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Eljaras és készitmények interferon-a-nukleinsavak bevitelére és expresszidjara

A talalmany targya eljaras alfa-interferon-polipeptid biz-
tositdsdra egy péciens szamara, amelynek sordn a paciens kérdé-
ses szovetébe olyan vektort visznek be, amely alfa-interferon-
-polipeptidet kd&dold nukleinsav szegmenst tartalmaz, amely nuk-
leinsav szegmens mikodéképesen kapcsolddik a kérdéses szovetre
specifikus promdéterhez, és ezdltal a polipeptidet a kérdéses
szbvetben expresszaljak.

Az eljarasban alfa-interferon mennyiségét megnovelik egy
paciens kérdéses szOvetében, amellyel alfa-interferonra reszpon-
ziv rakot, hepatitiszt és mas olyan &allapotot kezelnek, amelyben
az IFN-o szovetekben vald mennyiségének novelése eldnyods.

A taldlmany targya egy tovabbi vonatkozadsdban a fenti vek-

tort tartalmazd készitmény.
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Eljaras és készitmények o-interferon-nukleinsavak bevitelére és expresszidjara

A humén alfa-interferonok (IFN-a) legaldbb 24 alfajbdél alld
fehérjecsaladot alkotnak [ Zoon, K. C., Interferon 9, 1 (1987),
Gresser, I. szerk., Academic Press, NY]. Az alfa-interferont
eredetileg olyan Aagensként irtdk le, amely képes antivirdlis 4l-
lapotot induk&lni sejtekben, de jelenleg pleiotrdép limfokinként
ismeretes, amely hatdssal van az immunrendszer sok funkcidjara
[ Openakker et al., Experimentia 45, 513 (1989)].

Az IFN-a-t széles korben alkalmazzdk terapids célokra, pél-
ddul hajsejt-leukémia, Kaposi-féle szarkdma, vesesejt-karcindma,
non-Hodgkin-limféma, T-sejtes leukémia, tobbszords és kroédnikus
mielogén leukémia, malignus malandéma, hdélyagsejt-karcindma, vas-
tagbél-karcindéma (5-FU-val), condyloma acuminata, rhinovirus és
hepatitisz-B-virus (HBV) eredményeképpen eléforduld krdnikus,
virusos hepatitisz kilonbozé formdi, hepatitisz-C-virus (HCV),
non-A-non-B-virus (NANB) vagy hepatitisz-38-virus (HDV) fertdzése
esetén [ Pestka, “AIDA Research & Human Retroviruses” 8 (5), 776-
786 (1992)] . Az IFN-a-rd6l azt is kimutattdk, hogy nagymértékben
hatékony megakario-citopoesis ellen és mieloproliferativ rendel-
lenességben szenvedd paciensek esetén trombocitdzis szabalyzasa-
ban [ Talpaz et al., Annals Int. Med. 99, 789-792 (1983) ;
Gisslinger et al., Lancet i, 634-637 (1989); Ganser et al.,
Blood 70, 1173-1179 (1987)] .

A génterapias technikak rendelkeznek azzal a lehetdséggel,

hogy ugy korlatozzdk egy géntermék, példaul az interferon hata-

sat egy kisérleti alanyban, hogy a terdpids hatasi gén expresz-



szib6jat a kérdéses szovetben befolydsoljak. Azonban, 4altaldban a
génterdpia legnagyobb kihivasa a kérdéses szdvet megcélzasa. In-
terferon génekkel vald megcélzast példidul a WO 93/15609. szamu
szabadalmi iratban ko6zdlnek, amely szerint interferon géneket
juttatnak célba vaszkularis szovetbe ugy, hogy érfalsériilés te-
riilleteire beadnak ilyen géneket katéter-rendszer alkalmazaséaval.

Egy mésik példa szerint elddrogot (prodrogot) enzimatikusan &at-

alakitani képes fehérijét kddold adenoviralis vektort (“oOngyilkos
gén”) és citokint kd&édold gént adnak be kdzvetlenil szildrd tu-
morba.

Kérdéses szovetek terapias hatasu génekkel vald megcélzasa-
ra szolgdld mas eljarasok harom 4&ltaldnos tipusa: a transz-
dukcidés megcélzds, a pozicids megcélzas és a transzkripcids meg-
célzas [ Osszefoglald irodalomként 1lasd példaul Miller et al.,
FASEB J. 9, 190-199 (1995)] . A transzdukcidés megcélzas specifi-
kus sejtekbe vald szelektiv bejutast jelent, melyet elsddlegesen
egy receptor-ligandum kivalasztasaval érink el. A genomba vald
pozicids megcélzas kivant ldkuszba vald integracidt jelent, pél-
daul a kromatin aktiv régidiba, vagy homoldg rekombindcidn ke-
resztil egy endogén nukleotid-szekvenciaval, példaul egy célgén-
nel. A transzkripcidés megcélzas szelektiv expresszidt jelent,
melyet olyan transzkripcidés prombdter beépitésével érink el,
amely a génexpresszidé nagymértékben specifikus szabadlyzasat te-
szi lehetévé a kérdéses sejtekben.

Szovetspecifikus promdéter példaul a kreatin-kindz-promodter,
amelyet disztrofin cDNS expresszidjanak vezérlésére alkalmaznak

izom- és szivszovetben [ Cox et al., Nature 364, 725-729 (1993)];
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és immunoglobulin nehéz vagy koénnyd lancdnak prombdterei “ongyil-
kos gének” expresszibdjidra B-sejtekben [ Maxwell et al., Cancer
Res. 51, 4299-4304 (1991)] . Endotél sejtspecifikus szabdlyzdré-

gidét is jellemeztek [ Jahroudi et al., Mol. Cell. Biol. 14, 999-
1008 (1994)] . El&allitottak olyan amfotrdéf retrovirdlis vektoro-
kat, amelyek herpes simplex virusbdél szdrmazd, timidin-kindz-
gént hordoztak albumin- vagy alfa-fetoprotein-promdéterek vezér-
lete alatt [ Huber et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 8039-
8043 (1991)], m&j-sejtvonal és hepatéma sejtek megcélzaséara,
sorrendben. Ilyen szOvetspecifikus promdtereket lehet alkalmazni
retroviralis vektorokban [ Hartzoglou et al., J. Biol. Chem. 265,
17285-17293 (1990)] és adenovirus-vektorokban [ Friedman et al.,
Mol. Cell. Biol. 6, 3791-3797 (1986)] és még megtartottéak
szbvetspecifitasukat.

Tehat van igény alfa-interferon expresszidéjinak megcélzisa-
ra rak, hepatitisz és mas, alfa-interferont alkalmazé terdpiaval
megkdzelithetd éallapotok kezelésében. A taldlmadny szerinti meg-
oldés ezt az igény elégiti ki, és tulmutat ezen.

A talalmany targya egyik vonatkozasaban eljarads alfa-inter-
feron-polipeptid biztositésara egy paciens szamara, amelynek so-
radn a paciens kérdéses szOvetébe olyan vektort visziink be, amely
alfa-interferon-polipeptidet k&édold nukleinsav szegmenst tartal-
maz, amely nukleinsav szegmens mikod&éképesen kapcsolddik a kér-
déses szOvetre specifikus prométerhez, és amely eljadrasban a
polipeptidet a kérdéses szdvetben expresszaljuk.

A taldlmany targya masik vonatkozdsadban eljarads alfa-

interferon mennyiségének megndvelésére egy paciens kérdéses szo-
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vetében, amelynek sordn a paciens kérdéses szovetébe olyan vek-
tort viszink be, amely alfa-interferon-polipeptidet kdédold nuk-
leinsav szegmenst tartalmaz, amely nukleinsav szegmens mikodéké-
pesen kapcsoldédik a kérdéses szovetre specifikus prombdéterhez, és
amely eljardsban az alfa-interferon-polipeptidet a paciens kér-
déses szOvetében expresszaljuk.

A  taldlmany téargya masik vonatkozasaban eljards alfa-
interfe-ronra reszponziv rak kezelésére, amelynek sordn a réakos
szbovetbe olyan vektort visziink be, amely alfa-interferon-po-
lipeptidet k&édold nukleinsav szegmenst tartalmaz, amely nuklein-
sav szegmens mikddéképesen kapcsolddik a szovetre specifikus
prométerhez, és amely eljaradsban az alfa-interferon-polipeptidet
a szOvetben expresszaljuk.

A taladlmadny targya masik vonatkozasaban eljaras hepatitisz
kezelésére, amelynek sordn a paciens majadba olyan vektort vi-
szlink be, amely alfa-interferon-polipeptidet kdédold nukleinsav
szegmenst tartalmaz, amely nukleinsav szegmens mikoddéképesen
kapcsoldédik a majsejtekre specifikus promdéterhez, és amely elja-
rdsban az alfa-interferon-polipeptidet a paciens majaban
expresszaljuk.

A taldlmény targya egy tovabbi vonatkozadsaban készitmény,
amely olyan vektort tartalmaz, amely alfa-interferon-polipep-
tidet kédold nukleinsav szegmenst tartalmaz, amely nukleinsav
szegmens mikod8képesen kapcsolddik a kérdéses szovetre specifi-
kus prombéterhez.

Az 1. abran 1lathaté grafikon az alfa-interferon human

prosztatardk-sejtekre kifejtett antiproliferativ hatédsat mutatja
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be.

A 2. Aabrdn 1l4athatdé grafikon luciferdz-aktivitast &brazol,
mint majspecifikus gének prométerei 4altal vezérelt luciferédz-
expresszid mértékét.

A taldlmény targyat képezik eljarasok IFN-a szOvetspecifi-
kus expresszidéjara szovetspecifikus prométerek alkalmazasaval.
Az IFN-a kifejezésen a leirasban az alfa-interferon valamennyi
alosztalyat, azoknak delécids, inszercids vagy szubsztiticids
variansait, bioldégiailag aktiv fragmentumait és allélformdit
értjuk. A “bioldgiailag aktiv” kifejezésen a leirdsban barmilyen
antivirdlis wvagy antiproliferativ aktivitast értink, szakember
altal ismert mdédszerekkel mérve [ ldsd példaul Openakker et al.,
mint fent; Mossman, J. Immunol. Methods 65, 55 (1983)] .
Rekombinadns alfa-interferonokat mar szamos kutatdécsoport kldno-

zott és expresszalt E. coliban [ példdul Weissmann et al.,

Science 209, 1343-1347 (1980); Goeddel et al., Nature 290, 20-26
(1981); Henco et al., J. Mol. Biol. 185, 227-260 (1985)] . Az al-
fa-interferon eldénydsen alfa-2a-interferon vagy alfa-2b-inter-
feron (lasd példaul WO 91/18927. sza&mu szabadalmi iratot), DbAar
barmilyen alfa-interferon alkalmazhaté.

Az IFN-o-polipeptidet kdédold nukleinsav lehet DNS vagy RNS.
A “kbédold nukleinsavszekvencia” kifejezés jelentése egy olyan
nukleinsav, amely specifikus fehérje vagy peptid expresszidjat
vezérli. A nukleinsavszekvencia egyarant lehet DNS-sz&albdl &llé
szekvencia, amely RNS-re atirdédik, és RNS-szekvencia, amely fe-
hérjére transzlaldédik. A nukleinsavszekvencidk 1lehetnek teljes

hosszusagu nukleinsavszekvenciéak, valamint a teljes hosszuséagu
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fehérjébsél szarmazd, nem teljes hosszlsdgu szekvenciadk. Tovabba
érthetd, hogy a szekvencia a nativ szekvencia degeneralt kdédon-
jait vagy olyan szekvenciakat tartalmaz, amelyeket egy specifi-
kus gazdasejtben kdédonpreferencia biztositédsa céljabdél vihetink
be.

A “vektor” kifejezésen virdlis expresszidés rendszereket,
autondém replikacidra képes, cirkularis DNS-t (plazmidokat), és
expresszidés valamint nem-expresszidés plazmidokat egyarant ér-
tink. Ha egy rekombinans mikroorganizmust vagy sejttenyészetet
egy “expresszids vektor” gazdaszervezeteként irunk le, akkor
ezen extrakromoszédmalis cirkularis DNS-t és a gazdaszervezet
kromoszémajaba (kromoszdémaiba) beéplilt DNS-t egyarant értink. Ha
egy vektort fenntartunk egy gazdasejtben, akkor a vektort a sej-
tek stabilan replikalhatjak a mitédzis alatt autondm struktura-
ként, vagy beépithetik a gazdaszervezet genomjaba. Egy vektor
tobb genetikai elemet tartalmaz, helyzetre és sorrendre tekin-
tettel elhelyezve, azaz mikod&képesen kapcsolddva mas szikséges
elemmel ugy, hogy a vektorban az IFN-a-t k&édold nukleinsav &t-
irédhasson, és ha szlkséges, transzldldédhasson transzfektalt
sejtekben.

A “gén” kifejezésen a leirdsban egy polipeptidet kbédold
nukleinsav-szekvenciat értink. Ez a definicidé magdban foglal
olyan kilonbozé szekvencia-polimorfizmusokat, mutdcidkat és/vagy
szekvencia-variansokat, amelyekben az ilyen valtozasok nem befo-
lyadsoljak a géntermék funkcidjat. A “gén” kifejezésbe nemcsak
kédold szekvenciak tartoznak, hanem szabalyzd régidk is, példaul

prométerek, enhancerek és termindcids régidk. A kifejezésbe tar-

67.879/BE



tozik tovabba valamennyi intron és mas DNS-szekvencia, amely a
“splicing” soran kikeril a mRNS-transzkriptumbdél, olyan varidn-
sokkal egyitt, amelyek alternativ “splicing” sordn keletkeznek.

A “plazmid” kifejezés autondém, cirkuldris DNS-molekulat je-
lent, amely egy sejtben replikalddni képes, és expresszids és
nem-expresszidés tipust lehet. Ha egy rekombindns mikroorganiz-
must vagy sejttenyészetet egy “expresszidés plazmid” gazdaszerve-
zeteként irunk le, akkor ezen extrakromoszdémalis cirkuldris DNS-
molekulat és a gazdaszervezet kromoszémajaba (kromoszdmaiba) be-
épilt DNS-t egyarant értink. Ha egy plazmidot fenntartunk egy
gazdasejtben, akkor a plazmidot a sejtek stabilan replikalhatjak
a mitdzis alatt autondm strukturaként, vagy beépithetik a gazda-
szervezet genomjaba.

A “rekombinans fehérje” vagy “rekombinansan termelt fehér-
je” olyan peptidet vagy fehérjét jelent, amelyet olyan nem-nativ
sejtek alkalmazasaval 4&llitunk eld, amelyek nem rendelkeznek a
fehérjét expresszalni képes DNS endogén képidjadval. A sejtek
azért termelik a fehérjét, mert genetikailag meg lettek valtoz-
tatva a megfeleld nukleinsavszekvencia bevitelével. A rekombi-
nans fehérje nem taldlhatd asszocidlva a fehérjét termeld sejt-
tel normalisan asszocialt fehérjékkel vagy mas szubcelluldris
komponensekkel. A “fehérje” és “polipeptid” kifejezések felcse-
rélheté fogalmak.

Az IFN-a-t 4&ltalaban expresszidés vektorban &llitjuk el6,
amely a kovetkezd elemeket tartalmazza egymast kévetden, megfe-
leld tavolsagban kapcsolva funkciondlis expresszié céljaboél:

szbvetspecifikus prométer, transzkripcidés inicidciés hely, 37 -
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végi nemtranszlalédd régid, 5 -végi mRNS vezetdSszekvencia, alfa-
interferon-polipeptidet k&6dold nukleinsavszekvencia és poliade-
nilacidés szignal. Enhancer-szekvencidkat és més, expresszidt
és/vagy szekrécidt eldsegitd szekvencidkat is tartalmazhat egy
expresszids vektor. Tovabbi géneket 1is tartalmazhat, példaul
olyanokat, amelyek drogrezisztenciat kdédolnak a rekombindns vek-
tor Jjelenlétére vald szelekcidt vagy szlrést lehetdvé téve.
Ilyen tovabbi gének lehetnek példdul neomicin-rezisztenciat,
multidrog-rezisztenciat, timidin-kinazt, béta-galaktozidazt, di-
hidrofolat-reduktazt (DHFR) és kléramfenikol-acetil-transzfe-
razt kédold gének.

A talalmany szerinti megoldasban, egy adott, kérdéses szo-
vet IFN-oa-val vald megcélzasandl olyan prombdtert és/vagy mas
expresszids elemeket alkalmazunk, amelyek a kérdéses szdvetben
elényOsen alkalmazhaték. Ismert szovetspecifikus promdéterek pél-
daul kreatin-kinaz-prométer, amelyet disztrofin cDNS expresszié-
janak vezérlésére alkalmaznak izom- és szivszOvetben [ Cox et
al., Nature 364, 725-729 (1993)]; immunoglobulin nehéz vagy
kénnylG lancanak prométerei B-sejtekben vald expresszid céljara
[ Maxwell et al., Cancer Res. 51, 4299-4304 (1991)]; albumin-
vagy alfa-fetoprotein-prométerek maj-sejtvonal és hepatdédma sej-
tek megcélzasara, sorrendben.

Szovetspecifikus expresszids elemek majra, példaul HMG-CoA-
reduktaz-prométer [ Luskey, Mol. Cell. Biol. 7 (5), 1881-1893
(1987)] ; szterol 1. szabadlyzbelem [ SRE-1; Smith et al., J. Biol.
Chem. 265 (4), 2306-2310 (1990)]; foszfoenol-piruvat-karboxi-

kinadz (PEPCK) prométere [ Eisenberger et al., Mol. Cell Biol. 12
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(3), 1396-1403 (1992)]; humé&n C-reaktiv fehérje (CRP) promdbdtere
[Li et al., J. Biol. Chem. 265 (7), 4136-4142 (1990)]; huméan
glikokinaz-prométer [ Tanizawa et al., Mol. Endocrinology 6 (7),
1070-81 (1992)] ; koleszterin-7-alfa-hidroxilaz (CYP-7) prombtere
[ Lee et al., J. Biol. Chem. 269 (20), 14681-9 (1994)]; béta-
galaktoziddz alfa-2,6-szialiltranszferdz-prombéter [ Svensson et
al., J. Biol. Chem. 265 (34), 20863-8 (1990)]; inzulinszerd no-
vekedési faktort koté fehérje (IGFBP-1) promdtere [ Babajko et
al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 196 (1), 480-6 (1993)];
aldolaz-B-prométer [ Bingle et al., Biochem. J. 294 (Pt2), 473-9
(1993)] ; human transzferrin promdétere [ Mendelzon et al., Nucl.
Acids Res. 18 (19), 5717-21 (1990)]; I. tipusu kollagén
prométere [ Houglum et al., J. Clin. Invest. 94 (2), 808-14
(1994)] .

Szovetspecifikus expresszidés elemek prosztatara, példaul
prosztatabdl szarmazd savas foszfatdz (PAP) promdtere [ Banas et
al., Biochim. Biophys. Acta 1217 (2), 188-94 (1994)]; prosztata-
bdl szarmazd szekrécids fehérje 94 (PSP 94) promdtere [ Nolet et
al., Biochim. Biophys. Acta 1098 (2), 247-9 (1991)]; prosztata-
specifikus antigénkomplex promdétere [ Casper et al., J. Steroid
Biochem. Mol. Biol. 47 (1-6), 127-35 (1993)]; human glandularis
kallikrein-gén promdétere (hgt-1) [Lilja et al., World J. Urology
11 (4), 188-91 (1993)].

Szovetspecifikus expresszids elemek gyomorszdvetre, példaul
a humdn H'/K'-ATPaz alfa-alegységének prombétere [ Tanura et al.,

FEBS Letters 298 (2-3), 137-41 (1992)].

SzOvetspecifikus expresszids elemek hasnyadlmirigyre, példa-
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ul hasnyadlmiriggyel asszocidlt fehérje prombétere (PAP) [ Dusetti
et al., J. Biol. Chem. 268 (19), 14470-5 (1993)]; elasztéaz-1
transzkripcidés enhanszere [ Kruse et al., Genes and Development 7
(5), 774-86 (1993)]; hasnyalmirigy-specifikus amilaz és elasztéaz
enhanszer prométere [ Wu et al., Mol. Cell. Biol. 11 (9), 4423-30
(1991); Keller et al., Genes & Dev. 4 (8), 1316-21 (1990)]; has-
nyadlmirigybdél szarmazd koleszterin-észteraz-gén prombétere
[ Fontaine et al., Biochemistry 30 (28), 7008-14 (1991)].

Szbvetspecifikus expresszids elemek méhnydlkahartyara, pél-
daul uteroglobin-prométer [ Helftenbein et al., Annal. NY Acad.
Sci. 622, 69-79 (1991)].

Szovetspecifikus expresszidés elemek mellékvese-sejtekre,
példaul koleszterin-oldalléancot hasité (SCC) enzim promdtere
[ Rice et al., J. Biol. Chem. 265, 11713-20 (1990)].

Szovetspecifikus expresszidés elemek az 4ltaldnos idegrend-
szerre, példaul gamma-enolaz (neuronspecifikus enoldz, NSE) pro-
métere [ Forss-Petter et al., Neuron 5 (2), 187-97 (1990)] .

Szovetspecifikus expresszids elemek az agyra, példaul a
neurofilamentum nehéz lancanak (NF-H) prombdtere [ Schwartz et
al., J. Biol. Chem. 269 (18), 13444-50 (1994)].

Szovetspecifikus expresszidés elemek limfocitakra, példaul
humédn CGL-1/granzim-B-promdéter [ Hanson et al., J. Biol. Chem.
266 (36), 24433-8 (1991)]; terminadlis dezoxi-transzferdz (TdT),
lambda-5, VpreB és 1lck (limfocitaspecifikus tirozin-protein-
kindz p56lck) prombétere [ Lo et al., Mol. Cell. Biol. 11 (10),

5229-43 (1991)]; human CD2-promdéter és 3’ -végili transzkripcids

enhanszere [ Lake et al., EMBO J. 9 (10), 3129-36 (1990)] és hu-
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man NK és T-sejt-specifikus aktivacids (NKG5) prométer [ Houchins
et al., Immunogenetics 37 (2), 102-7 (1993)].

Szovetspecifikus expresszids elemek vastagbélre, példaul
pp60c-src tirozin-kindz-promdéter [ Talamonti et al., J. Clin.
Invest. 91 (1), 53-60 (1993)]; szervspecifikus neoantigének
(OSNs), mw 40 kDa (p40) promdéter [ Ilantzis et al., Microbiol.
Immunol. 37 (2), 119-28 (1993)]:; vastagbélre specifikus antigén-
P prométere [ Sharkey et al., Cancer 73 (3 supp.), 864-77
(1994)] .

Szovetspecifikus expresszidés elemek mellsejtekre, példaul
humdn alfa-laktalbumin-prombéter [ Thean et al., British J. Cancer
61 (5), 773-5 (1990)] .

Az expresszid specifitdsanak eld&segitésére sz0lgdld mas
elemek lehetnek egy kérdéses szdvetben, példaul szekrécids veze-
tészekvencidk, enhanszerek, nukledris lokalizacidés szignalok,
endozmolitikus peptidek stb. Ezek az elemek eldénydsen abbdl a
kérdéses szovetbdl szarmaznak, ahol a specifitdst eldsegitik.

A  taldlmény szerinti nukleinsavszekvencidk nukleinsav-
manipulédlasara szolgdld technika példidul polipeptideket kbédold
nukleinsavszekvenciak szubklénozidsa expresszids vektorokba, proé-
bak jelélése, DNS-hibridizacid és hasonldk, melyek altaldnos le-
irdsat lasd Sambrook és munkatarsai, “Molecular Cloning - A
Laboratory Manual” (2. kiadés), 1-3. kotet, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1989), amely a kitani-
tas részét képezi. Erre a kézikdényvre a tovabbiakban “Sambrook

és munkatdrsai” cimmel hivatkozunk.

Ha egy kérdéses szekvenciat koédold DNS-t  izolaltunk és
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klénoztunk, sokféle rekombinansan eldallitott sejtben expresz-
szdlhatjuk a koédolt fehérjéket. Varhatd, hogy szakember szamos
expresszids rendszert ismer, amely DNS &ltal kdédolt fehérjét
expresszal. Nem kiséreljlik meg részletesen ismertetni a kulonbo-
z6 ismert moddszereket, amelyek fehérjék expresszidjira szolgil-
nak prokaridétakban vagy eukaridtikban.

Roviden &sszefoglalva, egy kérdéses szekvenciat kdédold,
természetes vagy szintetikus nukleinsavak expresszidéjat tipiku-
san ugy érjik el, hogy a DNS-t vagy cDNS-t mikodSképesen egy
prométerhez kapcsoljuk (amely konstitutiv vagy indukalhatd), azt
koévetben expresszibds vektorba vissziik. A vektorok replikacidra
és integracidéra alkalmasak lehetnek prokaridétdkban vagy eukarid-
takban. Tipikus expresszidés vektorok tartalmaznak transzkripcids
és transzlacidés termindtorokat, inicidcidés szekvencidkat és
prométereket, amelyek alkalmasak a kérdéses polinukleotid-szek-
vencia expresszidjara. A kldénozott gén nagymértékl expresszid-
janak céljabdél kivanatos expresszids plazmidokat el&dllitani,
amelyek minimalisan egy erds prombdtert a transzkripcid vezérlé-
sére, egy riboszdéma-kotShelyet a transzlacidés inicidléashoz és
egy transzkripcidés/transzlacidés termindtort tartalmaznak. Az
expresszids vektorok tartalmazhatnak nem specifikus expresszids
kazettakat, amelyek 1legaldbb egy filggetlen termindtor-szekven-
ciat, a plazmid replikacidéjat mind eukaridbtakban, mind prokarid-
takban lehetdévé tevd szekvencidkat (azaz ingadzd vektorokat), va-
lamint mind prokaridéta, mind eukaridéta rendszerekben alkalmazha-
td szelekcids markereket is. Lasd “Sambrook és munkatarsai”

konyvét.
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A talalmany szerinti konstrukcidkat bejuttathatjuk a kérdé-
ses szovetbe in vivo vagy ex vivo, sokféle mbdszer alkalmazasa-
val. A talalmany néhany eldnyds megvaldsitasi mdédja szerint a
vektornak a sejtekbe Jjuttatasara szolgald eljaras lehet mikro-
injekcid, kalcium-foszfatos kicsapéas, liposzdéma-fuzid vagy bio-
lisztikus mdbdszer. A talalmany tovabbi eldnyds megvaldsitasi
médjai szerint a DNS-t kozvetleniil veszi fel a kérdéses szovet.
A talalmany mas eldnyds megvaldsitasi mdédjai szerint a konstruk-
cidkat viralis vektorrendszerbe csomagoljuk a sejtekbe juttatéas
elbsegitése céljabdl.

A talalmény szerinti megoldasban haszndlhaté viralis vek-
torrendszer példadul adenovirus, herpeszvirus, adeno-asszocidlt
virus, egérbél szarmazd “perc”-virus (MVM), HIV, sindbis-virus
é€s retrovirusok, példadul Rous-szarkdéma-virus és MoMLV. A taldl-
many szerinti konstrukcidkat tipikusan ilyen vektorokba
inszertaljuk, hogy lehetévé tegyik az interferont expresszald
konstrukcid csomagolasat tipikusan virdlis DNS-el kisérve, egy
érzékeny gazdasejt fertdzését és az interferon-a-gén expresz-
szidjat. Kilondsen eldnyds vektor Wills és munkatarsai altal le-
irt [ Hum. Gene Therapy 5, 1079-1088 (1994)] adenovirus-vektor.

A talalmany méasik eldényds megvaldsitdsi mddja szerint, a
talalmany szerinti rekombindns IFN-a-konstrukcidkat sejtrecep-
tor-ligandumhoz konjugaljuk a felvétel eldsegitése céljabdl
(példaul burkolt ciszterndk invagindcidja és az endoszéma inter-
nalizacidéja), egy DNS-kotdScsoporton keresztil [Wu et al., J.
Biol. Chem. 263, 14621-14624 (1988); WO 92/06180. szamu szaba-

dalmi irat] . Példadul a taldlmadny szerinti DNS-konstrukcidkat
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polilizin-csoporton keresztul kapcsolhatjuk aszialo-oromuko-
cidhoz, amely hepatocitédk aszialo-glikoprotein-receptorainak
liganduma.

Ehhez hasonldan, a taldlmany szerinti konstrukcidk csomago-
lasara alkalmazott virusburkokat mddosithatjuk receptorligan-
dumok vagy receptorra specifikus antitest hozzdadasaval, lehetd-
vé téve receptor-kdzvetitett endocitdzist specifikus sejtekbe
(példdul WO 93/20221, WO 93/14188; WO 94/06923 szami szabadalmi
iratok). A talalmany néhédny eldényds megvaldésitdsi mdédja szerint,
a talalmany szerinti DNS-konstrukcidkat virusfehérjékhez, példa-
ul adenovirus-partikulumokhoz kapcsoljuk az endocitézis eldsegi-
tése céljabdl [ Curiel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88,
8850-8854 (1991)] . A taldlmany mas eldnyds megvaldsitasi médjai
szerint, a talalmany szerinti molekuldris konjugadtumok tartal-
mazhatnak mikrotubulus inhibitorokat (WO/9406922); influenzavi-
rusb6l szarmazd hemagglutinint mimetizald szintetikus peptideket
[ Plank et al., J. Biol. Chem. 269, 12918-12924 (1994)]; és nuk-
learis 1lokalizacidés szigndlokat, példaul SV40-T-antigént (WO
93/19768. szamu szabadalmi irat).

A , kezelés” kifejezésen a leirasban alfa-interferont kdédold
nukleinsav bevitelét értjik egy paciensbe abbdél a célbdl, hogy a
kérdéses szovetet, kiildndsen egy vagy tobb sejtjében bizonyos
patoldégiaval rendelkezd szovetet kitegylik az alfa-interferon ha-
tasanak. Tehat példaul a leiréasban ,rdkos” szovetnek hivjuk azt,
amelyben egy vagy tobb sejtet rakosnak, malignusnak, tumorosnak,
rakot megeléz6 allapotban lévének, transzformaltnak, vagy adenéd-

manak vagy karcindémdnak mindésitiink, vagy ha ezeknek az &llapo-
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toknak barmilyen mas, szakember 4ltal ismert szinonimdjaval ren-
delkezik.

~Nem rakos” sejten értjik a technika allasa szerint azokat,
amelyek kizarhaték a réakos sejt vagy raksejt definiciébdl, ide
tartoznak normdl sejtek és olyan sejtek, amelyek bizonyos pato-
1l6gids tulajdonsagokat mutatnak, példaul virus, baktérium, para-
zita vagy mé&s mikroorganizmus altali fertdézottséget, Oroklott
dllapottal sujtott sejtek, amely nem teszi azokat annyira opti-
malissa, mint a normdl vagy vad tipusi megfeleldiket, feltéte-
lezhetden valamilyen nem fert6z46, beteg &llapottal, példaul cu-
korbetegséggel sujtott sejtek és olyan sejtek, amelyek tuléltek
barmilyen ilyen stresszt stb.

Barmilyen &llapot kezelése vagy terdpiaja, amelyre az IFN-a
beaddsa joétékony hatédssal lehet, kezdébdhet az 4&llapot diagnosz-
tizdladsa elbétt vagy barmikor az &llapot diagnosztizalédsa utéan.
Tehat példaul, ha egy paciens esetén gyanithatéd, hogy rakot meg-
el6z6 allapotban van, vagy valamilyen tipusu rak kifejlddésének
fokozott a valdszinlsége, kezelhetd a talalmany szerinti készit-
ményekkel. Ehhez hasonlban, egy patogén, példadul hepatitisz-B-
virus hatédséanak kitett személyt kezelhetiink a taldlmany szerinti
készitményekkel, mielétt a hepatitiszt diagnosztizaltuk volna.
Tovabbéa kezelhetijik a HBV feltételezett hordozdit vagy olyan pa-
cienseket, akik nagy valdszinliséggel virushordozdék lehetnek, mi-
utdn a betegség szimptémainak nagy része igazoltan megjelent.

A taladlmany szerinti konstrukcibék hasznosak kiiléonféle réakos
megbetegedések, hepatitisz és mads olyan &allapotok teréapié&jaban,

amelyekben az IFN-a beaddsa az IFN-a szdvetekben vald mennyisé-
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gének novelése céljabdl eldnyds, példaul fekélyes vastagbélgyul-
ladas, rhinovirus-fertézés, condyloma acuminata, laryngeal
papillomitis; HIV-fertd&zés, fibrdzis, fokozott IL-4- és IgE-
termelés miatt bekovetkezett allergids betegségek és granuldmas
rendellenességek, példaul Crohn-féle betegség esetén. Noha bar-
milyen olyan szdvet megcélozhatd, amelyre valamilyen szdvetspe-
cifikus expresszids elemet, példaul promdtert lehet azonositani,
kilonleges jelent8sége van az IFN-a szovetspecifikus beadaséanak
rakos szovetekbe az IFN-a mennyiségének megndvelése céljabdl,
példaul human prosztatakarcinémdba és hepatdmaszovetekbe. Tovab-
ba a taldlmany szerinti konstrukcidékat olyan, patoldgids allapo-
tokban 1év8 szovetekben lehet alkalmazni az IFN-a mennyiségének
novelésére, amelyekben nem-rdkos sejtek interferon-termelése hi-
anyos, azaz kevesebb interferont termelnek, mint az egészséges
sejtek, példaul krénikus hepatitisz-B-virust hordozdkban [ Nouri-
Aria et al., Hepatology 14 (6), 1308-1311 (1991)] . A taldlmany
néhany eldényds megvaldsitdsi mdédja szerint a rekombinans konst-
rukcidkkal a szomszédos szoveteket vagy sejteket célozzuk meg az
alfa-interferon 1lokalis koncentracidéjanak novelése céljabdél a
kérdéses sejtpopulacidban.

A taldlmany szerinti készitményeket szakember 4&ltal ismert
médszerekkel hozzuk olyan beadasra szadnt formadra, amely emlés-—
nek, eldnydsen embernek vald beaddsra elfogadhaté. A taldlmany
néhany elényds megvalésitasi médja szerint a taldlmdny szerinti
készitményeket beadhatjuk kézvetlenil szdvetbe injekcidval vagy
a kérdéses szovetet ellatd véredénybe. A taladlmdny tovabbi eld-

nyds megvaldsitasi mddjai szerint a taldlmany szerinti készitmé-
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nyeket , lokoregionalisan” adjuk be, azaz intravezikdlisan, sérii-
lésbe és/vagy topikdlisan. A taldlmadny méas eldényds megvaldsitasi
médjai szerint a taldlmany szerinti készitményeket szisztémasan
adjuk be injekcidval, inhalaléssal, kupban, transzdermalis célba
juttatassal stb. A taladalmany tovabbi eldényds megvaldsitasi modd-
jai szerint a készitményeket katéteren keresztiil vagy olyan esz-
kézzel adjuk be, amely lehetévé tesz nehezen hozzaférhetd szdve-
tek, példaul belsd szervek elérését. A taldlmadny szerinti ké-
szitményeket beadhatjuk nagyobb készletet tartalmazd eszkdz al-
kalmazasaval, implantdtumokban vagy kapszuldzott formakban is,
amelyek lehetévé teszik a készitmények lassu vagy visszatartott
felszabaduléasat.

A talalmany targyat képezik beaddsra szant készitmények,
amelyek oldat formaban tartalmazzdk a taldlmany szerinti készit-
ményeket, feloldva vagy szuszpendadlva elfogadhaté hordozdban,
elénydsen vizes hordozéban. Sokféle vizes hordozd alkalmazhaté,
példaul viz, pufferelt viz, 0,8%-0s natrium-klorid-oldat, 0,3%-
os glicin, hialuronsav és hasonldék. Ezeket a készitményeket ste-
rilizalhatjuk szokédsos, joél ismert sterilizalasi technikdk al-
kalmazasaval, vagy sterilre szlrhetjik azokat. Az igy kapott vi-
zes oldatokat felhasznalas céljara csomagolhatjuk, ugy ahogy
vannak, vagy liofilizalhatjuk, a liofiliz4lt prepardtumot beadéas
elétt egy steril oldattal fel kell oldani. A készitmények tar-
talmazhatnak gydgyéaszatilag elfogadhaté segédanyagokat, amelyek
a fizioldgias korulmények megkdzelitéséhez szikségesek, példaul
pH-t szabalyzé és puffereld 4agenseket, ionerésséget szabalyzdéd

agenseket, nedvesitd A&agenseket és hasonldkat, példaul natrium-
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acetatot, natrium-laktitot, natrium-kloridot, k&lium-kloridot,
kalcium-kloridot, szorbit-monolauratot, trietanolamin-oleatot
stb.

A talalmany szerinti készitmények koncentracidéja a gydgy-
szerformakban széles hatdrok kozott valtozhat, azaz kevesebb,
mint 0,1%-td6l, rendszerint legaldbb koériilbelil 2%, egészen 20-
50%-ig, vagy még tobb (tdmeg%), és elsbsorban a folyadék térfo-
gata, viszkozitasa stb. alapjan valasztjuk ki, a kivalasztott
konkrét beadasi méddal O6sszhangban.

A talalmany szerinti készitményeket beadhatjuk liposzdémék-
kal is. Liposzdémadk lehetnek emulzidk, habok, micelldk, oldhatat-
lan egyrétegd anyagok, folyadékkristdlyok, foszfolipid-diszper-
zi0k, lamelléaris rétegek és hasonldék. Ezekben a preparatumokban
a talalmany szerinti, célba juttatandd készitmények eqgy
liposzéma részét képezik, egymagukban vagy olyan molekulaval
egyutt, amely a kivant célhoz képes kotddni, példaul antitest-
tel, vagy mas terapias vagy immunogén készitményekkel. A taldl-
many szerinti, kivant készitménnyel igy megtoltdtt vagy azzal
kapcsolt liposzémakat szisztémdsan juttatjuk célba, vagy a kér-
déses szovethez iranyithatjuk, ahol a liposzdémdk azutdn tovab-
bitjak a kivalasztott terédpids/immunogén peptidkészitményt.

A talalmany szerint alkalmazott liposzdémakat standard vezi-
kulum-formald lipidekb&él &llitjuk eld, amelyek 4&ltaldban semle-
ges vagy negativan toltott foszfolipideket és egy szterint, pél-
dadul koleszterint tartalmaznak. A lipidek kivalasztasanal alta-
laban figyelembe vessziik példaul a liposzdéma méretét, savra vald

érzékenységét és a liposzémak stabilitdsdt a véraramban. Sokféle
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médszer &ll rendelkezésre liposzdémak elBallitasara, leirasukat
lasd példaul Szoka és munkatarsai, Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9,
467 (1980), USP 4.235.871, 4.501.728, 4.837.028 és 5.019.369.
szamu szabadalmi iratokat, melyek a kitanitds részét képezik.

A  talalmany szerinti készitményt tartalmazé liposzdéma-
-szuszpenzidét beadhatjuk intravénidsan, lok&lisan, topikalisan
stb. olyan dézisban, amely valtozhat, tdbbek koézdtt, a beadés
moédjatdl, a talalmany szerinti, célba juttatandd készitménytdl
és a kezelendd betegség allapotatdl.

Szilard készitményekben nem-toxikus szildrd hordozét alkal-
mazhatunk, példaul gydgyszerészeti tisztasadgu mannitot, laktédzt,
keményitét, magnézium-sztearatot, natrium-szacharint, talkumot,
celluldzt, glikdzt, szachardzt, magnézium-karbondtot és hasonld-
kat. Oralis beadas céljara gydgyadszatilag elfogadhatdé nem-
toxikus készitményt uUgy &allitunk eld, hogy barmelyik normalisan
alkalmazott segédanyagot, példadul a fentebb felsorolt hordozdk
valamelyikét beépitjik, és altaldban 10-95% hatdanyagot, amely
egy vagy tobb talalmany szerinti készitmény, és eldnydsebben 25-
75% koncentraciodban.

Aeroszol utjan toérténd beadadshoz a taldlmany szerinti ké-
szitményeket eldénydsen a véglegesen felhasznalandd formdra hoz-
zuk feliletaktiv anyaggal és hajtdanyaggal. A taladlmany szerinti
készitmények tipikus szazalékos aranya 0,01%-20% (témeg%), eld-
nydésen 1%-10%. A felliletaktiv anyagnak természetesen nem szabad
toxikusnak lenni, és eldny6sen oldhaténak kell lennie a hajté-
anyagban. Ilyen agensek lehetnek példaul 6-22 szénatomos zsirsa-

vak észterei vagy ©parcidlis észterei, példaul kapronsav,
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oktansav, laurilsav, palmitinsav, sztearinsav, 1linolsav, lino-
lénsav, oleszterinsav vagy olajsav egy alifds polihidroxi-alko-
hollal vagy ciklikus anhidridjével. Kevert észterek, példaul ke-
vert vagy természetes gliceridek is alkalmazhatdk. A feliiletak-
tiv anyag mennyisége 0,1%-20%-a (todmeg%) a készitménynek, eld-
nybésen 0,25-5%-a. A készitmény kiegyensulyozdsa szokdsos mdédon a
hajtbéanyaggal toérténik. Kivant esetben hordozdét is tartalmazhat,
példaul intranazdlis célba juttatds esetén lecitint.

A  talalmany szerinti készitményeket beadhatjuk tovabba
készlet-tipust rendszerben, kapszuldzott formdban, vagy implan-
tatumokban, amely technikdk szakember &ltal j6l1 ismertek. Ehhez
hasonldan, a konstrukcidék célba juttathatdék egy pumpédn keresztiil
a kérdéses szovethez.

A talalmany néhany eldnyds megvaldsitasi mdédja szerint, a
talalmény szerinti készitmények beadhatédk ex vivo a paciensbdl
kivett sejtekbe vagy szdvetekbe, azutdn azok visszajuttathatdk a
paciensbe. Génterapias konstrukcidk ex vivo beadasat lasd példa-
ul az alabbi kozleményekben: Artega és munkatdrsai, Cancer
Research 56 (5), 1098-1103 (1996); Nolta és munkatarsai, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93 (6), 2414-9 (1996); Koc és munkatéarsai,
Seminars in Oncology 23 (1), 46-65 (1996); Raper és munkatarsai,
Annals of Surgery 223 (2), 116-26 (1996); Dalesandro és munka-
tarsai, J. Thorac. Cardi. Surg. 11 (2), 416-22 (1996); és
Makarov és munkatdrsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 (1), 402-6
(1996) .

Az alabbi példakkal a taldlmany szerinti megoldast kivanjuk

szemléltetni, anélkil azonban, hogy igénylinket az ismertetettek-
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1. példa

Alfa-interferon hatasa prosztatarak-sejtek proliferdciéjara

Harom kiloénbo6z& prosztatakarcinéma-sejtet, LNCaP-t (andro-
génfiggd, ATCC #CRL 1740), PC-3-sejteket (androgén-fluggetlen,
ATCC #CRL 1435) és DU-145-t (androgén-fiiggetlen, ATCC #HTB 81)
vizsgalunk. A sejteket 5 kiilonb6zd interferon-al2b-koncentra-
cidéban (Schering-Plough) (10, 10°, 10°, 10% 10° IU/ml) névesztijiik
72 obra hosszaig a kovetkezd tapkdzegekben: PC-3-at 7% magzati
marhaszérummal kiegészitett Ham-féle ,F12 K’ tapkdzegben (GIBCO
BRL) ; DU-145-t 10% magzati borjuszérummal kiegészitett DMEM-tap-
k6zegben (GIBCO BRL); LnCaP-t 5% magzati marhaszérummal kiegé-
szitett , RPMI 1640”-ben tenyésztink.

Az interferon antiproliferativ hatdsait MTT vizsgdlati el-
jarassal mérjik [Mossman, J. Immunol. Methods 65, 55 (1983)].
PC-3- és DU-145-sejtek kovetkezetes érzékenységet mutattak no-
vekvd interferon-koncentracidkkal, és telitést értek el 107
IU/ml-nél. Az androgén-érzékeny LNCaP-sejtek nem adtak valaszt
IFN-re. A két androgén-fiiggetlen sejttipus koézil a PC-3 tidnt ér-
zékenyebbnek a DU-145-sejtekhez képest. Ezeket az adatokat az 1.
abran Osszegezzik. A Dbesatirozott oszlopok a PC-3-sejtvonalat
jelentik (androgén-fiiggetlen); a keresztben pontozott oszlopok
jelentik a DU-145-sejtvonalat (androgén-fliggetlen); a ferdén vo-

nalkazott oszlopok jelentik az LNCaP-t (androgén-fiiggd) .
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2. példa

2 2

Expressziés kazetta eldallitasa

Expresszids vektort allitunk eld, amely az alfa-2b-inter-
feron (IFN-a2b) teljes cDNS-szekvencidjaval és az IFN-a2b teljes
szignalszekvencidjaval rendelkezik [ Sreuli et al., Science 2009,
1343-1347 (1980); Goeddel et al., Nature 290, 20-26 (1981);
Henco et al., J. Mol. Biol. 185, 227-260 (1985)], egy korilbeliul
600 bp méretl, prosztataspecifikus antigén-génbdl (PSA) szarmazd
alapprométer vezérlete alatt, az IFNa szovetspecifikus expresz-
szidja céljabdl prosztatakarcindéma-sejtekben. Alapvetden, az 5 -
végén feltételezett szignidl-vezetdszekvencidval rendelkezd, tel-
jes hosszusagu IFN-a2b-cDNS-t klbénoztuk a CMV-promdtertdl 5 -
iranyban a PCDNA3-jeld emlds expresszidés vektorba (Invitrogen),
a CMV-prométertdl szintézisiranyban 1évé HindII/EcoRI-poliklé-
nozé helyre, igy eléallitottuk a DIFN-plazmidot. A PSA-prombtert
tartalmazé PSA-gén 5 -végi szegélyezd szekvencidjat [ BBRC 161,
1151-1159 (1989); Genebank #M27274] inszertadltuk a vektorba, he-

lyettesitve a CMV-prométert, igy eldallitottuk a PSADIFN-plaz-

midot.

3. példa

Alapprométerek klénozdsa majspecifikus gének szamara

Négy human madjra specifikus génbd&l, albuminbdl (HAL), l-an-
titripszinb&dl (HAT), alfa-fetoproteinbdl (AFP) és hidroxi-metil-
-glutaril-CoA-reduktazbél (HMG) szarmazd, alappromdétereket is
tartalmazé 5 -végi szegélyezd szekvencidkat szubklédnozunk ATCC

65731, ATCC 61597, ATCC 65735 és ATCC 59567 torzsekbdl, sorrend-
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ben, pCRScript-vektorba, melyeket interferon-gén célba juttata-
sara és annak szovetspecifikus expresszidéjara alkalmazunk maj-
sejtekben [ Luskey, Mol. Cell. Biol. 7 (5), 1881-1893 (1987);
Minghetti et al., J. Biol. Chem. 261 (15), 6747-6757 (1986);
Long et al., Biochemistry 23, 4828-4837 (1984) ; Gibbs,
Biochemistry 26, 1332-1343 (1987)] .

A pCRScript-vektorban 1év6, méjspecifikus enzimek fenti
génjeinek 5 -végi szegélyezd szekvencidit tartalmazdé inszertek
restrikcidés enzimes térképezése utdn az inszerteket a luciferdz-
géntél szintézisirannyal szemben, a pGL3-riporterplazmidba
(Promega) visszik a pCRScript-vektorbdl. Kinai hdrcség petefész-
kéb6l szarmazd (CHO-K1, ATCC # CCL-61), humadn hepatdéma (HepG2,
ATCC #NB 8065) és humdn hepatdéma (Hep3B ATCC # HB 8064) sejteket
transzfektalunk elektroporacié alkalmazésaval ezzel a négy
konstrukciodval, valamint kontroll pPGLC-plazmiddal (PROMEGA
Corp.). A pGLC-plazmid luciferaz-gént tartalmaz SV40-prombdter és
SV40-enhanszer vezérlete alatt.

A négy majspecifikus prométerszekvencia A&altal a transz-
fektalt sejtekben vezérelt luciferdz-expresszidt dEsszehasonlit-
juk a pGLC-kontrollplazmiddal és a pGL3-vektorral. Az adatokat a
2. abran foglaljuk ossze (HAL eredményeit nem mutatjuk be). A
DNS-konstrukcidkkal transzfektdlt harom sejttipus rendelkezett a
bemutatott szembetidnd tulajdonsdgokkal. A besatirozott oszlopok
megfelelnek human hepatéma HepG2-sejteknek; a keresztben ponto-
zott oszlopok megfelelnek kinai horcsogbél szarmazd petefészek-
sejteknek (CHO); a ferdén vonalkazott oszlopok megfelelnek human

hepatéma Hep3B-sejteknek (Hep3B). pGLB egy negativ kontrollplaz-
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mid; pGLC egy pozitiv kontrollplazmid; HAT jelenti a human oal-
-—antitripszin-prométert; HMG Jjelenti a human-hidroxi-metil-glu-
taril-CoA-reduktaz-prométert; AFP jelenti a humdn a-fetoprotein-
-prométert. A négy szovetspecifikus promdéter kozil a human al-
—antitripszin (HAT) promdétere tlnik a legjobbnak mé&jspecifikus
expresszidra ilyen korilmények kozott.

A HAT-promdéter altal vezérlet expresszidt tovabb optimali-
zaljuk olyan expresszids vektor elddllitasaval, amely
majspecifikus enhanszert, példaul human a-fetoprotein-enhanszert
[ Watanabe et al., J. Biol. Chem. 262 (10), 4812-4818 (1987),
Genebank # J02693}, human albumin-enhanszert [ Hayashi et al., J.
Biol. Chem. 267 (21), 14580-14585 (1992), Genebank # M92816],
human o-l-mikroglobulin/bikunin-enhanszert [ Rouet et al., J.
Biol. Chem. 267 (29), 20765-20773 (1992), Genebank # X67082]
vagy hepatitisz-B-enhanszert [ Valenzuela et al., “Animal Virus
Genetics”, szerk. B. Biels et al., 57-70. old., Academic Press,
N.Y. (1981); Galibert et al., Nature 281, 646-650 (1979)] tar-
talmaz.

Bar a talalmany fenti részletes leiridsa szemléltetéssel és
példakkal egyitt a vildgos megértést szolgalja, nyilvanvald,
hogy bizonyos valtoztatdsokat és mdédositédsokat lehet tenni a
szabadalmi igénypontokban k6z61lt igényelt oltalmi kdrben.

Az idézett hivatkozasok teljes egészikben a kitanitds ré-

szét képezik.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Alfa-interferon-polipeptid expresszidjara szolgéald
rekombinans vektor, amely alfa-interferon-polipeptidet koédold
nukleinsavszekvenciat tartalmaz egy emldés sejtben funkcionalis
prométerhez mikodéképesen kapcsolva.

2. Az 1. igénypont szerinti vektor, amely egy virusvektor.

3. Az 1. igénypont szerinti vektor, amely egy plazmid.

4. A 2. vagy 3. 1igénypont szerinti vektor, amely adeno-
viridiae nemzetségbd&l szarmazd virusvektor.

5. A 4. igénypont szerinti vektor, amely prométerként szd-
vetspecifikus promdtert tartalmaz.

6. Az 5. 1génypont szerinti vektor, amely szdévetspecifikus
prométerként majspecifikus promdétert tartalmaz.

7. A 6. 1ilgénypont szerinti vektor, amely alfa-interferon-
-polipeptidként alfa-2b-interferont kédold nukleinsavszekvenciat
tartalmaz.

8. Gydbgyszerforma, amely hatdanyagként 1-7. igénypontok
barmelyike szerinti vektort tartalmaz egy vagy tdbb gydgydszati-
lag elfogadhaté hordozéval, higitdszerrel vagy segédanyaggal.

9. Eljaras gyoégyszerforma eldadllitasdra, azzal jellemezve,
hogy Osszekeveriink 1-7. igénypontok barmelyike szerinti vektort
egy vagy tobb gydgyaszatilag elfogadhaté hordozdval, higitdszer-
rel vagy segédanyaggal.

10. Eljaras alfa-interferon-polipeptid intracelluléris
mennyiségének novelésére egy kérdéses szovetben, azzal jellemez-

ve, hogy a kérdéses szovetet alfa-interferon-polpeptidet kédold,
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az illetd szovetben funkciondlis expresszids szabalyzd szekven-
ciahoz m{kod&képesen kapcsoldédd nukleotidszekvencidt tartalmazd
érintkeztetjik.

11. A 10. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy majsejtet tartalmazd szovetben noéveljik meg az alfa-inter-
feron-polipeptid mennyiségét.

12. A 11. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy rakos majsejtet tartalmazd szovetben noéveljiik meg az alfa-
—interferon-polipeptid mennyiségét, és ma&jspecifikus promédtert
tartalmazé vektorral érintkeztetjik a kérdéses szovetet.

13. A 12. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy adenovirus-vektorral érintkeztetjik a kérdéses szdvetet.

14. A 13. 1igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy alfa-interferon-polipeptidként alfa-2b-interferon-polipep-

tid intracellularis mennyiségét noéveljik meg.
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Alfa-interferon hatdsa human prosztatarak-sejtekre

(MTT vizsgalati eljaras)
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