kovetkezdkhodz:

a) 2 mg antiszensz FITC-OPT (1,3 umol)

b) 3,4 mg szensz FITC-OPT (1,3 umol) és

c) 3,1 mg msc FITC-OPT (1,3 umol).

A FITC-OPT-ket feloldottuk, majd az oldatokat 2 per-
cig 26°C-on szonikdltuk. A be nem csomagolt FITC-OPT-ket
High Load Superdex 200 oszlopon (Pharmacia, Svédorszagqg),
gélfiltralassal valasztottuk el a viroszémaktdél. Az oszlo-
pot steril PBS-sel ekvilibraltuk. A DOSPER-viroszdmakat és
a becsomagolt FITC-OPT-ket tartalmazd holttérfogat-

frakcidkat PBS-sel eludltuk, majd oOsszegyldjtottik. A
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viroszémaba csomagolt FITC-OPT koncentracidéjat Ggy hataroz-
tuk meg, hogy a viroszdémidkat eldszoér teljesen feloldottuk
0,1% (térfogat’) Triton-X-100-at tartalmazé 0,1 M NaOH-ban,
majd fluorometridval mértiink. A mérést ugy kalibraltuk,
hogy a fenti detergensoldatban feloldott iires DOSPER-
viroszémak fluoreszcenciajat nullanak vettiik.

Fab'-fragmensek viroszémakhoz kapcsolasa elére kiala-
kitott foszfatidiletanolamin - bifunkcidés keresztkstd
molekulakomplexek segitségével

3 mg, egér monoklondlis anti-CD10 (AntiCALLA) anti-
testb8l szarmazbd, frissen redukdlt Fab'-t feloldottunk 2,8
ml citratpuffer-oldatban (100 mM NaCl, 40 mM citromsav, 35
mM Na,HPO4.2H,O, 2 mM EDTA, pH 5,5), majd hozzdadtuk a ko-
vetkezd oldathoz: 0,524 mg N-[{4- (p—maleimido-
fenil)butiril]-foszfatidiletanolamin (MBP.PE) , 0,5% n-
oktil-oligo-oxietilént tartalmazd citratpufferben (215 nl) .
Az elegyet Ovatos Kkevertetés mellett 16 éran at, 4°C-on,
nitrogénatmoszférédban inkubadltuk. Az inkub&las utan az
MBP.PE-t 400 pl frissen redukadlt, duzzasztott Thiopropyl
Sepharose 6B (Pharmacia, Svédorszag) alkalmazasaval tavoli-
tottuk el. Az elegyet ezutadn 4 6rdn A&t szobahémérsékleten
inkubaltuk, majd centrifugalassal eltdvolitottuk a
Thiopropyl Sepharose 6B-t és a kapott oldat pH-jat 7,0-ra
dllitottuk. A semlegesitett oldathoz OEG-et adtunk (54

mg/ml) .
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A fentiek szerint elkészitett oldatokat hozzdadtuk a
DOSPER-viroszbémak eléallitasdhoz alkalmazandé oldatokhoz. A
Fab'-MBP.PE molekuldk a viroszémak képz&édése soran épiilnek
be a lipid-kettésrétegbe.

A DOSPER-viroszémakrol készitett mikrofényképek iga-
zoljak, hogy a vezikuldk az eldnyds egylamellds szerkezetet
veszik fel, atlagos atmérdéjuk pedig a lézerfényszdéras alap-
jéan korilbelul 120 és 180 nm kozotti. Tisztan lathatdk to-
vabba az influenzavirus HA-fehérje-tiiskéi.

A taladalmany szerinti DOSPER-viroszémak teljes
fuziogén aktivitasat fluoreszcencia-kioltéson alapuld kvan-
titativ eljarassal [Hoekstra és mtsai., Biochemistry 23,
5675-5681 (1984) és L. Lischer és mtsai., Arch. Virol. 130,
317-326 (1993)] 1igazoltuk. DOSPER-viroszémdk membranjaba
nagy suUrlségben oktadecil-rhodamin-B-klorid (R18) (gyartéd:
Molecular Probes Inc.; Eugene, Egyesiilt Allamok) nevi fluo-
reszcens probat vittink be. Ezt Ugy végeztiik, hogy a fluo-
reszcens probat tartalmazdé vékony, szaraz filmhez DOSPER-t
és HA-t tartalmazdé OEG (CizEg) pufferoldatot adtunk, majd a
fluoreszcens préba feloldbédasa érdekében 5-10 percen at ra-
zattuk. Ezt kovetbéden ugy folytattuk, ahogy az a "DOSPER-
viroszémdk eldallitédsa..." cimld részben szerepel. A kioltd
hatdsi rhodamin higulasat ugy mértik, hogy a rhodaminnal
jelolt DOSPER-viroszédmakat modell liposzdémdkkal inkubaltuk
(DOSPER/DOPC : liposzéma-foszfolipid ardany = 1:20 ). A flu-
oreszcenciat Perkin-Elmer 1000 tipusu spektrofluoriméterben

mértiik, 560 nm gerjesztési és 590 nm emissziés hullamhossz-

nal.
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2. példa

A viroszomadk sejtek altali felvétele

3H-jeldlt plazmidok beépiilése DOSPER-viroszoémakba:

A nukleinsavanyagok viroszémédkba torténd bevitelét
alapvetéen hdromféle eljarassal végeztiik:

1. Dializis: A nukleinsavanyagokat a viroszémdk kép-
z8dése soran csomagoljuk be, amikor dializissel eltavolit-
juk az Oktil-POE (gyartd: Alexis Corp.; Laeufelfingen,
Svajc) detergenst.

2. Biobeads-—-gyongyok: A nukleinsavanyagokat a
viroszoémak képz&dése soran csomagoljuk be, amikor
mikrohordozdk, pl. Biobeads SM-2 gyongydk segitségével el-
tavolitjuk az OEG detergenst.

3. Ultraszonikalads: A nukleinsavanyagokat kationos
lipidekbe, elénybsen DOSPER-be csomagoljuk, majd a kapott,
nukleinsavval toltott liposzémdkat wvagy lipidkomplexeket,
elénydsen DOSPER-liposzémédkat vagy DOSPER-lipidkomplexeket
ultraszonikalassal DOSPER-viroszémakhoz fuzionaltatjuk.

Mivel a legnagyobb mértékd beépililést a harmadik elja-
ras esetében tapasztaltuk, a legtdbb kisérlet esetében ezt
a fuzids eljarast alkalmaztuk a nukleinsavanyagok viro-
szbmakba csomagolasahoz.

A PGREEN-LANTERN™-T (GIBCO-BRL) plazmidot *H-
metiltimidin jelenlétében termeltettik E. coli-ban, amely-
nek eredményeként radioaktivan jelolt plazmidokat kaptunk a
transzfekcids hatékonysag pontos meghatarozasahoz. A
plazmid specifikus aktivitéasa 6,625 x 10'° dpm/g volt

(=29,84 mCi/qg) .
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11,6 pg °H-jeldlt plazmidot (17,5 pl) feloldottunk
480 pl HEPES-NaCl pufferben. 116 pug DOSPER-t (1 pg/pl) ad-
tunk hozzj, majd a kapott elegyet 30 masodpercig
ultraszonikéaltuk, majd 15 percig pihentettiik. A kezelés
eredményeként plazmidot tartalmazé DOSPER-lipidkomplexek
képz&dnek. A lipidkomplexek helyett hagyomdnyos eljarasok-
kal eldallithatunk DOSPER-lipszémakat 1is, pl. ugy, hogy
DOSPER-t és a plazmidot tartalmazd OEG-pufferoldatbdl dia-
lizissel vagy detergenskotdé mikrohordozdkkal eltavolitjuk a
detergenst, majd adott esetben szonikaljuk az elegyet, vé-
gil megkapjuk a plazmidokkal tdltétt DOSPER-liposzoémakat.

A plazmiddal toltott lipidkomplexeket vagy
liposzémakat tartalmazdé oldathoz 93 pupl (pl. az 1. példa
szerint) eldre eldallitott Ures DOSPER-viroszémat adunk. Az
elegyet 1 percig ultraszonikaljuk, amelynek révén a DOSPER-
viroszémak fuzidra 1lépnek a 1liposzdémakkal vagy lipid-
komplexekkel és igy a plazmidok bekeriilnek a viroszémékba.
A kivant anyagok viroszémékba épitésére szolgald fenti el-
jaras alkalmazhatdé nem nukleinsav tipusu hatdanyagok vagy
anyagok, eldénydsen negativ toltésl anyagok beépitésére is.

*H-jelolt plazmid transzfekcios hatékonysaganak 0Osz-
szehasonlitésa DOSPER-viroszoémakban és DOSPER-1lipo-
szbémakban:

33 ug jelolt plazmid-DNS-t DOSPER-viroszdémakba csoma-
goltunk, 11,7 upg-ot pedig eldére kialakitott DOSPER-
liposzdémakba. A DOSPER-viroszémakkal és DOSPER-
liposzdémakkal négy kiilonbdz8d adherens sejtet - Hela, 293T,

COS-1 és NIH3T3 -, valamint szuszpenzidés tenyészetben sza-
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poritott sejteket - K562 és P3/NSI/1-Ag4-1 sejtvonalak -
transzfektaltunk.

Mindegyik sejttipus esetében a kovetkezé8képpen Jjar-
tunk el. 5 x 10° sejtet 2, 4, 6 és 24 6ran at, 37°C-on, 500
pl (=0,5 ml) tépkozegben, 25 ul plazmidtartalmi DOSPER-
viroszémaval vagy plazmidtartalmu DOSPER-1liposzdémaval
inkubaltunk. A DOSPER-viroszémak és DOSPER-liposzémak hoz-
zdadott mennyiségei 400-400 ng jelolt plazmidot tartalmaz-
tak, amely 26 500 dpm radioaktivitasnak felelt meg (=100%).
Az inkubdlast kovetdSen a sejteket mostuk, lizaltuk, a fel-
vett radioaktivitast pedig béta-szamlaldéban mértiik.

Megvizsgaltuk, hogy a transzfekcidé idétartama (inku-
badlasi id&) milyen hatassal van a felvett plazmid-DNS meny-
nyiségére. Az eredmények az 1-6. abrakon lathatok. Az egyes
adbradk esetében alkalmazott sejtvonalakat az abrak rovid is-
mertetésénél foglaltuk o©ssze. Az 1-6. Aabréakon vilédgosan
lathatdé, hogy a DOSPER-viroszémdk a transzfekcid szempont-
jabdél minden sejttipus esetében és mindegyik inkubdlasi idé
vonatkozasaban jobbak, mint a DOSPER-liposzémak. A DOSPER-
liposzémak esetében a hosszabb, 6 6rds és 24 6ras inkubéaléas
esetében csak minimadlis mértékben nétt a DNS-felvétel, mig
a DOSPER-viroszodémadk esetében az inkubaléds idétartamanak no-
velése joéval nagyobb DNS-felvételt eredményezett. Az ered-
mények arra utalnak, hogy a viroszémak HA-kdzvetitett fel-
vétele joéval hatékonyabb, mint a DOSPER-liposzdémak felvéte-
le, amelyet nem segitenek eld sejtreceptorokra specifikus
viralis kotéligandok. Erdekes, hogy a DOSPER-viroszoéméak

esetében a 6-24 6ras inkubdlas nem eredményezett telitést a
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DNS-beépiilésben, hanem tovébb emelkedett a DNS-felvétel,
amely talan annak kOszonhetd, hogy a viroszdméak
receptorkdzvetitett endocitézisakor a sejt felszinérdl el-
tavolitott membréanreceptorok gyorsan pétlédnak. Altalaban
azt tapasztaltuk, hogy az (egyrétegekben n&évé) adherens
sejtvonalak transzfekciéja nagyobb hatékonysaggal tortént,
mint a szuszpenzids tenyészetben névé sejtvonalaké.

3. példa

Plazmidok id&éfiiggé felvétele eukaridta sejtekben

A 2. példadt egy masik “H-jelslt plazmiddal, a
PcDNA3.1/HisB/lacZ-vel (gyartdé: Invitrogen; Gronigen, Hol-
landia) is megismételtik. COS-1, K562, 293T és P3X63Ag8
sejtvonalakat a fenti plazmiddal toltétt DOSPER-viro-
szémakkal transzfektdltunk, majd 2, 4 és 72 o6ran at
inkubaltuk &6ket. Ebben a kisérletben nem végeztiink DOSPER-
liposzbémédkkal vald Osszehasonlitéast.

Az eredmenyek a 7. abran lathaték. Ez alapjan megal-
lapithaté, hogy az inkubalasi idé novelése még tovabb no-
velheti a jelolt plazmid sejtek adltali felvételét, ha ehhez
a talalmany szerinti viroszémakat alkalmazzuk. S&t, ha
nukleinsavanyagok nagyhatékonysaqgu beviteléhez a taladlméany
szerinti DOSPER-viroszdémakat alkalmazzuk, az &ssze nuklein-
sav (pl. plazmid) 60-80%-at is bejuttathatjuk a kivant cél-
sejtekbe. Minden vizsgdlt sejtvonal &sszehasonlithaté mér-
tékben hajlamos volt a viroszémdk, és igy a plazmidok fel-

vételére.
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4. példa

DOSPER-viroszéomak és DOTAP-viroszdémadk O6sszehasonlité-

A viroszémdk az A-tipusui influenzavirusnidl mar is-
mert, HA-indukalt, receptorkézvetitett mechanizmus segitsé-
gével jutnak be az emldssejtekbe. Kordbban nem feltételez-
tiik, hogy a viroszémamembran lipid-kettdésrétegének kémiai
tulajdonsagai fontos szerepet jatszhatnak, ha a HA nativ
dllapota és fuziogén aktivitédsa megfeleld szinten van tart-
va. Ugy hittiik tehat, hogy a DOSPER-viroszémdk és a DOTAP-
viroszémak ugyanolyan transzfekcidés hatékonysaggal viszik
be a nukleinsavanyagokat az eml&ssejtekbe.

Meglepd mdédon azonban a DOSPER- és DOTAP-viroszoméak
transzfekcidés hatékonysaganak o©Osszehasonlitasa céljabdl
végzett kisérletek més eredményre vezettek, azaz nagymér-
tékben eltértek attdl, amit vartunk. A kisérleteket az 1.
és 2. példaban leirtak szerint végeztiik azzal a kivétellel,
hogy itt triciummal Jjelodlt pcDNA3.1/HisB/lacZ-plazmidot
csomagoltunk be a transzfekcidhoz. A DOTAP-viroszémakat a
WO 97/41834 szamu irat 1. példajaban foglaltaknak megfele-
léen &allitottuk eld, a plazmid beépitését pedig a fentiek
szerint végeztiik, ugyanigy, mint a DOSPER-viroszdémak eseté-
ben. A DOTAP-viroszémakba ugyanolyan mennyiségi *H-jeldlt
plazmidot csomagoltunk be, mint a 2. példdban a DOSPER-
viroszémadkba. A 293T, K562, Sp2 és HelLa sejtvonalakat ugya-
nolyan koriilmények kozott inkubaltuk a DOSPER- és DOTAP-

viroszémadkkal, mint ahogy az a 2. példanal szerepel.
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Az eredmények a 8-11. &brakon lathaték. Tisztan lat-
szik, hogy a DOSPER-viroszémak transzfekciods hatékonysaga
legalébb kétszerese, sét akdr tizszerese is lehet a DOTAP-
viroszémadkénak. Kiiléndsen a Szuszpenzids tenyészetekben no-
vesztett sejtek, igy példaul az Sp2 sejtvonal esetében (10.
abra) 1lathaté a legnagyobb mértékd kiilénbség a transz-
fekcidés hatékonysagban. Ennek oka egyelére nem teljesen
tisztazott, de legaldbbis részben a két lipid kiilénbdz8 ké-
miai tulajdonsagai okozhatjak. A DOSPER-molekula polaris
feje ugyanis négy szabad aminocsoportot tartalmaz, a DOTAP-
molekula polaris feje viszont csak edy sSzabad amino-
csoportot. Anélkil hogy ragaszkodnank ehhez az elmélethez,
feltételezziik tehédt, hogy a negativ toltésl anyagok, igy
példaul plazmidok DOSPER-tartalmi viroszémakba térténd cso-
magolasa esetén tobb hasznalhatd viroszéma keletkezik. A
plazmid DOTAP-viroszémakba csomagolasa esetén viszont eset-
leg nagyszamu defektiv, és alacsony transzfekciés hatékony-
sagu vezikula képzdédhet. Egy masik hipotézis szerint - ame-
lyet ugyancsak nem zarhatunk ki - a DOSPER a viroszdémaknak
a célsejtek sejtmembranhoz vald kstédésekor fejthet ki se-
gitd hatéast.

Az eredmények tehat alatamasztijak, hogy a leggyakrab-
ban hasznalt kationos lipiddel, a DOTAP-pal Osszehasonlitva
a DOSPER nevl polikationos lipid alkalmazasakor meglepd méd-

don megné a transzfekcids hatékonysag.



5. példa

Génexpresszid a talalmany szerinti viroszoémékkal tor-

ténd transzfekcid utan

A 3. példaban ismertetett kisérletekben szerepl$ cél-
sejtekben, amelyekbe viroszomas transzfekcid utjan
PCcDNA3.1/HisB/lacZ plazmidot juttattunk, B-Gal ELIsSA
reagenskészlet (gyartd: Boehringer Mannheim) segitségével
elvégeztik a P-galaktozidaz expresszidéjadnak kvantitativ
meghatdrozasat. Ennek eredményei megerdésitették, hogy nem-
csak a transzfekciés hatékonysag volt nagyobb a viro-
szdémakkal bejuttatott plazmidok esetében, mint a
liposzémékkal bejuttatott plazmidok esetében, hanem a cél-
sejtek &ltali expresszié is. Ha a pPlazmid célsejtekbe t&r-
ténd bejuttatasahoz DOSPER-liposzémé&k helyett DOSPER-
viroszémékat alkalmaztunk, a B-galaktozidaz expresszibdjanak
mértéke husz-negyvenszeresére ndtt (12. &bra).

Megfigyeltiik azonban azt is, hogy a PB-galaktozidaz
expresszidja nagymértékben filiggott a viroszémakban kialaku-
16 plazmid koncentraciétol:

2. tabléazat

Viroszéma-preparatumok Gsszehasonlitéasa

a viroszémaba a DOSPER 6ssz- a viroszdémak plazmid/DOSPER
csomagolt plaz- | mennyisége a relativ szama arany [pg/pgj
mid ¢sszmennyi- | viroszémakban [mesterséges
sége [ug] [ng) egység]
1. preparatum 0,4 6,45 100 0,062
2. preparatum 0,2 4,45 100 0,045
3. prepardtum 0,4 8,9 200 0,045
4. preparatum 0,13 3,78 100 0,034
5. prepardtum 0,4 11,35 300 0,035
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A 2. preparatumban a viroszémadk csak fele annyi
plazmidot tartalmaznak, mint az 1. prepardtumban, bar a
viroszémak 0sszmennyisége azonos.

Az 1. prepardtum felel meg az elényds viroszdédma-
prepardtumnak, amelyet a legtdbb itt ismertetett kisérlet-
ben alkalmaztunk.

A 3. preparatum ugyanannyi plazmidot tartalmaz, azon-
ban ez kétszerannyi viroszdémaban van elosztva.

A 4. preparatum azonos szamu viroszdémadban még keve-
sebb plazmidot tartalmaz, mint az 1. és 2. preparatum.

Az 5. preparatum ugyanannyi plazmidot tartalmaz, mint
az 1. és 3. preparatum, azonban ez a mennyiség haromszor
annyi viroszbémaba van becsomagolva, mint az 1. prepardtum
esetében.

A 13. abran lathatdé grafikonok igazoljak, hogy a ta-
pasztalati uUton meghatarozott elénydés DOSPER-viroszdéma-
készitmények meglehetd&sen optimalisnak bizonyultak. Az is
lathato tovabb4, hogy a készitmények plazmidkon-
centracidéjanak csokkentése (2., 3. és 4. preparatum) nem
eredményezett nagyobb mértékl expresszidét. Nem volt tehat
tarthatdé tovabb az a hipotézis, hogyha a célsejteket az 1.
preparatumhoz hasonld viroszéma-preparatumokkal
transzfektalva tultoltjik, az esetleg gatolhatta volna az
expressziodt.

A leirédsban alkalmazott roviditések:

2'-0Me 2'-O-metil
CALLA kozoés akut limfocitikus leukémiaantigén

CAT kléramfenikol-acetiltranszferaz



dpm

DOSPER

G418

msc

NA
Oktil-POE
ODN

OEG

OPT

PC

PE

PNS

SCLC

Sv40
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dezintergracidés esemény per perc
1,3-dioleoiloxi-2- (6-karboxi-spermil)-propilamid
DOTAP N-[(1l,2,3-dioleoiloxi)-propil]-N, N, N-
trimetilamméniummetil-szulfat

FITC-OPT fluoreszcein-izotiocianattal jelslt
oligodezoxiribonukleotid-foszforotioat
Geneticin®-diszulfat (antibiotikus G418)
hemagglutinin

MBP.PE N-[4- (p-maleimido)-fenilbutiril]-
foszfatidiletanolamin (egy keresztkotd-
foszfolipid komplex)

kevert szekvenciakontroll

neuraminidéaz

n-oktil-oligo-oxietilén

oligodezoxinukleotid
oktaetilénglikol-monododeciléter (C12ES8)
oligodezoxiribonukleotid-foszforotiodt
foszfatidilkolin

foszfatidiletanolamin

peptid-nukleinsav

kissejtes tiudérak

40-es majomvirus
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SZEKVENCIALISTA
(210) 1
(211) 15
(212) DNS
(213) Mesterséges szekvencia
(220)
(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: az L-myc gén

antiszensz oligodezoxinukleotidja

(400) 1

gtagtccatg tccgc 15

(210) 2

(211) 15

(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: az L-myc gén

antiszensz oligodezoxinukleotidja

(400) 2

gcggacatgg actac 15
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Lipidvezikula, amely fizioldégids pH-n nettdé pozi-
tiv toltéssel rendelkezd, kétrétegd membrant tartalmaz,
amely vezikula tartalmaz még legalabb egy fuziogén
peptidet, amely nem Sendai-virusbdl szarmazdé hemagglutinin,
amelynek hatasara a célsejt receptorkozvetitett fagocitdzis
vagy endocitdzis révén internalizdlja a vezikulat, azzal
jellemezve, hogy a vezikulamembrdn a Osszes membranlipid
tomegéhez viszonyitva 5-30%-ban 1,3-dioleoiloxi-2- (6-
karboxi-spermil)-propilamidot (DOSPER) tartalmaz, 95-70 to-
meg%-ban pedig egyéb lipideket, ezen belil
foszfatidilkolint (PC) vagy annak egy szarmazékat és adott
esetben foszfatidiletanolamint (PE) és/vagy a DOSPER-té1
eltérd kationos lipideket.

2. Az 1. igénypont szerinti vezikula, amely tartalmaz
még eqgy célsejtekbe Dbejuttatni kivant hatdanyagot vagy
anyagot, amely hatdanyag vagy anyag eldnydsen negativ tol-
tésd és kiilonésen az alédbbiak barmelyike: eqy festék, egy
nyomkdvetd anyag, egy kozmetikai hatdanyag, egy gydgyasza-
tilag vagy bioldgiailag aktiv anyag és egy nukleinsavanyagq.

3. A 2. igénypont szerinti vezikula, amelyben a ki-
vant hatdanyag vagy anyag egy nukleinsavanyag, amely az
aldbbiak barmelyike: rovidladncu DNS vagy RNS, dezoxiribo-
nukleotidok, oligodezoxiribonukleotidok, oligodezoxiribo-
nukleotid-szelenoatok, oligodezoxiribonukleotid-foszforo-
tioatok, oligodezoxiribonukleotid-foszforamidatok, oligo-

dezoxiribonukleotid-metilfoszfonadtok, peptid-nukleinsavak,
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ribonukleotidok, oligoribonukleotidok, oligoribonukleotid-
foszforotioatok, 2'-Ome-oligoribonukleotid-foszfatok, 2'-
Ome-oligoribonukleotid-foszforotiodtok, ribozimek, gének,
plazmidok és vektorok.

4. Az 1-3. igénypontok béarmelyike szerinti vezikula,
amelyben a kivant hatdanyag vagy anyag egy nukleinsavanyag,
€s a vezikula 1 pg DOSPER-enként 0,03-0,01, elénydsen
0,045-0,065 pg nukleinsavanyag mennyiségben tartalmazza a
nukleinsavanyagot.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti vezikula,
amelynek &tlagos atmérdéje 120-180 nm.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti vezikula,
amely tartalmaz még legalabb eqgy, a vezikulamembranhoz kap-
csolt sejtspecifikus markert.

7. A 6. igénypont szerinti vezikula, amelyben a
vezikulamembran tartalmaz még foszfatidiletanolamint (PE)
és egy bifunkcidés keresztkotdt, amely egyik kotShelyével a
PE egy szabad aminocsoportjdhoz kapcsoldédik, masik kdtéhe-
lyével pedig a sejtspecifikus markerhez.

8. A 6. vagy 7. igénypont szerinti vezikula, amelyben
a sejtspecifikus marker eqgy biolbégiailag aktiv fehérje,
amely célsejtek receptoraihoz kotddik és az alabbiak barme-
lyike: egy antitest, egy antitestfragmens, egy citokin és
egy novekedési faktor.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti vezikula,
amelyben a hemagglutinin az aldbbi virusok barmelyikébdl
szarmazik: rhabdovirus, 1III. tipusi parainfluenzavirus,

Semliki Forest virus és togavirus.



X XYY -
e ve .
L] 3
L] . o . (]
oo ese oeee eoe 000

ce oo

- 36 -

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti vezikula,
amelyben a vezikulamembran az Osszes membrdnlipid tomegéhez
viszonyitva 10-30, eldénydsen 20-25%-os koncentraciéban
DOSPER-t tartalmaz.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike Szerinti
vezikula, amelyben a vezikulamembran az Osszes membranlipid
tomegéhez viszonyitva 25%-0s mennyiségben DOSPER-t tartal-
maz és 75%-os mennyiségben PC-t, eldénydsen dioleoil-
foszfatidilkolint (DOPC) .

12. Készitmény, amely az 1-11. igénypontok barmelyike
szerinti, egynél tobb vezikulat tartalmaz egy megfeleld
hordozdéban, kozmetikai, gydgyaszati vagy diagnosztikai al-
kalmazéasokra.

13. Eljaras az 1. igénypont szerinti 1lipidvezikula
eldallitasara, azzal jellemezve, hogy:

a) eldallitunk egy pufferoldatot, amely tartalmaz egy
nemionos detergenst, tovabba DOSPER-t és egyéb lipideket,
és legalédbb egy aktiv fuziogén peptidet, amely nem-Sendai-
virusbél szarmazdé hemagglutinin, és amelynek hatasara a
célsejt receptorkdzvetitett fagocitdzis vagy endocitdzis
révén internalizédlja a vezikulakat;

b) ugy allitjuk be a lipidkoncentraciét, hogy a
DOSPER koncentracidja az Osszes membranlipid tomegéhez vi-
szonyitva 5-30% legyen, az egyéb lipidek - foszfatidilkolin
(PC) vagy annak egy szdrmazéka és adott esetben
foszfatidiletanolamin (PE) és/vagy a DOSPER-t&l eltérd ka-

tionos lipidek - arédnya pedig 95-70 tomeg% legyen; és
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c) dializissel vagy mikrohordozé gyéngyoket tartalma-
z6 oldattal vald kezeléssel eltavolitjuk a detergenst, mi-
altal kialakitjuk a pozitiv t&ltési lipid—kettésréteg
vezikuldkat.

14, A 13, igénypont szerinti eljarads, azzal jellemez-
ve, hogy beépitjiik a vezikulédkba egy célsejtekbe bejuttatni
kivant hatéanyag vagy anyag egy adott mennyiségét, amelyben
a kérdéses hatéanyag vagy anyag eldnyésen negativ to6ltésd
és kiiléndsen az alabbiak barmelyike: egy festék, egy nyom-
kévetd anyag, egy kozmetikai hatéanyag, eqgy gyégyészatilag
vagy biolégiailag aktiv anyag és egy nukleinsavanyag.

15. A 13. vagy 14. igénypont szerinti eljards, azzal
Jjellemezve, hogy eléallitunk foszfatidiletanolaminbél, eqgy
bifunkciés keresztksétdbsl és egy sejtspecifikus markerbdl
allé konjugalt molekulakomplexeket oly médon, hogy a bi-
funkcidés keresztkstd egyik kétdhelyével a PE egy szabad
aminocsoportjahoz kapcsolédik, masik kotéhelyeéevel pedig a
sejtspecifikus marker egy tiolcsoportijahoz kapcsolédik, el-
tavolitjuk a nem konjugalt anyagot és hozzaadjuk a
molekulakomplexeket az a) lépésben eldallitott oldathoz.

16. A 14. vagy 15. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a kivant hatéanyag vagy anyag beépitését
ugy végezzik, hogy a kivant hatéanyagot vagy anyagot hozza-
adjuk az a) lépésben elddllitott oldathoz, majd a c) lépés-
ben kialakitjuk a hatdanyagot vagy anyagot tartalmazé

vezikulakat.
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17. A 14. vagy 15. igénypont szerinti eljaréas, azzal
jellemezve, hogy a kivant hatdéanyag vagy anyag beépitését a
vezikuldkba ugy végezziik, hogy a c) lépésben eldallitott
vezikulakhoz hozzaadjuk a kivant hatdanyagot vagy anyagot,
majd az igy kapott elegyet szonika&ljuk, hogy igy beépitsiik
a hatdanyagot vagy anyagot a vezikuldkba, majd a be nem
éplilt anyagot - eldénydsen gélfilt:éléssal - eltavolitjuk.

17. A 14. vagy 15. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a kivant hatbdanyag vagy anyaqg beépitését a
vezikulakba ugy végezzilk, hogy a c) lépésben elSallitott
vezikuldkhoz a kivant hatdanyagot vagy anyagot tartalmazéd
pozitiv toéltésd lipidkomplexeket vagy liposzémékat adunk,
majd az igy kapott elegyet szonikaljuk, hogy igy &sszefuzi-
onadljuk a lipidkomplexeket vagy liposzémakat a vezikuldkkal
és bevigyik a hatdanyagot vagy anyagot a vezikulékba.

19. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a pozitiv toltésl lipidkomplexek vagy liposzémak
teljes lipitartalmukhoz viszonyitva 50-100 témeg%-ban
DOSPER-lipidet tartalmaznak.

20. A 15-19. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy sejtspecifikus markerként az alabbi-
ak barmelyikét alkalmazzuk: egy antitest, egy antitest-
fragmens, egy citokin és egy novekedési faktor.

21. A 14-20. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a kivant hatdanyagként vagy anyag-
ként egy nukleinsavanyagot alkalmazunk, amely az alabbiak
barmelyike: révidlancu DNS vagy RNS, dezoxiribonukleotidok,

oligodezoxiribonukleotidok, oligodezoxiribonukleotid-
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szelenoatok, oligodezoxiribonukleotid-foszforotioatok,
oligodezoxiribonukleotid-foszforamidatok, oligodezoxiribo-
nukleotid-metilfoszfonadtok, peptid-nukleinsavak, ribonukle-
otidok, oligoribonukleotidok, oligoribonukleotid-foszforo-
tioatok, 2'-OMe-oligoribonukleotid-foszfatok, 2'-0OMe-
oligoribonukleotid-foszforotioatok, ribozimek, gének,
plazmidok és vektorok.

22. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a nukleinsavanyagot 0,03-0,01, eldnydsen 0,045-
0,065 nug nukleinsavanyag per 1 pug DOSPER-1lipid koncentraci-
6ban épitjlik be a viroszdédmakba.

23. A 13-22. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy nemionos detergensként oktaetilén-
glikol-monododecilétert (C;zEg) () vagy n-oktil-oligooxieti-
l1ént alkalmazunk.

24. A 15-23. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy keresztkotd szerként egy
heterobifunkcibés szerves molekuldt alkalmazunk, amely tar-
talmaz legaldbb egy maleimido- és legaldbb egy karboxi-
csoportot, és eldnybsen az aldbbiak barmelyike: bisz-N-
szukcinimidil-szarmazékok és fotoaktivalhatd szukcinimidil-
szarmazékok.’

25. Az 1. igénypont szerinti vezikula alkalmazasa egy
készitmény elddllitasara kozmetikai, diagnosztikai vagy or-
vosi felhasznalasokhoz, kiiléndsen egy kivant hatbanyag vagy
anyag nyugvd vagy proliferdld célsejtekbe td6rténd bevitelé-

re.
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26. A 25. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelle-
mezve, hogy a <célsejteket 1Iin vitro a vezikuldkkal
inkubdljuk és az inkubdlt célsejteket adott esetben bevisz-
szik egy €18 szervezetbe in vivo.

27. A 25. vagy 26. igénypont szerinti alkalmazas, az-
zal jellemezve, hogy a célsejt az alabbiak barmelyike: ra-
kos sejtek, leukémias sejtek és virusfertfzott sejtek.

28. A 27. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelle-
mezve, hogy a vezikuldkkal torténd inkubalas soran csdkken
a célsejtek metabolikus vagy proliferativ aktivitéasa.

29. A 25-28. igénypontok barmelyike szerinti alkalma-
zas, azzal jellemezve, hogy a kivant hatdanyag vagy anyag
eqy nukleinsavanyag, amely tartalmaz legaléabb eqgy
antiszensz oligonukleotidot, elénydsen egy olyan antiszensz
oligonukleotidot, amely protoonkogén- vagy onkogén-kédolt

mRNS-re specifikus.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
Su—
Dr. Svingor Adam

szabadalmi gyvivéd
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