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KIVONAT

A talilméany targyét retrovirusvektorok képezik, tobbek
kozott egy olyan vektor, mely promoter konverzion
megy keresztiill (ProCon-vektor). A taldlmény térgyét
képezik tovabba retroviralis vektorrendszerek, melyek-
nek elsd komponense egy retrovirusvektor, mésodik
komponense pedig egy csomagolé-sejtvonal, amely leg-
aldbb egy, az emlitett retrovirusvektor becsomagolési-
hoz sziikséges fehérjéket kodold retrovirdlis vagy re-
kombinéns retrovirélis konstrukciét tartalmaz.

A taldlmény targyit képezi tovabbé egy célzott gén-
bevitelre szolgil6 eljiras, melynek sordn a vektorrend-

A leiras terjedelme 20 oldal (ezen beliil 10 lap abra)

szer segitségével el6éllitott rekombinans retrovirus-
részecskékkel célsejteket fertGznek.

A taldlmény targyéat képezik tovabbi a talalmany
szerinti retrovirusvektorok €s retrovirdlis vektorrendsze-
rek alkalmazisai példdul gyogy4szati készitmények elé-
4llitdsdra, valamint olyan gydgyaszati készitmények,
melyek a taldlméany szerinti rekombindns retrovirus-
részecskéket terdpidsan hatékony mennyiségben tartal-
mazzik,

A taldlmény szerinti megoldas elsGsorban célzott
génterdpia sordn torténé génbevitelre alkalmas.
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A taldlmény targyét retrovirusvektorok képezik, tobbek
kozott egy olyan vektor, mely promoter konverzién
megy keresztiil (ProCon-vektor). A taldlméany targyat
képezik tovabba retrovirdlis vektorrendszerek, melyek-
nek els6 komponense egy retrovirusvektor, méasodik
komponense pedig egy csomagolé-sejtvonal, amely leg-
alébb egy, az emlitett retrovirusvektor becsomagolésa-
hoz sziikséges fehérjéket kddold retrovirdlis vagy re-
kombinéns retroviralis konstrukcidt tartalmaz.

A taldlmény térgyét képezi tovdbbé egy célzott gén-
bevitelre szolgald eljaras, melynek sordn a vektorrend-
szer segitségével elbéllitott rekombindns retrovirus-
részecskékkel célsejteket fertdznek.

A taldlmény tirgyat képezik tovibba a taldlméany
szerinti retrovirusvektorok és retrovirélis vektorrendsze-
rek alkalmazdsai példiul gyogydszati készitmények el6-
éllitdsara, valamint olyan gyégyészati készitmények,
melyek a taldlmany szerinti rekombinans retrovirus-
részecskéket terdpidsan hatékony mennyiségben tartal-
mazzik.

A taldélmény szerinti megoldas elsGsorban célzott
génterdpia soran torténé génbevitelre alkalmas.

Retrovirusvektorok génterdpidban val6 alkalmaz4sa-
nak jelent8s figyelmet szenteltek, és jelenleg mind az
USA-ban, mind Eurépdban szdmos elfogadott kezelési
el6iratban ez a vélasztott médszer terdpids gének bevite-
lére [Kotani és munkatérsai, (1994)]). Ezen kezelési
elBiratok legtobbje azonban megkoveteli, hogy a célsej-
tek a terdpids gént hordoz6 retrovirusvektorral torténd
fertbzése in vitro torténjék, és a sejteket az érintett sze-
mélybe juttassdk vissza [Rosenberg és munkatérsai,
(1992), 6sszefoglalo munkaként 14sd: Anderson,
(1992)]. Az ilyen ex vivo génterdpids protokollok ides-
lisak a gyOgy4szati koriilmények korrekcidja szempont-
jdbol, amely koérlilmények kozott a célsejt-populécid
konnyQszerrel izoldlhaté (mint példiul a limfocitik).
Réadasul a célsejtek ex vivo fertGzése lehetdvé teszi
nagy mennyiségil viruskoncentritum bevitelét, amit al-
kalmazis elStt alaposan tesztelni lehet biztonsagi szem-
pontb6l.

Sajnos, a génterdpids alkalmazisoknak csupén egy
részében szerepelnek olyan célsejtek, amelyeket
konny(szerrel lehet izolalni, tenyészteni, majd Gjra
visszajuttatni. Raad4sul a komplex technologia és az eh-
hez jarulé magas koltségek jelent6s mértékben akada-
lyozzék az ex vivo génterdpia alkalmazisinak elterjedé-
sét vilagszerte. A jov8 konnyen kivitelezhetd és koltség-
takarékos génterapidja in vivo megkozelitést kovetel
meg, amelyben a virusvektort, vagy a virusvektort ter-
mel6 sejteket kozvetleniil adjuk be a betegnek injekcid,
vagy a retrovirusokat termel6 sejtek egyszeril beiilteté-
se segitségével.

Ez a fajta in vitro megkozelités természetesen sz4-
mos 0j problémét vet fel. Mindenekel6tt és mindenekfe-
lett a biztonsdgi megfontoldsokat kell szem el6tt tarta-
nunk. Virusokat fogunk termelni, amelyek elképzelhe-
16, hogy beiiltetett virustermel6 sejtekbGl szdrmaznak,
és nem lesz lehetGség arra, hogy a termelt virusokat el6-
zetesen leellendrizziik. Fontos tudatdban lenni a — beha-
tarolhaté — kockdzatnak, amely egy ilyen rendszer al-
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kalmazésdval jar éppGgy, mint megkisérelni olyan 1j
rendszereket el8éllitani, amelyek minimumra csokken-
tik ezt a kockazatot.

A retrovirdlis rendszerek két komponensbdl 4llnak

(1. 4bra):
1. a retrovirusvektor maga egy mddositott retrovirus
(vektorplazmid), amelyben a virusfehérjéket kodold gé-
neket teripids génekkel és markergénekkel helyettesitet-
tiink, amelyeket a célsejtbe kivanunk bejuttatni. Mivel a
virusfehérjéket k6dol6 gének helyettesitése hatékonyan
bénitja a virust, igy azt meg kell menteniink a rendszer
mésodik komponensével, amelyik a hidnyz6 virusfehér-
jéket biztositja a modositott retrovirus szdméra.

A miasodik komponens: ‘

2. egy nagy mennyiségli virusfehérjét termel6 sejtvo-
nal, amelynek azonban nincs meg az a képessége, hogy
replikéciora képes virusokat termeljen. Ez a sejtvonal
csomagolé-sejtvonalként ismert, és egy méasodik plaz-
middal transzfektalt sejtvonalbdl 4ll. Ez a plazmid a m6-
dositott retrovirusvektor becsomagol6ddsat lehetdvé
tevd géneket hordoz.

Egy becsomagolt vektor el8allitdsdhoz a vektorplaz-
midot a csomagolé-sejtvonalba juttatjuk be transzfek--
ciéval. Ilyen korilmények kozott a médositott retro-
virusgenom, beleértve a terdpids és markergéneket is,
atirédik a vektorplazmidrél, és a modositott retrovirus--
részecskékbe csomagolédik be (rekombindns virusré--
szecskék). Ezt a rekombindns virust hasznéljuk fel az-:
utdn, hogy célsejteket fertGzziink, amelyekben a vektor:
genomja és a hordozott marker- vagy a terdpids gének .«
integralodnak a célsejt DNS-ébe. Egy sejt, amelyet egy -
ilyen rekombindns virusrészecskével fertSztiink, nem
tud 4j vektorvirusokat termelni, mivel ezekben a sejtek--
ben nincsenek jelen virusfehérjék. A vektor DNS-e
azonban, amely a terdpids és a markergéneket hordoz-
za, integralodik a sejt DNS-ébe, és most mér a fertGzott
sejtben expresszéltathatd.

A retrovirusgenom provirus formdjénak lényegében
random integrdlédasa a fert6zott sejt genomjiba
[Varmus, (1988)] szdmos celluldris protoonkogén azo-
nositasdhoz vezetett inszerciés aktivitdsuk révén
[Varmus, (1988); van Lohuizen és Berns, (1990)). Aza
lehet8ség, hogy egy hasonlé mechanizmus esetleg kii-
lonféle rakokat okozhat betegekben, akiket valamilyen
kordbban mér meglev8 gyégyitand6 allapot kezelésére
sz4nt terdpids gént hordozd vektorral kezeltek, visszaté-
18 etikai problémat vetett fel. A legtobb kutaté egyetér-
tene abban, hogy annak val6sziniisége, hogy egy repli-
kécié szempontjédbdl hidnyos retrovirusvektor, éppugy,
mint birmely jelenleg hasznélatos egy olyan cellularis
génbe vagy annak kozelébe épiiljon be, amely a sejtek
prolifericiéjanak kontrolljéban jatszik szerepet, elenyé-
szben kicsi. Azonban szintén 4ltalinosan feltételezik
azt is, hogy egyetlen fert6zési eseményb6! kiindulva
egy replikiciora képes retrovirus-populécié robbanés-
szer(i expanziGja végiil is elegend$ integralodasi ese-
ményt hoz létre ahhoz, hogy egy ilyen fenotipusos in-
tegrilodast nagyon is reédlis lehetdséggé tegyen.

A retrovirusvektor-rendszerek optimalizdlva van-
nak abb6l a szempontb6l, hogy minimumra csokkent-
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sék a replikdciéra képes virusok jelenlétének esélyét.
Jol dokumentélt azonban az a tény, hogy a retrovirus-
vektor-rendszer komponensei k6zotti rekombinécios
események potencidlisan patogén replikéciora képes vi-
rus keletkezéséhez vezethetnek, és a vektorrendszerek
szamos generdcidjat alkottdk meg, hogy csokkentsék a
rekombindcionak ezt a kockazatit [Salmons és Giinz-
burg dsszefoglalé munkéja, (1993)].

Az in vivo génteripia alkalmazisét tekintve figye-
lembe kell venniink tovabbd — mind biztonsagi, mind
tisztdn gyakorlati néz8pontbdl — a retrovirusvektor cél-
ba juttatdsinak problémdjit. Vilagos, hogy a vektorok
hordozta terdpids gének jobb, ha csupén a kivant célsejt-
ben expresszalodnak, és nem el6nyds, ha valogatés nél-
kiil minden szdvetben és sejtben teszik ezt. Ez kiilono-
sen akkor fontos, ha a bejuttatand6 gének toxinok gén-

- jei, amelyek specifikus tumorsejtek eltivolitisit céloz-
zdk. Egyéb, nem célsejtek eltavolitdsa nyilvanvaléan
nagyon nem kivénatos.

Szamos retrovirusvektor-rendszert leirtak, amelyek
feltehetfleg lehetdvé teszik a hordozott terdpids gének
célba juttatasat [Salmons és Giinzburg, (1993)]. Ezen
megkozelitések legtobbje magiban hordozza vagy az
infekcids események el6zetesen meghatérozott sejttipu-
sokra valé korlétozisat, vagy heterolég promoterek al-
kalmazisit, amelyek a kapcsolt heterol6g terdpias vagy
markergének expresszidjit specifikusan meghatirozott
sejttipusokban teszik lehetfvé. Olyan heterolég promo-
tereket alkalmaznak, amelyek a kapcsolt gének exp-
ressziOjit csupén olyan sejttipusokban vezérlik, ame-
lyekben ez a promoter normélis esetben aktiv. Ezeket a
promotereket el6zetesen marker- vagy terpias gének-
kel egyiitt inszertdljdk a retrovirusvektor belsejébe, a
gag, a pol vagy az env gének helyére.

Az ezeket a géneket szegélyezd retroviralis ,,.Long
Terminal Repeat” (LTR, hosszi terminalis ismétlédés)
hordozza a retrovirdlis promotert, amelyik é4ltaléban
nem specifikus abbol a szempontbol, hogy sok kiilonbo-
26 sejttipusban képes az expresszid vezérlésére
[Majors, (1990)]. Promoter interferencidt irtak le az
LTR promoter és a heterolog belsS promoterek kozott,
mint amilyenek a fent emlitett szovetspecifikus promo-
terek. Ismert rdadésul, hogy a retrovirdlis LTR-ek er8s
enhanszereket tartalmaznak, amelyek vagy figgetlenil,
vagy a retrovirdlis promoterrel egyiitt képesek befolyé-
solni a cellularis gének expresszidjét a retrovirus integ-
ralédasi helye kozelében. Ermrdl a mechanizmusrél ki-
mutattak, hogy hozz4jarul tumorok keletkezéséhez alla-
tokban [van Lohuizen és Bems). Ezek a megfigyelések
Osztonozték az onmagukat inaktivalé vektorok (,,Self-
Inactivating-Vectors”, SIN) kifejlesztését, amelyekben
a retrovirdlis promoterek funkcionalisan inaktivalod-
nak a célsejtekben (PCT WO94/29437). Az emlitett
vektorokat tovabb médositottik példaul a promotergén
expresszios egységek LTR régidba torténé inszercidja-
val, és igy ligynevezett kettds kopidjh (,,double copy™)
vektorokat llitottak el6 (PCT WO089/11539). Az ilyen
vektorokban azonban a heterolog promoter kozvetleniil
kapcsolva van a marker/terapias génhez, akar a vektor
belsejébe, akar az LTR-régiOba inszertdltdk azt.
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A korabban leirt, fent ismertetett — egy deletalt 3° —
LTR-t (PCT W094/29437) hordoz6 — SIN-vektor ezen-
feliil egy olyan er8s heterolég promotert hasznosit,
mint a citomegalovirusé (,,Cytomegalvirus”, CMV) a
retrovirdlis 5’ LTR-promoter (U3-mentes 5° LTR) he-
lyett, hogy a vektorkonstrukci6 expressziojat vezérelje
a csomagol6-sejtvonalban. A 3’-LTR-ben (PCT
'W094/29437) ugyanakkor tartalmaz egy heterolég po-
liadenilcids jelet is.

A taldlmany szerinti megoldas kidolgozisakor célul
tiztiik ki egy olyan uj retrovirlis vektor el64llitdsét,
amely biztonsigos génétviteli eszkozként alkalmazhat6
célzott génterdpia sordn, és amelynek a csomagold
konstrukcidval torténé rekombindciéra valé hajlama
erGsen redukalt. Ez az (ij vektor a 3° LTR-ben heterolog
promotert és/vagy regulacios elemeket hordoz, amelyek
az infekcié utdn megdupléz6dnak és a célsejtben az 5°
LTR-be helyez6dnek 4t végiil is kontrolldlva a mar-
ker/terdpias gének expresszidjat, amelyek nincsenek

kozvetleniil kapcsolva a promoterhez, hanem inkébb a -

vektor belsejébe vannak inszertdlva. Ezek a vektorok

nem mennek 4t Oninaktiviciéon — ehelyett dtmennek -

azonban promoterkicserél8désen, ezért ProCon-nak ne-

vezziikk Gket, ami a promoterkonverzié (,,Promoter -

Conversion”) roviditése.

Mivel a promoterkonverzié nem eredményez 6n--
inaktivacift, a retrovirusvektor transzkripcié szempont-.
jabol aktiv lesz a célsejtben. Mindazondltal mindkét :.
LTR nagymértékben heterolég promoter, illetve enhan--
szer szekvencidkbdél fog 4llni a célsejtben. Ez csokkenti
majd a val6sziniségét annak, hogy az integralédott vek-+
tor a célsejtben hosszi idS alatt ugyanigy inaktivaléd-

jon, ahogy azt hagyoményos vektorok esetében lefrtak .
[Xu és munkatéarsai, (1989)], valamint csokkenti az en-
dogén retrovirus-szekvencidkkal valé rekombindci6

esélyét is, amely potencidlisan patogén replikiciéra ké-
pes virusokat eredményezhetne. fgy tehit n6 a rendszer

biztonsagossiga.

A taldlmény szerinti megold4s sordn a retrovirus-
vektor-konstrukcié 5’-LTR-ét nem médositottuk, és a
virdlis vektor expresszi6jt a csomagol6sejtekben a nor-
malis retroviralis U3-promoter vezérli. A normaélis ret-
rovirdlis poliadenildcié megengedett, és a 3°-LTR nem
tartalmaz heterolog poliadenilécios jelet. Ennek az in
vivo génterapids stratégidk kidolgozésa sordn lényeges
a szerepe, mivel a virus normélis fiziol6gids szabdlyozi-
sa a normalis virédlis promoter révén — esetleg az adeni-
lacié normélis virdlis kontrolljat is beleértve — hossz(
id6n keresztiil érvényre jut in vivo mikdzben a csoma-
golosejtek rekombindns virusokat termelnek.

Ennek az j retroviralis vektornak tovabbi médosita-
sa elGrevetiti a lehetGségét celluldris szekvencidk beépi-
tésének heterolog promoter és/vagy regulicios elemek
helyett. Ez nagyobb szelektivitst kell hogy jelentsen a
celluléris szekvencidkkal torténd helyspecifikus rekom-
binacidé sordn igy lehetGvé téve a retrovirusvektorok a
gazdasejt genomjanak adott helyére val6 integraloddasa-
nak elérését [Saller, (1994)].

A taldlmény szerinti megoldés emlitett és egyéb cél-
jait a talAlmény targyat képez6, promoterkonverzion ke-
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resztiilmeno retrovirusvektor valositja meg, amely vek-
tor az aldbbi Osszetevfket tartalmazza: egy U3-R-
US szerkezeti 5°-LTR-régiét; egy vagy tobb koédold
vagy nemkédolé szekvenciat; valamint egy teljesen
vagy részben deletdlt U3-régiét tartalmazé 3’-LTR-ré-
giot, amelyben az emlitett U3-régiét egy polilinker
szekvencidval helyettesitettiik, melyet az R- és az US-
régid kovet.

Az emlitett polilinker szekvencia legalabb egy rest-
rikci6s hasitési helyet hordoz, és elénydsen a heterolég
DNS-fragmens legaldbb egy inszertjét tartaimazza. Az
emlitett heterolég DNS-fragmenset elénydsen az exp-
resszi6 szempontjabol elénydsen célsejtspecifikus regu-
lacibs elemek és a promoterek koziil valasztjuk ki, de le-
het olyan DNS-fragmens is, amely nem bir szabélyoz6
funkciéval.

Az emlitett heterolog DNS-fragmens el6ny6sen ho-
molog egy vagy tobb cellularis szekvencidval. A regulé-
ciés elemek és a promoterek elénydsen tavolba hatd
(,,transacting”) molekuldkkal szabalyozhatok.

A taldlmény szerinti megoldas tovédbbi céljai, jelleg-
zetességei és elbnyei nyilvanvaléak lesznek a taldl-
mény elényds megvaldsitisi modjainak soron kovetke-
26 leirdsdbol.

A célsejtspecifikus regulicios elemek és promoterek
az aldbbiak lehetnek: savéeredeti savas fehérjére
(.,Whey Acidic Protein”, WAP), egér-emlétumorvirusra
(,Mouse Mammary Tumour Virus”, MMTV), B-
laktoglobulinra és kazeinre specifikus regulicios elemek
és promoterek, hasnydlmirigy-specifikus regulécios ele-
mek és promoterek, beleértve a szénsav-anhidraz-1I és a
B-gliikkokindz reguldci6s elemeit és promotereit,
limfocitaspecifikus reguldcios elemek és promoterek be-
leértve immunglobulin é&s MMTV-limfocitaspecifikus re-
gulicios elemeket és promotereket, vagy olyan MMTV-
specifikus reguliciés elemek és promoterek, amelyek
gliikokortikoid hormonokra valé érzékenységet biztosita-
nak vagy amelyek az expressziot specifikusan az eml6-
mirigyben vezérlik. Az emlitett reguldcios elemek és pro-
moterek el6nyosen szabdlyozzik az emlitett retrovirus-
vektor kodoldszekvencidi koziil legalabb egynek az exp-
ressziojit. Az LTR-régidk példdul a kovetkezbk lehet-
nek: az egér-leukémiavirus (,,Murine Leukaemia Virus”
MLYV), az egér-emlétumorvirus (,,Mouse Mammary Tu-
mour Virus”, MMTYV), az egér-szarkdmavirus (,,Murine
Sarcoma Virus”, MSV), az immunhiényos tiinetegyiit-
test okozd majomvirus (,,Simian Immunodeficiency
Virus”, SIV) az emberi immunhidnyos tiinetegyiittest
okoz6 virus (,,Human Immunodeficiency Virus”, HIV),
az emberi T-sejtes leukémidt okozd virus (,,Human T-
cell Leukaemia Virus”, HTLV), az immunhi4nyos tiinet-
egyiittest okoz6é macskavirus (,,Feline Immunode-
ficiency Virus”, FIV), a macska-leukémiavirus (,,Feline
Leukaemia Virus”, FELV), a marha-leukémiavirus
(,Bovine Leukaemia Virus”, BLV) vagy a Mason-
Pfitzer-féle majomvirus (,,Mason-Pfitzer-Monkey
Virus”, MPMV) LTR-régi6i.

A retrovirusvektor eldnydsen vagy egy BAG-viru-
son [Price és munkatarsai, (1987)} vagy egy LXSN-
viruson alapul [Miller é&s Rosman, (1989)].
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A kodolészekvencia elényosen a kovetkezSk koziil
barmelyik lehet: markergének, teripids gének, antivira-
lis gének, antitumorgének vagy citokingének.

Az emlitett marker- és terdpids gének el6nydsen a
kovetkez6k lehetnek: B-galaktozidaz génje, neomincin-
gén, herpesz szimplex virus timidin kindz génje, puro-
micingén, citozin deamindz génje, hygromicingén,
szekretélt alkalikus foszfatiz génje, guanin foszforibo-
zil transzferaz (gpt) génje, alkohol-dehidrogenaz génje
vagy a hipoxantin foszforibozil transzferaz (HPRT)
génje. :

A taldlmény szerinti megoldds egy misik megval6-
sitdsi mddja szerint igy jarhatunk el, hogy megvéltozta-
tunk vagy részlegesen deletdlunk legaldbb egy retro-
virdlis szekvenciit, ami a retrovirusok integralodasa-
hoz sziikséges. ‘

A taldlmény egy tovabbi megvaldsitdsi modja egy
retrovirusvektor-rendszer, amelynek elsé komponensét
egy retrovirusvektor képezi, amint azt fent leirtuk, ma-
sodik komponense pedig egy csomagolo-sejtvonal,
amely legaldbb egy retrovirdlis vagy rekombinéns
retrovirdlis konstrukci6t tartalmaz, amely olyan fehér-
jéket kodol, amelyek az emlitett retrovirusvektor becso--
magolasihoz sziikségesek.

A csomagolé-sejtvonal egy olyan retrovirdlis vagy
rekombindns retrovirdlis konstrukciét tartalmaz, amely:
azokat a retroviralis fehérjéket tartalmazza, amelyeket
az emlitett retrovirusvektor nem kédol. A csomagol6--
sejtvonal elényosen a kovetkezd lehet: psi-2, psi-»

Crypt, psi-AM, GP+E-86, PA317 és GP+envAM-12,~
vagy ezek barmelyike olyan rekombindns konstruk--

ciokkal transzfektélva, amelyek lehetdvé teszik més be—
csomagolt virusok felszini fehérjéinek expressziojat.

A talélmény egy mésik megvaldsitisi médja maga-
ban foglalja egy csomagol6-sejtvonal alkalmazdsat,
amely sejtvonal egy az integraz funkcidban hidnyos re-
kombinéns retrovirélis konstrukci6t tartalmaz.

Miutdn a taldlmény szerinti retrovirdlis vektort a
fent leirtak szerint bejuttattuk egy retrovirust csoma-
gol6-sejtvonalba, valamint a célsejt fert6zése utin —
amint azt fent szintén leirtuk — egy retrovirdlis provirus
keletkezik, amelyben az emlitett polilinker és barmi-
lyen szekvencia, amit a 3’-LTR-régioban levé emlitett
polilinkerbe inszertilunk, megduplazédik ‘a fertdzott
célsejtben a reverz transzkripcié folyamata sordn, és a
kapott provirusnak mind a 3°-LTR-, mind az 5’-LTR-ré-
gidjdban megjelenik.

A taldlmany targyat képezi a taldlmany szerinti
retrovirdlis provirus mRNS-e, valamint barmely RNS,
amely egy a taldlmany szerinti retrovirusvektorbol szar-
mazik.

A taldlmany egy tovabbi megvaldsitisi médja egy
nem terépiés eljirds homoldg és/vagy heterolég nukleo-
tidszekvencidk bejuttatisara emberi vagy allati sejtekbe
in vitro vagy in vivo, amely egy a taldlmany szerinti
retrovirusvektor-rendszer csomagold-sejtvonaldnak a
talalmany szerinti retrovirusvektorral torténé transzfek-
talasabol, és a célsejt-populici6 a csomagol6-sejtvonal
4ltal termelt rekombinans retrovirusokkal val6 fert6zé-
sébdl all. A nukleotidszekvencidk lehetnek fehérjéket
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kodolé gének vagy azok részei, szabdlyozé szekven-
cidk vagy promoterek.

A retrovirusvektort, a retrovirusvektor-rendszert és
a retrovirdlis provirust, valamint annak RNS-ét alkal-
mazzuk egy génterépisban hasznalhat6 gybgyaszati ké-
szitmény elGallitisira emlGsokben, az embert is bele-
értve. Tovabba ugyanezeket alkalmazzuk homolé6g cel-
luléris szekvencidkba torténd célzott integralodas érde-
kében.

A taldlmény szerinti megoldas megvaldsitisa sordn
a retrovirusokra jellemz6 promoterkonverzié elvét al-
kalmazzuk.

A retrovirusgenom egy RNS-molekulab6l 4ll,
amelynek szerkezete a kovetkez6: R-U5-gag-pol-env-
U3-R (2. 4bra). A reverz transzkripcié folyamata sordn
az U5-régi6 megduplazddik, és az j szakasz a keletke-
zett DNS-molekula jobb oldali végén helyezkedik el,
mig az U3-régié szintén megduplizddik és az 0j sza-
kasz a keletkezett DNS-molekula bal oldali végén he-
lyezkedik el (2. 4bra). Az igy keletkezett U3-R-
U5 struktirat LTR-nek (hosszi termindlis ismétlGdés-
nek, angolban ,.Long Terminal Repeat”™) nevezziik, és
igy a provirus DNS-szerkezetének két vége azonos és
ismétl6d6 [Varnus, (1988)]. Az U3-régi6 a provirus bal
oldali végén tartalmazza a promotert (lasd lent). Ez a
promoter vezérli az RNS transzkriptum szintézisét, ami
a bal oldali U3-régi6 és az R-régi6 hatirdn kezd8dik, és
a jobb oldali R- és US-régié hatirin fejez8dik be
(2. 4bra). Ez az RNS csomagol6dik be retrovirus-ré-
szecskékké és transzportalédik a fertdzend6 célsejtbe.
A célsejtben az RNS ismét reverz méodon &tirddik,
amint azt fent leirtuk.

A taldlmény szerinti megoldés megvalOsitisa soran
egy retrovirusvektort készitiink, amelyben a jobb oldali
U3-régidt megvéltoztatjuk (3. 4bra), de a bal oldali U3-
régidt valtozatlan formaban hagyjuk (3. 4bra). A vektor
normélis médon 4tirédhat RNS-sé a normélis, bal olda-
li U3-régidban elhelyezked§ retrovirélis promotert hasz-
nélva (3. dbra). A keletkezett RNS azonban csak a meg-
véltoztatott jobb oldali U3-struktirat tartalmazza. A fer-
t6zott célsejtben a reverz transzkripcié utdn ez a meg-
véltoztatott U3-régi6 foglal majd helyet a retrovirdlis
struktiira mindkét végén (3. 4bra).

Ha a megviltoztatott régié egy polilinkert hordoz
(l4sd lent) az U3-régié helyén, akkor barmely promo-
ter, beleértve azokat, amelyek szdvetspecifikus exp-
resszi6t vezérelnek, mint példaul a WAP-promoter
(14sd lent) konny(szerrel beinszertalhatok. A célsejtben
azutan kizirOlag ez a promoter vezérli majd a retro-
virusvektor 4ltal hordozott kapcsolt gének expresszié-
jat. Ezenfeliil vagy ehelyett egy vagy tobb cellularis
szekvencidval homolég DNS-szegmenst inszertilha-
tunk a polilinkerbe gének célba juttatdsa céljabol homo-
16g rekombinicibval (l4sd lent).

A leirasban hasznélt értelemben a ,,polilinker” kife-
jezés egy olyan mesterségesen szintetizalt rovid DNS-
szakaszt jel6l, amely szdmos egyedi restrikcids hasitasi
helyet tartalmaz igy lehetdvé téve birmely promoter
vagy DNS-szegmens konnyt beinszertalasit. A , hetero-
16g” kifejezés a leirasban hasznélt értelemben DNS-
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szekvencidk barmely kombindci6jara vonatkozik, ame-
lyek ilyen médon tarsulva normélisan nem fordulnak
el6 a természetben.

A génexpresszidt promoterek szabélyozzdk. Promo-
terfunkcié hidnydban a gén nem expresszalédik. A nor-
malis MLV retrovirdlis promoter elég kevéssé szelek-
tiv, tehat a legtobb sejttipusban aktiv [Majors, (1990)].
Szamos promoter létezik azonban, amely csupén egy
nagyon jol meghatérozott sejttipusban mutat aktivitast.
Az ilyen szovetspecifikus promoterek ideélis jeloltek a
génexpresszié szabélyozdsara retrovirusvektorokban,
mivel a terdpids gének expresszidjat specifikus célsej-
tekre korlatozzak.

A csomagol6-sejtvonalban a retrovirusvektor exp-
ressziOjat a normélis, nem szelektiv U3-régiéban levé
retrovirus-promoter szabilyozza. Azonban amint a vek-
tor belép a célsejtbe, promoterkonverzié megy végbe,
és a terdpids vagy a markergén — példiul B-galakto-
zidaz génje — a polilinkerbe bejuttatott altalunk valasz-
tott szovetspecifikus promoter segitségével megy vég-
be. (3. dbra). Nem csupén arr6l van sz6, hogy gyakorla-
tilag barmely szdvetspecifikus promoter beépithetd a .
rendszerbe a kiilénb6z6 sejttipusok széles skildjiba le--
hetbvé téve a célzott génbejuttatist, hanem a konver-
zi6t kivetden a retrovirusvektor szerkezete és tulajdon-

sagai tobbé nem emlékeztetnek a viruséra. Ennek termé-

szetesen rendkiviil fontos kovetkezményei vannak biz-
tonsagossagi szempontbol, mivel a kdzonséges vagy a

technika All4sa szerinti retrovirusvektorok készségesen::
4tmennek genetikai rekombindcién a retrovirdlis csoma-~-

golo konstrukci6val, és/vagy endogén retrovirusokkal -

tigy, hogy annak eredményeképpen potenciélisan pato- -

gén virusok keletkeznek. A promoterkonverzids vekto--
rok (ProCon) nem emlékeztetnek a retrovirusokra, mi--
vel a tovabbiakban nem hordoznak az U3-régiés retro-
virdlis promotert a konverzié utdn, igy a genetikai
rekombinécié lehetGsége redukalt.

A retrovirus promoterstruktirdja az LTR U3-régié-
jéban van. Az LTR-ek jeleket hordoznak, amelyek lehe-
t6vé teszik szamukra, hogy a célsejt genomjéba integra-
l6djanak. A retrovirdlis provirusok integrilédésa szin-
tén hozzajaruthat patogén véltozdsokhoz [van Lo-
huizen és Berns, (1990)]. A talidlmany egyik megvaldsi-
tasi modja szerint a ProCon-vektorok médositott LTR-
eket hordozhatnak, amelyek mér nem hordoznak az in-
tegralédashoz sziikséges jelet. Ez szintén ndveli a vek-
torrendszerek potencialis biztonsigat.

A taldlmény szerinti megoldisban més szempont-
bol nézve a retrovirusvektort a célsejtbe torténd célzott
integrdlodas végett alkalmazzuk. A retrovirusgenom
provirus DNS-viltozatinak integralddasa a célsejtbe je-
lentés elrelépés a retrovirusok vektorként valé alkal-
mazasaban, ha més virusokkal, mint példaul az adenovi-
rusokkal vetjiik 6ssze Gket, mivel a bejuttatott gének
hosszan tart6 stabil expressziojét teszi lehetévé. Az in-
tegralodasi esemény véletlenszer(i természete azonban
ugyanakkor igen jelentds hitranyt is jelent a retrovirus-
vektorok alkalmazédsa sordn, mivel megnoveli a lehet6-
ségét a celluldris tumorgétlé gének (szupresszorgének)
vagy a protoonkogének inszerciés (in)aktivaléddsianak
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. ¢és ezzel a tumor keletkezésének is [van Lohuizen és
Berns, (1990)].

A homoldg rekombindciét sikerrel alkalmaztik
transzfektalt vagy mikroinjektalt DNS specifikus DNS-
lokuszra tortén6 célzott integraliséra és rutinszertien al-
kalmaztak , knock-out” (bizonyos gént vagy géneket ha-
tastalanitanak, ,kiiitnek”) transzgenikus egerek vagy
egyéb allatok elBallitasira [Capecchi Gsszefoglalé mun-
kaja, (1989), Bradley és munkatérsai, (1992), Morrow
¢és Kucherlapati, (1993)]. Sajnos a DNS bevitelének ha-
tékonysaga ilyen tisztdn fizikai médszerekkel szélsGsé-
gesen kicsi. Ezzel szemben a retrovirus kozvetitette
génbevitel nagyon hatékony, egy sejtpopulicié kozel
100%-a fertSzhetd. A retroviralis génbevitel kombindla-
sa homolég rekombindcidval varhatéan lehetGvé teszi
egy a lokuszcélzott integrélodas szempontjabél idedlis
rendszer megalkotdsat,

Megvizsgaltuk, hogy hosszii homoloég DNS-szaka-
szok retrovirusvektorok kiilonb6z6 helyeire torténé be-
juttatdsa homoldg rekombinacié elBsegitette integralo-
das céljabol [Saller, (1994)] megvalésithaté-e és ho-
gyan. Mind a génkonverziéra, mind a homolég rekom-
bindciéra kapott eredményt értékeltiik. A HSV-tk-gén
mint célgén egyetlen képidjat hordoz6 sejtvonalat alkal-
mazva képesek voltunk a célgént a korabban masok al-
tal leirtnél [Ellis és Bernstein, (1989)] 15-szor nagyobb
gyakorisdggal eltaldlva m{ikodésképtelenné tenni.
A DNS-fragmenseket — amelyeken a rekombinéciot
végrehajtottuk — klénozva mind a célzott tk-szekven-
cia, mind a retrovirusvektor jelenlétére fény deriilt [Sal-
ler, (1994)}.

A celluldris szekvencidkkal homolég DNS-szeg-
menseket célzott integraloddsuk érdekében a ProCon-
vektorok polilinker régidiba inszertaljuk. A célsejt fer-
t6zése és a reverz transzkripcié utdn ezek a szekven-
cidk a provirus 5’-termindlis végénél jelennek meg.
A terminilis homol6gidkrél kimutattdk hogy elfsegi-
tik a homolég rekombinéciot (Bradley, (1991)], izo-
genikus celluldris szekvencidkkal [Bradley, (1991)].
A homolég szekvencidk mutans valtozatait hordozo
célsejtek fert6zése rekombinaciot és igy a mutins szek-
vencia kijavitdsat kell hogy eredményezze, akir csu-
pan a homolég szekvencia rekombindlodik a sejt ge-
nomjaba, akér a teljes vektor inszertdlodik [Saller,
(1994)]. Ez a vektortipus azonban nemcsak gének kija-
vitisara képes, hanem alkalmas retrovirusvektorok 4l-
tal hordozott teripids gének integralédisinak vezérlé-
sére a genom olyan specifikus helyeire, amelyekr6l
tudjuk, hogy nem tartalmaznak aktiv géneket. Ez jelen-
t0s mértékben csokkenti a lehetSségét a fent leirtak sze-
rinti inszercios aktivalodasnak és inaktivalodasnak, és
igy hozzéjarul a retrovirusvektorok alkalmazasanak
biztonsagosségihoz.

A taldlmény szerinti megoldést az alabbi példak se-
gitségével részletesebben is ismertetjiik. A példak ré-
vén ismertetettekkel azonban semmilyen médon nem
korlatozzuk a taldlmény szerinti oltalmi igénylinket, mi-
vel a magétol értet6dé modositisok, valamint egyéb
modositasok és helyettesitések is szakember szamara
nyilvanvaléak.
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A rekombinins DNS-technikdk, amelyeket a talal-
many szerinti megoldis megvaldsitisa sordn alkalma-
zunk, standard eljarasok, szakember szdmara jol ismer-
tek, és részletesen ismertetve vannak példiul a kovetke-
26 publikicidkban: ,Molecular Cloning” [Sambrook
és munkatérsai, (1989)], valamint ,,A Practical Guide
to Molecular Cloning” [Perbal, (1984)].

Itt megadjuk az 4brak rovid leirdsat, amelyekre az
alabbi példak ismertetése soran hivatkozunk.

1. 4bra Retrovirusvektor-rendszer.

2, 4bra Retrovirusgenom, reverz transzkripcid.

3.4bra A ProCon-vektorok elve.

4.4bra PCR (polimeriz ldncreakcio)-analizis,
MLV-préba. .

5. 4bra PCR-analizis, MMTV-proba. :

6. 4bra B-galaktoziddz expresszibja fertbzott
NIH- és EF43-sejtekben.

7. dbra B-galaktozidiz expresszidja terhes egértdl
szirmaz6 fertdzott elsGdieges emlomirigy-
sejtekben.

8. dbra P-galaktoziddz expresszidja miutin viru-
sokat injektaltunk egy terhes Balb/c egér
emlémirigyébe és bérébe.

9. dbra pB-galaktozidiz expresszidja fertdzott
emlbtumorsejtekben.

10. 4bra Retrovirusvektor célzott integralddésa ho—~

molég rekombindci6 révén.

1. példa

Emliésmirigy-specifikus expresszio emlospeczﬁlcus i
promotereket hordozo ProCon-vektorral tértént fert6-
zés utdn

Az egér-leukémiavirus (MLV) retrovirusvektor--

ban, ami BAG néven ismeretes [Price és munkatérsai,:
(1987)], a B-galaktoziddz génjét a nem szovetspeci--

fikus MLV-promoter kontrolldlja. Ez a promoter az
LTR U3-régidjiban helyezkedik el (3. 4bra.). A taldl-
mény szerinti megoldds megvaldsitdsa sordn egy
BAG-vektorb6l szdrmazé vektort készitettiink el,
amelyben a 3’-LTR-région beliil elhelyezkedd MLV
promotert (U3) deletaltuk és egy polilinker szekvencia-
val helyettesitettiik, amely polilinker lehetdvé teszi he-
terolog promoterek kényelmes beépitését. Az U3-ban
hianyos BAG-vektort az 5’-LTR-ben talilhato MLV-
promotert6l (U3) vezéreltetve expresszaltattuk, miutin
bejuttattuk a csomagold-sejtvonalba. A retrovirusge-
nom életciklusa sordn bekovetkezd atrendezddések
eredményeképpen, miutan fertdztiik vele a célsejtet, a
polilinker a fent leirtak szerint megdupldzodik a retro-
virusgenom mindkét végén megjelenve. igy tehit egy
retrovirusvektort készithetiink, amelyben a BAG B-ga-
laktozidaz génjét a célsejtben barmely heterolég pro-
moter kontrolldlhatja, amelyet a pohlmkerbe inszertal-
tunk (3. 4bra).

A fenti elv alapjan a kdvetkezd specifikus promote-
reket inszertaltuk a modositott BAG-vektor polilinker
régidjaba:

Inszertdltuk az cgér-eml6tumorvirus-promoter

A

gi0, amely gliikokortikoid hormonokra valod érzékenysé-

-
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get eredményez, és egy régio, amely biztositja, hogy az
expresszi6 az emlémirigyben menjen végbe.

Inszertaltuk tovabba a savéeredeti savas fehérje
(WAP) promoterét. Ez a promoter kontrollilja a WAP
expresszidjét, igy az csupén terhes és szoptatds ragcsa-
16k emlémirigyében termelddik.

A polilinkerbe inszertalt promoterek B-galaktozidaz
génexpresszidja felett gyakorolt kontrolljit az elkészi-
tett MMTYV és WAP retrovirusvektorok alkalmazasaval
kiilonboz6 sejteken végzett fertdzési vizsgalatok segit-
ségével ellenOriztik.

A retrovirusvektor-részecskék elGallitisa érdeké-
ben az MMTV és a WAP ProCon-vektorokkal a
GP+E86 csomagol6-sejtvonalat [Markowitz és munka-
tarsai, (1988)] transzfektdituk. A vektor éltal kédolt
neomicinrezisztenciara tortént szelekcioé utdn a rekombi-
nédns ProCon-virust termel6 sejtek stabil populacidit és
kidnjait kaptuk. Az EF43 egér-eml6sejtvonal [Ginzburg
¢és munkatdrsai, (1988)] és egy egérfibroblaszt-sejtvonal
[Jainchill é&s munkatérsai, (1969)] fert6zésére ezen popu-
léci6k virustartalmi feliilisz6it alkalmaztuk. Négy nap-
pal a fertGzés utdn a célsejtek lizise megtortént, és a kvan-
titativ mérési eljards B-galaktoziddzra nem mutatott ki
expressziét egyik sejtvonalban sem, amelyet WAP-ot
hordozé ProCon-vektorokkal fertGztiink, de az MMTV-t
hordozd ProCon-vektorokkal fertdzott mindkét sejtvona-
lat jol expresszAlddonak mértiik. (6. 4bra). Ez az ered-
mény Osszhangban van azzal, hogy a WAP-promoter in
vivo csupén a terhesség kés6i szakaszdban és a tejelva-
lasztds iddszakdban miikodik, és a legegyszerdibb in
vitro emlésejtkultiirdkban mint példdul az EF43-sejtek
nem. Ahhoz, hogy megvizsgalhassuk, vajon a WAP-ot
hordozo ProCon-vektorok aktivak lennének-e egy komp-
lex, emlBeredetii sejtkultiirarendszerben, 810 napja ter-
hes egérbdl (7. abra) szdrmazo elsbdleges magzati szerv-
kezdeményekbdl vagy emlGtumorbél (9. &bra) sejtkulti-
rat készitettiink, és a transzfektdlt sejtvonalak ugyanazon
transzfektalt populécidja feliiliszéjaval fertGztitkk azokat.
Mind a WAP-, mind az MMTV-promoter fragmenseit
hordozd ProCon-vektor aktiv volt ezekben az elsdleges
sejtekben (7. dbra), és az emlGtumorbdl szdrmazo sejtek-
ben is (9. 4bra), amint azt a B-galaktozidaz-aktivitas ré-
vén kimutattuk.

Abbol a célbdl, hogy megvizsgiljuk, vajon a WAP-
ot és az MMTV-t hordoz6 ProCon-vektorok aktivak-e in
vivo, és vajon a P-galaktozidiz expresszi6ja csupin az
emlémirigyre korlatozédik-e in vivo, rekombinéns
ProCon-virust tartalmaz6 tpoldatot injektaltunk in situ
8-10 napja terhes egerek emldmirigyébe vagy bérébe.
Ot nappal késdbb az egereket feldldoztuk, sejtkivonato-
kat készitettiink és a galaktozidizaktivitast mértiikk. Mind
a WAP-, mind az MMPV-fragmenst hordozé ProCon-
vektor csupdn a terhes 4llatok emlOGmirigyében exp-
resszAlodott, a bérben nem (8. 4bra, cf M és S). fgy tehat
in vivo mindkét promoter reguliciés elemei csupan az
emlémirigyben engedik meg az expressziot, mig in vitro
a WAP-promoter regulacios elemei megtartjdk szigori
szdvetspecificitdsukat, mig az MMTV-éi nem.

Ezek a ProCon-vektorok, amennyiben szévetspecifi-
kus promotereket és regulacios elemeket hordoznak, al-
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kalmasak lesznek terdpids gének eldre meghatirozott
sejttipusban, szovetben és szervben expresszi6 vezérlé-
sére. Ezen terdpids gének kozé tartozik potencialisan a
melittiné, aminek anti-HIV és antitumor hatésa is van,
valamint gének, amelyek termékei sejthalait inditanak
el, mint péld4ul a timidin kindz, a guanin foszforibozil-
transzferdz és a citozin deamindz génje, a citokrom
P450 génje épplgy, mint azok a gének, amelyek a sejt-
ciklus szabalyozisiban vesznek részt, mint példdul az
SDUYWAF-1/CIP-1.

2. példa

A promoterkonverzio igazoldsa az MMTV-promo-
tert eredetileg a 3’-LTR-ben hordozé ProCon-
vektorral fertozott sejtekben

Egér-emlétumorvirus (MMTV) promoterrégidjat hor-
dozb ProCon-vektorral csomagol6-sejtvonalat transzfek-
taltunk, és a kapott rekombinéns vektorrészecskéket hasz-
naltuk egy izolalt emberi hélyagkarcinéma-sejtvonal
(EJ) fert6zésére. A fertzott sejtek klénjait a G418 neomi-
cinanal6got tartalmazé tiptalajon szelektaltuk (mivel a
vektor egy belsd SV40-promoter révén vezérelt neomi-
cin-rezisztenciagént hordoz). A fertdzott klonok egyiké-
bél, és fertbzetlen sziiléi EJ-sejtekbdl is DNS-t tisztitot-
tunk, amit polimerdz lancreakciéban hasznéltunk fel
(PCR). A PCR-eket két lancindito alkalmazisival végez-
tilkk el, amelyek kozil az egyik specifikusan felismeri az
LTR MMTV-szekvencidit (4. és 5. dbra, A, B) vagy
MLV R-régi6jat és kotddik a megfeleld régidhoz, mig a-
miasik lancinditd a markergénen lokalizilodik (4. és
5. dbra). Mivel a markergén lancinditéja az MMTV-szek-+
venciétol (vagy az MLV R-régi6jat6l) csupan 3° irdny-~
ban helyezkedik el, amennyiben megtorténik a promo--
terkonverzié, az MMTYV lancinditok és a markergén lanc-.
indit6janak kombinalasaval kapott pozitiv PCR-jel ezt jel-
zi. A 4. dbrén az A, B, vagy C lincinditok alkalmazasa-
val kapott PCR-termékek lithatok, az MLV-szekvencia-
b6l szarmazd- jelolt fragmenssel- végzett hibridizéci6d
utan, igazolva, hogy mindhirom PCR-termék MLV-ere-
deti. A fragmensek mérete igazolja, hogy megtiortént a
promoterkonverzi6. Az 5. 4brén az A vagy B lancinditok
alkalmazasaval kapott PCR-termékek lathatok, amelye-
ket egy MMTV-specifikus prébdhoz hibridizaltattunk, is-
mét igazolva, hogy promoterkonverzi6 kovetkezett be.

3. példa

ProCon-vektorok megalkotdsa célzott integrdcio ér-
dekében

Az els6 példaban leirt BAG-vektort alkalmazva egy
retrovirusvektort készithetiink, amelynek LTR-régi6-
jiba egy cellularis szekvencidval homolég DNS-szek-
venciat inszertalhatunk. A kapott vektort alkalmazhat-
juk arra, hogy akér a vektorba inszertalt homolog szek-
vencianak, akar a vektorok egészének a gazdasejt ge-
nomjaban jelen levé homoldg szekvencidba torténé in-
tegral6dasat célzottan hajtsuk végre.

A fent vazolt elv alapjin a herplex szimplex virus
(HSV) timidin kinaz (tk) génjének egy fragmensét in-
szertaltuk a moddositott BAG-vektor (tk-muténs,
10. 4bra) [Saller, (1994)] polilinker régidjaba.
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Létrehoztunk egy sejtvonalat is, amelyb6l hidnyzik

az emlds tk-gén miikoddképes kopidja, helyette a HSV-

- tk-gén egy kopidjat hordozza [Saller, (1994)]. Ezt a sejt-
vonalat a tk-gént hordozé6 BAG-vektorral fertéztiik, és

a sejteket, amelyekben a HSV-tk-gén mikodésképtelen- 5

né valt, kiszelektaltuk (10. 4bra).
A fenti példak szemléltetik a taldlmany szerinti pro-
- moterkonverziés vektorok miikodésének elveit és ko-
vetkezményeit.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Promoterkonverzién keresztiilmené retrovirus-
vektor, amely a kovetkezd Osszetevdket tartalmazza

a) egy U3-R-US szerkezetli 5’-LTR-régiot;

b) egy vagy tobb — a vektor belsejébe inszertalt —
kodolé vagy nemkodol6 szekvencidt; valamint ‘

c) egy teljesen vagy részben deletalt U3-régidt tar-
talmazé 3’-LTR-régiot, amely deletalt U3-régiba he--
terolog promotert tartalmazdé polilinker szekvencia.:
van beépitve, amely heterolég promoter — a célsejt:
megfert6zését kovetben — képes szabdlyozni az egy
vagy t6bb kdédolé vagy nemkoddold szekvencia exp-
resszidjét.

2. Az 1. igénypont szerinti retrovirusvektor, amely
legaldbb egy egyedi restrikcios helyet tartalmaz6 poli-
linkerszekvenciat tartalmaz.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti retmvnrusvektor
amely tovabbi szabalyoz6 elemet is tartalmaz.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti retro-
virusvektor, amely célsejtspecifikus expressziét vezér-
16 regulicios elemet és/vagy promotert tartalmaz.

5. A 4. igénypont szerinti retrovirusvektor, amely
célsejtspecifikus regulicios elemként és/vagy promo-
terként a kovetkezGk barmelyikét tartalmazza: WAP-
ra, MMTV-re, laktoglobulinra és kazeinre specifikus re-
gulacios elemek és/vagy promoterek, hasnydlmirigy-
specifikus regulici6s elemek és/vagy promoterek, bele-
értve a szénsav-anhidraz-II és a B-glikokiniz regula-
ciés elemeit és promotereit, limfocitaspecifikus regula-
ciés elemek és/vagy promoterek, beleértve im-
munglobulin és MMTV-limfocitaspecifikus regulécios
elemeket és promotereket, és/vagy olyan MMTV-
specifikus regulacids elemek és/vagy promoterek, ame-
lyek gliikokortikoid hormonokra valé érzékenységet
biztositanak és/vagy amelyek az expresszi6t specifiku-
san az emlémirigyben vezérlik.
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6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti retro-
virusvektor, amely LTR-régioként a kovetkezk barme-
lyikét tartalmazza: az MLV, az MMTV, az MSV, a
SIV, aHIV, a HTLV, a FIV, az FeLV, a BLV és/vagy
az MPMV LTR-régiéi.

7. Az 1-6. igénypontok birmelyike szerinti retro-
virusvektor, amely BAG-vektor.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti retro-
virusvektor, amely kdédolészekvenciaként markergént,
terapids gént, antivirdlis gént, antitumorgént és/vagy
citokingént tartalmaz,

9. A 8. igénypont szerinti retrovirusvektor, amely
marker- vagy terdpids génként a kovetkez6k barmelyi-
két tartalmazza: B-galaktoziddz gén, neomincingén, a
herpesz szimplex virus timidin kiniz génje, puromicin-
gén, a citozin deaminaz génje, hygromicingén, a szekre-
talt alkalikus foszfatiz génje, a guanin foszforibozil
transzferéz (gpt) génje, az alkohol-dehidrogeniz génje
és/vagy a hipoxantin foszforibozil transzferdz (HPRT)
génje.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti retro-
virusvektor, amely a retrovirusfehérjét kodol6 szekven-
cidk koziil legalabb egyet megvéltoztatva vagy leg-
aldbb részben deletélva tartalmaz.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti retro-
virusvektor, amely a retrovirusok integral6dédsaért fele-
16s retroviralis szekvenciékat megviéltoztatva vagy leg-
alabb részben deletélva tartalmazza.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti retro-
virusvektor, amely tartalmaz egy — egy vagy t6bb cellu-
laris szekvencidval vagy azok egy részletével homolog
— heterolég DNS-fragmenst.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti
retrovirusvektor, amely tivolba haté molekuldk altal
szabélyozhatd szabélyoz6 elemeket tartalmaz.

14. Retrovirdlis vektorrendszer, amely els6 kompo-
nensként 1-13. igénypontok barmelyike szerinti
retrovirusvektort,

mésodik komponensként pedig egy, legaldbb egy —
a retrovirusvektor becsomagolasihoz sziikséges fehér-
jéket kodold — retrovirdlis vagy rekombindns retrovirlis
konstrukciét hordozé csomagol6-sejtvonalat tartalmaz.

15. A 14. igénypont szerinti retroviralis vektorrend-
szer, amely az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti
retrovirusvektor altal kodoltaktol eltérd retrovirdlis fehér-
jéket kédolo retrovirdlis vagy rekombindns retrovirdlis
konstrukciét hordozé csomagolé-sejtvonalat tartalmaz.

16. A 14. vagy 15. igénypont szerinti retroviralis
vektorrendszer, amely csomagold-sejtvonalként a ko-
vetkez6k barmelyikét tartalmazza: psi-2, psi-Crypt,
psi-AM, GP+E-86, PA317 és GP+envAM-12.
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17. Eljaras homolog vagy heterolog nukleotidszek-
vencidk emberi vagy éllati sejtekbe juttatisdra in vitro,
azzal jellemezve, hogy 14—16. igénypontok barmelyike
szerinti retroviralis vektorrendszer részét képezd csoma-
golé-sejtvonalat 1-13. igénypontok birmelyike sze-
rinti retrovirusvektorral transzfektdlunk, majd a csoma-
golé-sejtvonal altal termelt rekombinans retrovirusok-
kal célsejt-populdciét fertéziink.

18. A 17. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy a nukleotidszekvenciaként fehérjéket kodold géne-
ket, azok részeit, szabalyoz6 szekvencidkat és/vagy pro-
motereket juttatunk be.

19. Retrovirdlis provirus, amely egy 1-13. igény-
pontok barmelyike szerinti retrovirusvektor 14-16.
igénypontok barmelyike szerinti retrovirélis vektorrend-
szerben torténé replikéltatdsa Gtjan lett el6éllitva, és
amely provirus 3’-LTR- és 5’-LTR-régidjaban egy-
arant megtalalhato a fert6zott célsejtben a reverz transz-
kripci6 folyamata soran megdupldzédott, a retrovirus-
vektor 3°-LTR-régi6jiban elhelyezked§ polilinker és a
polilinkerbe inszertalt birmely szekvencia.

20. Rekombindns retrovirus-részecske, amely egy
14-16. igénypontok barmelyike szerinti retrovirélis
vektorrendszer részét képezé csomagol6-sejtvonal
1-13. igénypontok birmelyike szerinti retrovirusvek-
torral torténd transzfektaldsa és a sejtek megfelel§ ko-
rilmények kozotti tenyésztése itjan allithato el6.

21. Az 1-13. igénypontok birmelyike szerinti

retrovirusvektor, a 14-16. igénypontok barmelyike sze-

rinti retrovirélis vektorrendszer, a 19. igénypont szerinti

retrovirélis provirus és/vagy a 20. igénypont szerinti re~-
kombinéns retrovirus-részecske alkalmazésa eml6sokon. .

- az embert is beleértve — végzett génterdpids kezelésre
alkalmas gyogyaszati készitmény elballitisara,

22. A 19. igénypont szerinti retrovirélis provirus.
mRNS-e.

23. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti retro-
virusvektor RNS-e.

24. Gyobgyéaszati készitmény, amely 1-13. igény-
pontok barmelyike szerinti rekombinéans retrovirusvek-
tor, 14—16. igénypontok barmelyike szerinti retro-
virdlis vektorrendszer, 19. igénypont szerinti rekombi-
néns retrovirdlis provirus és/vagy 20. igénypont sze-
rinti rekombindns retrovirus-részecske terapids célra ha-
tékony mennyiségét tartalmazza.

25. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti re-
kombinéns retrovirusvektor, a 14—-16. igénypontok bér-
melyike szerinti retrovirdlis vektorrendszer, a 19. igény-
pont szerinti rekombinéns retrovirélis provirus és/vagy
a 20. igénypont szerinti rekombinéns retrovirus-részecs-
ke, génterdpidban t6rténd alkalmazasra.
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R-gal kimutatasi eljaras fert6zétt egér emiStumor
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