?O,}ooﬁ‘o

ROZZETETELYL &l
PELDANY

76.203/Z2S0

MESTERSEGES ER TRANSZPLANTATUM VALAMINT ENNEK
LETREHOZASA ES ALKALMAZASA

KIVONAT

A jelen taldlmany mesterséges ér transzplantatumot, valamint
ennek az el6allithsara szolgal6 moédszert biztosit. A mesterséges ér
transzplantatum egy olyan szintetikus tubularis elem, mely endotelialis
sejtek és/vagy simaizom sejtek sokasagaval burkolt luminalis felszinnel
rendelkezik, az emlitett sejteket genetikailag ugy transzformaltuk, hogy
legalabb egy sejt proliferaciés novekedési faktort és legalabb egy

cellularis tapadasi faktort expresszaljanak.
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Az alabbiakban ismertetjiik a jelen talalmany hatterét.

A jelen taldlmany mesterséges ér transzplantatumokkal
kapcsolatos. Részletesebben, a jelen talalmany olyan genetikailag
transzformalt sejtekkel és ezek elGallitasaval kapcsolatos, melyek
hasznosak a javitott mesterséges ér transzplantatumok létrehozasaban.
A jelen talalmany ezen kivil a mesterséges ér transzplantatumok
érbetegségek terapiajaban valé hasznalataval is kapcsolatos.

Az alabbiakban az érbetegségeket ismertetjiik réviden.

Az érbetegségek a fejlett vilag betegségeinek és elhalalozasainak
jelentGs okai k6zé tartoznak, és igy a populacié nagy részét érintik. A

==~ bypass sebészeti beavatkozasban gyakran vénas, artérias vagy
szintetikus csé transzplantatumokat hasznalnak az ilyen betegségek
klinikai kovetkezményeinek cstkkentésére azaltal, hogy lehetévé teszik,
vagy helyreallitidk a véraramot egy blokkolt vagy sérllt véredények
kornyékén. Becslések szerint évente tébb, mint 1 millio ilyen eljarast
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hajtanak végre a fejlett orszagokban, és az ilyen beavatkozasok 30-50 %.-
a 5-7 éven beliil kudarcba fullad (1-4).

Az alabbiakban az artérias ér transzplantatumokat ismertetjlik.

Az artérias ér transzplantatumok hosszttavon tartésabbak, mint a
vénas vagy a szintetikus ér transzplantatumok (5). Ennek ellenére az
artérias ér transzplantatumokat csupan korlatozott klinikai korilmények
kozott lehet alkalmazni, példaul aorta-szivkoszoruér bypass sebészeti
beavatkozaskor. Egyre fokozodik az igény a tartds, biolégiai szempontbdl
kompatibilis felszinnel rendelkezé szintetikus ér transzplantatumok irant,
melyek meghosszabbitott ideig hasznalhatok fel. A kis atméroji ér
transzplantatum iranti igény kiilonésen nagy a femoralis artéria alatti
lézidknal és olyan betegek esetében, akik korlatozott szamu természetes
érrel rendelkeznék, mint példaul a visszeres vagy korabban bypass
beavatkozason atesett betegek (2, 3). A politetrafluoretilén (PTFE) és a
szintetikus ér transzplantatumok egyéb anyagai nagy népszeriiségnek
orvendenek, mivel az anyag biokompatibilis és tartés. A szintetikus anyag
maédositasat irték le szamos allatokkal végzett kisérletben és néhany
human vizsgalatban (5-10).

A szintetikus ér transzplantatumok funkcitjanak és tartossaganak
noveléséhez autolég endotelidlis sejteket (EC) hasznaltak az ér
transzplantatum implantacio elétti beoltasahoz. Az endotelialis sejtek jobb
biokompatibilis felszint biztositanak, és hozzajarulhatnak a trombozissal
szembeni hosszu tava védelemhez trombolitikus kapacitasuk révén (11,
12). Ezen kivil, az EC boritas megakadalyozhatja az ér
transzplantatumban kialakulé neointimalis proliferaciot és a gyulladasos
reakciokat (13). Azonban ezideig a random, nagyszamu vizsgalat nem
bizonyitotta, hogy az EC-vel val6 beoltas javithatja az ér transzplantatum
tartéssagat (8-10).

Az ér ftranszplantatum implantacio elétti beoltasahoz hasznalt

endotelialis sejteket tipikusan a zsirszévet révid vénas szegmenseibdl
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gylijtik 6ssze. Egyéb forrasként szolgalhatnak a transzgénikus allatok
sejtiei, melyek human jellemz6kkel vagy az egyes betegbdl szarmazé
autolég EC-kel rendelkeznek. Egyéb lehetséges EC forrasként szolgalnak
a periférias vérbdl vagy a csontvel6bdl izolalt ssejtek.

A mesterséges ér transzplantatum tervezés és elballitas teriiletén
Uj stratégiakkal kisérleteznek a human érbetegségek kezelésében
haszvnélt mesterséges ér transzplantatumok hatékonysaganak tovabb
fejlesztéséhez. A mesterséges ér transzplantatum luminalis felszinének
telies endotelializalasa még mindig nagyon lassu, és ez komoly hatassal
van az ér transzplantatum hasznalhatdsagara. Ezért, kiemelt feladat az ér
transzplantatum burkolasanak javitdsa, és az ér transzplantatum
matrixahoz val6 sejt tapadas javitdsa. A korabbi kisérletek, ahol EC-t
oltottak a szintetikus ér transzplantatumokra, nem tokéletes
endotelializalast eredményeztek, valamint sejt levalast a véraram
kérilményeinek vald kitevés hatasara.

Az ér transzplantatum endotelializalas javitasara iranyulé egyik
legUjabb technika az ér transzplantatum olyan genetikailag transzformait
sejtekkel valé burkolasat célozza meg, mely sejtek jobb proliferacios
kapacitassal rendelkeznek (lasd példaul az 5.785.965 szamu US
szabadalmi alkalmazast).

Az csontvel$ Sssejtek differencialodasanak fokozasahoz és a rovid
és megbizhatdé modszerekhez, melyekben a mesterséges ér
transzplantatum készitményekben hasznalhat6 EC létrehozasat célozzak,
az ilyen sejteket tipikusan vascularis endotelidlis névekedési faktor
(VEGF) expresszios vektorral transzformaljak, melyek azutan a sejtekben
expresszalodnak, és igy fokozhatijdk az EC izolalas és szaporodas
hatékonysagat. Igy, a specifikus EC mitogének, mint a VEGF,
alkalmazasa lerdviditheti a sejtek dsszegyiijtésétsl a beoltasig terjed6

idGszakot, és lehetévé teszik az alacsonyabb kezdeti ér transzplantatum
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beoltasi siirliségek alkalmazasat is, miutan a VEGF altal indukalt gyors
proliferacié gyorsabb ér transzplantatum burkolashoz vezet.

Az endotelidlis sejt proliferacié és migracio a VEGF receptorok
aktivalasaval indithatd meg (16). Bar harom VEGF receptort
azonositottak és jellemeztek, a KDR receptor jatszik kulcs szerepet az
angiogén atallasban, mely proliferaciobol és migraciobal all (16, 17).

A VEGF meghatarozott elényt biztosit az egyéb, kevésbé EC-
specifikus ndvekedési faktorokkal szemben, melyek fokozhatjak az ér
transzplantatum endotelializaciojat, miutan az csokkent hatassal van az
egyeb vascularis sejtekre, kiiléndsen a simaizom sejtekre (SMC), és mint
ilyen csékkentik a karos stimulalo hatasok potencialjat. igy a mesterséges
ér ftranszplantatumra oltott, genetikailag modositott sejtek altal
felszabaditott VEGF szaporitia az EC-t, azonban az SMC-t nem az
anasztomozisos helyektél.

Bar a genetikailag transzfektalt, és VEGF-et tulexpresszaldo EC
képes a fokozott szaporodasra a nem transzformalt EC-hez viszonyitva,
az ilyen transzformalt sejteket magaba foglal6 mesterséges ér
transzplantadtumok  funkcionalisan  korlatozottak, mivel az ér
transzplantatum Iluminalis felszinét burkold transzformait sejtek nem
képesek ellenalini az implantaciot koveté aramlasi eréknek.

Az UP50 egy olyan Gj protein, melyet ha feliiletek, példaul
szOvettenyészté miianyagok burkolasara hasznalnak, ugy tiint, fokozza
az EC felszinekhez val6 tapadasi képességét (561). Ez a protein hat
kalcium-kdt6 EGF-szer(i doménbél all, melyek kéziil az egyik egy Arg-
Gly-Asp (RGD) motivumot foglal magaba. Errél a motivumroél tudott, hogy
részt vesz az integrinek, példaul az EC-n expresszalt integrinek,
specifikus kotésében, és igy részt vesz az EC sejt matrixhoz és egyéb
sejtekhez val6 adhézidjanak kdzvetitésében (562). Példaul, az ezen RGD

szekvenciat tartalmazé szintetikus peptidekré| tudott, hogy antagonizaljak



az integrin kotest, és ily médon gatoljak az olyan folyamatokat, mint az
angiogenezis vagy a trombozis (53).

Az epidermalis noévekedési faktor (EGF) szerli motivumot
megtalaltak az érfal kiilénféle extracellularis matrix (ECM) proteinjeiben
(54) és részt vesz a kalcium-kotésben szamos, az érfalban jelen levd
ECM proteinnel (55). Ez a motivum jelen van a vér koagulacio
szabalyzdiban, a kis s(rliségii lipoprotein receptorban, a TGF-# k&td
proteinben és a Notch-ban és ligandumaiban, melyek részt vesznek a
cellularis differencialédasban (56).

Bemutattak, hogy az embrionalis vascularis EGF-szer(i ismétiédést
tartalmazé protein (EVEC), a huan UP50 patkany homolégja, az
embrionalis  angiogenezis alatt expresszalodik. Ezen protein
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artérias érrendszerben zajlik, féként a fejl6d6 artériak ér SMC-jében.
Kifejlett egerekben ezen protein expresszidjarél bemutattak, hogy lefelé
szabalyozodik, kivéeve a méh artéridiban. Egy ballon-sériilt patkany
modellben a carotid artéria EVEC expresszio felfelé szabalyozodott (57).
Ezek az eredmények az UP50 egy lehetséges szerepét jelzik az EC-SMC
kélcs6nhatasokban, ECM érésben és szaporodas szabalyozasban. igy,
az UPS0 olyan Gj, adherens molekula, mely vascularis ligandumként
keresztill, és el6segitheti a vascularis fejlédést és ujramodellezést.
Azonban az EC, szintetikus ér transzplantatumok endotelializacidjanak
elésegitésében szerep vdllaldsra képes ilyen adhéziés faktorok
expresszalasat célz6, genetikai modositasanak stratégisjara még nem
tettek kisérletet.

igy széles koérben elismert, hogy sziikségesek, és igen elénydsek
az olyan mesterséges ér transzplantatumok, melyek képesek tamogatni a
véraramlast az implantacié utan, és ennek ellenére mentesek a fent

emlitett, korabbi ér transzplantatumok korlataitol.



Az alabbiakban &sszefoglaljuk a jelen talalmanyt.

A jelen talalmény egy aspektusa szerint egy olyan mesterséges ér
transzplantatumot biztositunk, mely olyan endotelialis sejtek és/vagy
simaizom sejtek sokasagaval burkolt luminalis felszinnel rendelkezd
szintetikus tubularis elemmel rendelkezik, ahol a sejteket ge'netikailag ugy
transzformaltuk, hogy legalabb egy sejt proliferaciés névekedési faktort
és legalabb egy cellularis tapadasi faktort expresszaljanak.

A jelen taladlmany egy masik aspektusa szerint modszert biztositunk
egy egyeén érrendszere legalabb egy részének helyettesitésére vagy
.bypasszolasara’, mely médszer soran az egyen érrendszerébe egy
mesterséges ér transzplantatumot (ltetiink be oly médon, hogy folyadék
kommunikacié6 legyen az érrendszer és a mesterséges  ér
transzplantatum kozétt, a mesterséges ér transzplantatum endotelialis
sejtek és/vagy simaizom sejtek sokasagaval burkolt luminalis felszinnel
rendelkezé szintetikus tubularis elemmel rendelkezik, ahol a sejteket
genetikailag ugy transzformaltuk, hogy legalabb egy sejt proliferacios
novekedesi faktort és legalabb egy cellularis tapadasi faktort
expresszaljanak.

A jelen taldlmany egy megint mas aspektusa szerint egy
mesterséges ér transzplantatum el6allitasara szolgald modszert
biztositunk, mely az alabbiakbél all: (a) genetikailag transzformalunk
endotelialis sejteket és/vagy simaizom sejteket, hogy legalabb egy sejt
proliferacios ndvekedési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi faktort
expresszaljanak, és (b) az endotelialis sejteket és/vagy simaizom sejteket
oltjuk és szaporituk a luminalis felszinnel rendelkezé szintetikus
tubularis elemben, mig a luminalis felszinen elegendd burkolast kapunk.

A jelen taldlmany elényés kiviteli alakjainak egy tovabbi jellemzéje
szerint az endotelidlis sejtek és/vagy simaizom sejtek sokasaganak elsé

részét genetikailag Ggy transzformaljuk, hogy legalabb egy sejt
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proliferaciés ndvekedési faktort expresszaljanak, és az endotelialis sejtek
és/vagy simaizom sejtek sokasaganak masodik részét genetikailag gy
transzformaljuk, hogy legalabb egy cellularis tapadasi faktort
expresszaljanak.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemz&i szerint a luminalis
felszin az alabbi anyagok valamelyikébdl all: politetrafluoretilén (PTFE),
expandalt politetrafluoretién (ePTFE), poliészter rostok, Dacron™.
feldolgozott &llati véredény vagy barmilyen mesterséges tartd anyag,
melyet az ér transzplantatum gyartasahoz hasznalnak.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemz6i szerint a szintetikus
tubularis elem egy olyan belsé keresztmetszeti teriilet, mely lényegében
megfelel egy véredény bels6 keresztmetszeti teriiletének.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint a szintetikus
tubularis elem belsé keresztmetszeti teriilete korilbeliil 7 — 700 mm?
értékek kozott van.

A leirt elénySs kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint az
endotelidlis sejtek sokasdga az alabbi forrasokbdl szarmazik: véna
szegmensbdl, csontvel6bdl, periférias vér Gssejtekbél, vagy keringd
endotelialis sejtekbdl.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemz6i szerint a simaizom
sejtek sokasdga az alabbi forrasokbdl szarmazik: human rézsaér
vénakbol, és bal bels6 eml6 artériakbol, csontvelbél, vagy periférias vér
Ossejtekbdl.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint az
endotelialis sejtek és/vagy a simaizom sejtek sokasaga a mesterséges ér
transzplantatumot kapé alanybol szarmazik.

A leirt elbny6s kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint az
endoteliadlis sejtek és/vagy a simaizom sejtek sokasaga egy human vagy

egy allati donor embrionalis vagy érett széveteibdl szarmazik.



A leirt elbnyds Kkiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint az
endotelidlis sejtek sokasdga a belsé luminalis felszinen dsszefliggd
monoréteget képez. _

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint legalabb egy
proliferaciés névekedési faktort valasztunk az alabbiak k&zil: VEGEF,
savas vagy bazikus FGF, HGF és barmely endotelialis névekedési faktor.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint legalabb egy
cellularis tapadasi faktor DANCE, UP50, vitronectin, albumin, [-es
kollagén, [V-es kollagén, fibronectin és laminin, vagy barmely egyéb
olyan molekula, mely képes elGsegiteni a cellularis tapadast az ér
transzplantatum anyagahoz.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint az
endotelidlis sejtek és/vagy a simaizom sejtek sokasagat a tovabbiakban
genetikailag ugy transzformaljuk, hogy legalabb egy marker polipeptidet
is expresszaljanak.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzsi szerint egy olyan
nukleinsav expresszidos szerkezetet biztositunk, ahol (@) az els6
polinukleotid szegmens egy sejt proliferacios névekedési faktort kédol; és
(b) egy masodik polinukleotid szegmens egy cellularis tapadasi faktort
kodol.

A jelen taldlmany egy megint mas aspektusa szerint olyan
nukleinsav expresszidés szerkezetet biztositunk, ahol (@) az els6
nukleinsav expresszios szerkezet magaba foglal egy elsé polinukleotid
szegmenst, mely egy sejt proliferaciés novekedési faktort kédol; és (b)
egy masodik nukleinsav expresszios szerkezetet, mely magaba foglal egy
masodik polinukleotid szegmenst, mely egy cellularis tapadasi faktort
koédol.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemz6i szerint az elss és a

masodik nukleinsav expresszids szerkezetek tovabba magukba foglalnak



legalabb egy tovabbi polinukleotid szegmenst, mely egy marker
polipeptidet kédol.

A jelen talalmany egy megint méas aspektusa szerint egy olyan kitet
biztositunk, mely tartalmaz legalabb egy cs6 tartasara szolgalé allvanyt, a
~ legalabb egy cs6 magaba foglal egy olyan nukleinsav expresszids
szerkezetet, ahol (a) az els6 nukleinsav expresszids szerkezet magaba
foglal egy elsé polinukieotidot, mely egy sejt proliferaciés névekedési
faktort kodol; és (b) egy masodik nukleinsav expresszids szerkezetet,
mely magaba foglal egy masodik polinukleotidot, mely egy cellularis
tapadasi faktort kodol. |

A jelen talalmany egy megint mas aspektusa szerint egy olyan kitet
biztositunk, mely tartalmaz legalabb egy csé tartasara szolgald allvanyt, a
legalabb egy cs6 magaba foglal egy olyan nukleinsav expresszios
szerkezetet, ahol a nukleinsav expressziés szerkezet magaba foglal (a)
egy elsé polinukleotidot, mely egy sejt proliferaciés névekedési faktort
kodol; és (b) egy masodik polinukleotidot, mely egy cellularis tapadasi
faktort kodol.

A jelen talalmany egy megint mas aspektusa szerint egy
genetikailag transzformalt endotelidlis sejtek és/vagy a simaizom sejtek
létrehozasara szolgalé modszert Dbiztositunk, melynek soran (a)
endotelidlis sejteket és/vagy a simaizom sejteket nyeriink egy emids
szovet forrasbol; és (b) az endotelidlis sejteket tigy transzformaljuk, hogy
legalabb egy sejt proliferacios névekedési faktort és legalabb egy
cellularis tapadasi faktor expresszaljanak egy idében vagy kilén-kdlon.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint a nukleinsav
expresszids szerkezet tovabba tartalmaz legalabb egy promoter
szekvenciat, mely az els6 és a masodik polinukleotid szegmens legalabb
egyike expresszidjanak iranyitasara szolgal.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint az elsd

polinukleotid szegmens transzkripciésan kétédik a masodik polinukleotid
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szegmenshez, mivel az els6 és a masodik polinukleotid szegmens
legalabb egy prométer szekvencia egyetlen promoter szekvencigjanak
transzkripcidés szabalyozasa alatt all.

A leirt elény6s kiviteli alakok tovabbi jellemz8i szerint a nukleinsav
szerkezet tovabba magéaba foglal egy kété szekvenciat, melyet az elsé és
a masodik polinukleotid szegmensek kdzé helyeziink.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemz6i szerint a koté
szekvencia IRES és egy proteaz hasitasi felismeré hely lehet.

A leirt el6nyos kiviteli alakok tovabbi jellemz&i szerint legalabb egy
promoter eukariéta sejtekben funkcioképes.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint legalabb egy
prométer konstitutiv prométer, vagy indukalhaté prométer vagy egy
szOvet specifikus prométer lehet.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint a nukleinsav
expresszidés szerkezet tovabba tartalmaz még (c) egy elsé promoter
szekvenciat, mely az els6 polinukleotid szegmens expresszidjanak
iranyitasara szolgal; és (d) egy masodik promoéter szekvenciat, mely a
masodik polinukieotid szegmens expresszidjanak iranyitasara szolgal.

A leirt elényos kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint az elsd
pormoter és a masodik promoter lehet konstitutiv prométer, vagy
indukalhat6 prométer vagy egy szévet specifikus promoter.

A leirt elbnyds Kkiviteli alakok tovabbi jellemzsi szerint az
indukalhaté promoétereket ugyanaz az effector molekula szabalyozhatja.

A leirt elbényds kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint a nukleinsav
expresszios szerkezet tartaimaz még legalabb egy tovabbi polinukieotid
szegmenst, mely egy marker polipeptidet kédol.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint a marker

polipeptid lehet szelekcios polipeptid vagy egy riporter polipeptid.
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A leirt elény6s kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint a legalabb
egy polinukleotid szegmens transzkripciésan kétédik legalabb egy elsé és
egy masodik polinukleotid szegmens valamelyikéhez.

A leirt elényos kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint legalabb egy
tovabbi polinukleotid szegmens transzkripcidosan kétédik legalabb egy
elsé és egy masodik polinukleotid szegmens valamelyikéhez, egy kotd
szegmensen keresztl.

A leirt elény6s kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint a koté
szekvencia IRES és egy proteaz hasitasi felismerd hely lehet.

A leirt elény6s kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint a legalabb
egy tovabbi polinukleotid szegmens transzlaciosan fuzional legalabb egy
elso és egy méasodik polinukleotid szegmens valamelyikéhez.

A jelen taldlmany egy megint mas aspektusa szerint olyan
transzformalt endotelidlis sejteket és/vagy a simaizom sejteket
biztositunk, melyeket genetikailag ugy transzformaljuk, hogy legalabb egy
sejt proliferacios ndvekedési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi
faktort expresszaljanak.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint a
transzformalt endotelidlis sejteket és/vagy a simaizom sejteket a
tovabbiakban genetikailag tgy transzformaljuk, hogy legalabb egy marker
polipeptidet is expresszaljanak.

A leirt elbnyds kiviteli alakok tovabbi jellemz&i szerint az
endotelidlis sejtek egy véna szegmensbdl, csontvelébdl, periférias vér
Gssejtekbdl vagy kering6 endotelialis sejtekbdl szarmaznak.

A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzéi szerint az
endotelidlis sejtek vagy a simaizom sejtek human vagy allati donor
embrionalis vagy érett széveteibél szarmaznak.

A leirt elbnybs kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint a sejt
proliferacios novekedési faktor VEGF, savas vagy bazisos FGF, HGF,

vagy barmilyen egyéb endotelidlis sejt névekedési faktor lehet.
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A leirt elényds kiviteli alakok tovabbi jellemzdi szerint a cellularis
tapadasi faktor DANCE, UPS50, vitronectin, albumin, I-es kollagén, |V-es
kollageén, fibronectin és laminin, vagy barmely egyéb molekula lehet, mely
képes az ér transzplantatum anyagahoz valo cellularis tapadast fokozni.

A jelen talalmany egy megint mas aspektusa szerint, egy olyan
mesterséges ér transzplantatumot biztositunk, mely endotelialis sejtekkel
és simaizom sejtekkel burkolt luminalis felszinnel rendelkezé szintetikus
tubularis elemet tartalmaz, az endotelidlis sejtek és simaizom sejtek
legalabb egyikét genetikailag ugy transzformaltuk, hogy legalabb egy sejt
proliferaciés ndévekedési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi faktort
expresszaljon.

A jelen talalmany egy megint mas aspektusa szerint olyan
modszert biztositunk egy mesterséges ér transzplantatum eléallitasahoz,
mely az alabbiakbdl all: (a) endotelidlis sejteket és simaizom sejteket
biztositunk, az endotelialis sejtek és simaizom sejtek legalabb egyikét
genetikailag ugy transzformaljuk, hogy UP50-et és VEGF-et
expresszaljanak; és (b) ezt kovetben, vagy ezzel egy idejlleg az
endotelidlis sejteket és a simaizom sejteket a luminalis felszinnel
rendelkezé szintetikus tubularis elemen belul szaporitiuk, mig az
endotelialis sejtek és a simaizom sejtek elegendé mértékben beburkoljak
a luminalis felszint.

A jelen talalmany egy megint mas aspektusa szerint olyan
mesterséges ér transzplantatumot biztositunk, mely endotelidlis sejtek
sokasagaval burkolt luminalis felszinnel és simaizom sejtek sokasagaval
burkolt kiils6 felszinnel rendelkez6 szintetikus tubularis elemet tartalmaz.

A jelen talaimany el6nyds kiviteli alakjai szerint az endotelialis
sejtek sokasagat genetikailag Ugy transzformaljuk, hogy legalabb egy sejt
proliferacios névekedési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi faktort

expresszaljanak.



13 S )

A jelen talalmany elényds kiviteli alakjai szerint a simaizom sejtek
sokasagat genetikailag gy transzformaljuk, hogy legalabb egy cellularis

tapadasi faktort expresszaljanak.

A jelen talalmany sikeresen kezeli a jelenleg ismert konfiguraciok
hibait, amikor az érhelyettesitéshez vagy ér bypass eljarashoz
hasznalhatd mesterséges ér transzplantatumot és ennek eldallitasara

szolgélé modszert biztosit.

Az alabbiakban megadjuk a jelen talalmanyban szereplé rajzok
rovid leirasat.

A jelen talalmanyt a csatolt rajzokkal csupan a példa kedvéért irjuk
le. A csatolt rajzokra valé részletes hivatkozassal azt hangsulyozzuk,
hogy a részletek csupan az elényos kiviteli alakok példaiként és
illusztrativ céljaira szolgalnak, és azért adjuk meg ezeket, mert agy véljiik,
a jelen talalmany elmélete és fogalmi aspektusai igy értheték meg a
legjobban és legkdnnyebben. Ebben a tekintetben nem szandékozzuk a
jelen talalmany szerkezeti részleteit a jelen talalmany alapvets
megeértéséhez szilkségesnél részletesebben bemutatni. A tudomany e
terlletén képzett szakember szamara a rajzokbdl egyértelmiien kidertil,
hogyan lehet a jelen talalmany kulénb6zé formait a gyakorlatban
megvaldsitani.

Az 1. abra a jelen taldlmany egy mesterséges ér
transzplantatumanak perspektivikus képét mutatja.

A 2. abra egy folyamatabra, ami a jelen talalmany hibrid bioldgiai-
szintetikus ér transzplantatum megszerkesztésének stratégiajat mutatja
be.

A 3a-b. abrdk a VEGF-GFP expresszidjahoz valé adenoviralis és

retroviralis sémat mutatja be (sorrendben 3a, és 3b abrak).
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A 4a-d. abrak az Urine p50 protein (UP50) expressziéjahoz vald
viralis expresszids vektorok sematikus rajzat mutatjak be. A 4a és a 4b.
abrak sorrendben az UP50 és az UP50-GFP expresszidjahoz valé
adenoviralis vektorokat, és a 4c. és 4d. abrak sorrendben az UP50 és az
UPS50-GFP expresszitjahoz valé retroviralis vektorokat mutatjak be.

Az 5a-b. abrak a PTFE (politetrafluoretilén) ér transzplantatumok
mikrofotéit mutatjak be, a transzplantdtumokat nuklearis célzott LacZ gént
(5a. abra) és VEGF és zoéld fluoreszcensz protein (GFP) géneket (5b.
abra) kédolé rekombinans adenovirdlis vektorokkal ferté6zétt human EC-
vel oltottunk be.

A 6a-b. abrak a PTFE (politetrafluoretilén) ér transzplantatumok
mikrofot6it mutatjak be, a transzplantatumokat nuklearis célzott LacZ gént
(6a. abra) és VEGF és z6ld fluoreszcensz protein (GFP) géneket (6b.
abra) kodolé rekombinans retroviralis vektorokkal transzdukalt human
EC-vel oltottunk be.

A 7a-d. abrak az Ad.UP50-GFP-vel fertézétt EC (7a-b. abrak) és
SMC (7b-d. abrak) mikrofotéit mutatjak. A sejteket fény (7a. és 7c. abrak)
vagy fluoreszcensz mikroszképiaval (7b. as 7d. abrak) tessziik lathatova.

A 8a-d. abrak a retrovirdlisan az UP50-GFP expresszitjahoz
transzdukalt EC (8a. és 8b. abrak) és SMC (8c. és 8d. abrak) mikrofotdit
mutatjak. A sejteket fény (8a. és 8c. abrak) vagy fluoreszcensz
mikroszkopiaval (8b. as 8d. abrak) tessziik lathatova.

A 9a-b. abrak az UP50 mRNS expresszid RT-PCR analizisének
felvételeit mutatia be EC-ben és SMC-ben, melyeket adenoviralisan
fertéztiink, hogy expresszaljak az UP50-et (sorrendben 9a és 9b. abrak).
A 9a. abran a savok a kovetkezék: 1. az UP50 DNS plazmid pozitiv
kontrollja; 2. a reverz transzkriptaz reakcié negativ kontrollja; 3. a PCR
reakcié negativ kontrollja; 4. Ad.GFP fert6zott EC; 5. Ad.UP-GFP fertézott
EC; 6. nem fert6zott EC. A 9b. abran a savok a kovetkezék: 1. pozitiv

kontroll plazmid UP50 cDNS; 2. a reverz transzkriptaz reakcio negativ
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kontrollja; 3. Ad.GFP fert6z6tt SMC; 4. Ad.UP50-GFP fert6zétt SMC; 5.
nem fert6zétt SMC.

A 10a-b. abrak az UP50 mRNS expresszié RT-PCR analizisének
felvételeit mutatjdk be retroviralisan transzdukalt EC-ben és SMC-ben
(sorrendben 10a. &s 10b. abrak). A 10a. abra savjai a kdvetkezdk: 1.
Retro-GFP transzdukalt EC; 2. az UP50et expresszalasara rertoviralisan
fertézétt EC; 3. az UP50 DNS plazmid pozitiv kontrollja. A 10b. abra
savjai a kévetkezdk: 1. marker; 2. nem transzdukalt SMC; 3. retroGFP
transzdukalt SMC; 4. retro UP50-GFP transzdukalt SMC.

A 11. abra az UP50 expresszalasara adenovirdlisan ferté6zétt EC és
SMC altal térténd UPS0 protein expresszid® Western immunolenyomat
analizisének felvételét mutatjia. A savok a kovetkezék: 1. kontroll, nem
fertézott EC; 2. Ad.GFP fert6zott EC; 3. Ad.UP50-GFP fert6zott EC; 4.
Ad.Ang1-GFP fertézétt EC; 5. kontroll, nem fertézott SMC; 6. Ad.GFP
fertézétt SMC; 7. Ad.UP50-GFP fert6z6tt SMC; 8. Ad.Ang1-GFP fert6zott
SMC; 9. az UP50-GFP-t expresszaldo 293-FLYA stabil transzformans
pozitiv kontrollja.

A 12. abra a retroviralisan transzdukalt EC és SMC UP50 protein
expresszid Western immunolenyomat analizisének felvételét mutatja. A
savok a kdvetkezbk: 1. nem transzdukalt EC; 2. retroGFP transzdukalt
EC; 3. retroUPS0-GFP transzdukalt EC; 4. nem transzdukalt SMC; 5.
retroGFP transzdukélt SMC; 6. retroUP50-GFP transzdukalt SMC: 7. az
UPS0-GFP-t  expresszalé 293-FLYA stabil transzformans pozitiv
kontrollja. ‘

A 13a-d. abrak az Ad.UP50-GFP-vel (13b. és 13d. abrak) vagy
kontroll plazmiddal (13a. és 13a. abrak) fertézott EC-ben (13a. abra és
13b. abra) és SMC-ben (13c. abra és 13d. abra) vald UP50 felszini
expresszid immunohisztokémiai analizisének fluoreszcensz mikrofotdit

mutatjak be.
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A 14a-c. abrak fluoreszcensz scanning konfokalis mikrofotdk,
melyek Ad.UP50-nel fert6zott EC-t (14a. abra) vagy Ad.UP50-GFP-vel
fertézott EC-t (14b. és 14c. abrak) mutatnak be. A 14b. és 14c. abrak
sorrendben a sejt-sejt kontaktusban vagy anélkiil szaporodé EC-ben levé
UP50 festédését mutatjak be. A zdld és vérds fluoreszcencia sorrendben
a GFP és az UP50 fest6dését képviselik.

A 15. &bra egy az Ad.UP50-GFP-fel fert6zott EC-vel létrehozott
ECM-ben levé UPS50 protein immunohisztokémiai analizisét abrazold
fluoreszcensz mikrofotok.

A 16a-b. abrédk az adenovirlisan fert6zétt EC és SMC kozds
tenyészeteivel létrehozott VEGF és UP50 expresszid (sorrendben 16a. és
16b. abrak) Western immunolenyomat analizisét mutatjak be. A savok a
kdvetkezdket jelentik: 1. Ad.VEGF-GFP-vel fert6zétt EC + Ad.UP50-GFP-
vel fert6zott EC; 2. Ad.Ang1-GFP-vel fertézott EC + Ad.UP50-GFP-vel
fertézétt EC; 3. Ad.VEGF-GFP-vel fert6zott EC + Ad.UP50-GFP fertézott
SMC; 4. Ad.VEGF-GFP-vel fert6zétt EC + Ad.Ang1-GFP-vel fert6zott
SMC; 5. az UP50-et expresszalé 293-FLYA stabil transzfektans pozitiv
kontrollja.

A 17a-b. abradk a retrovirdlisan fertézétt EC és SMC kozds
tenyészeteivel létrehozott VEGF és UP50 expresszié (sorrendben 17a. és
17b. &brak) Western immunolenyomat analizisét mutatjak be. A savok a
koévetkezdket jelentik: A 17a. abran: 1. retroUP50-GFP transzdukalt EC +
retroGFP transzdukalt EC; 2. retroVEGF-GFP transzdukalt EC +
retroUP50-GFP transzdukalt EC; 3. retroVEGF-GFP transzdukalt EC: 4.
retroUP50-GFP transzdukalt EC; 5. retroGFP transzdukalt EC: 6. EC
kontroll; 7. retroUP50-GFP transzdukalt SMC + retroVEGF-GFP
transzdukalt EC; 8. retroUP50-GFP transzdukalt SMC + retroGFP
transzdukalt EC; 9. SMC kontroll; 10 rekombinans VEGF pozitiv kontroll.
A 17b &bran: 1. SMC kontroll; 2. retroGFP transzdukalt SMC; 3.
retroUP50-GFP transzdukalt SMC + retroVEGF-GFP transzdukalt EC; 4.
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retroUP50-GFP transzdukalt SMC + retroGFP transzdukalt EC; 5.
retroUP50-GFP transzdukalt SMC; 6. VEGF kontroll; 7. UP50 kontroll.

A 18. abra az UP50-GFP-t, a VEGF-GFP-t vagy a GFP-t kodol6
adenoviralis  vektorokkal fert6zétt EC  proliferaciéjat bemutatd
hisztogramm.

A 19a-c. abrak a retroGFP-vel transzdukalt EC-ben (19a. abra) és
a retroUP-GFP-vel transzdukalt, majd ezt kévetéen Ad.GFP-vel vagy
Ad.VEGF-GFP-vel fert6zétt EC-ben levd (sorrendben 19b. és 19c. abrak)
GFP expressziét bemutaté mikrofotok.

A 20a-b. abrak a retroUP50-GFP-vel transzdukalt, majd kdzvetleniil
utana adenovirdlis vektookkal fertézott EC-ben levé VEGF és UP50
protein expressziok Western immonolenyomat analizisét bemutato
felvételek (sorrendben 20a. és 20b. abrak). A savok jelentése a
kovetkez6. 1. az UP50-et stabilan expresszalé 293-FLYA pozitiv
kontrollja; 2. nem fert6zott kontroll EC; 3. Ad.GFP fertézétt EC; 4.
Ad.VEGF-GFP-vel fertézétt EC; 5. retroUP50-GFP-vel transzdukalt EC:
6. retroUP50-GFP-vel transzdukalt, és Ad.GFP-vel fert6zétt EC; 7.
retroUP50-GFP-vel transzdukalt és Ad.VEGF-GFP-vel fert6zétt EC; C. a
rekombinans VEGF pozitiv kontrollja.

A 21a-h. abrak fény (21a., 21c.,, 21e. és 21g. abrak) vagy
fluoreszcensz (21b., 21d., 21f. és 21h. abrak) mikrofotok, melyek az
AdGFP-vel (21a-d. abrak) vagy az Ad.UP50-GFP-vel (21e-h. &brak)
fertézott EC haromdimenzios in vitro angiogenezisét mutatjak 100 ng/mil
VEGF hozzaadasaval (21c., 21d., 21g. és 21h. abrak) vagy anélkiil (21a.,
21b., 21e. és 21f. abrak). Az egyes kisérleti csoportok reprezentativ
vizsgalatait bemutatjuk.

A 22a-h. abrak az Ad.GFP-vel (22a-d. abrak) vagy Ad.UP50-GFP +
Ad.GFP-vel (22e-h. abrak) fert6zott EC haromdimenziés in vitro
angiogeneziset bemutato fény (22a., 22c., 22e. és 22g. abrak) vagy
fluoreszcensz (22b., 22d., 22f. és 22h. abrak) mikrofotdk, Ad.VEGF-GFP-
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vel fert6zott EC 50 %-os kdzos tenyészetével (22c., 22d., 22g. és 22h.
abrak) vagy anélkiil (22a., 22b., 22e. és 22f. abrak). Az egyes kisérleti
csoportok reprezentativ vizsgalatait bemutatjuk.

A 23. abra az Ad.UP50 (mély voros oszlop), Ad.GFP (kék oszlop)
vagy nem fert6z6tt (sarga oszlop) EC adhéziés vizsgalatat bemutato
hisztogramm. Két kilénbdzé, harom ismétlésben végzett kisérletet
mutatunk be.

A 24. abra az EC, UP50-et tartalmazé6 ECM-hez val6é adhéziojat
bemutaté hisztogramm. Az eredményeket korrigalt OD értékekként
mutatjuk a hattér érték kivonasa utan.

A 25a-g. abrak az UPS50-et tdlexpresszald, folyamatos nyirasi
kontroll nem fert6z6tt (25a. és 25b. abrak), a retroGFP-vel fertézott (25¢.
és 25d. abrak), és a retroUP50-nel fert6zétt (25e. és 25f. abrak) EC-t
mutatjak 24 6raval a razatas el6tt (25a., 25c. és 25e. abrak) és a razatas
utan (25b., 25d. és 25f. abrak). A 25h. abra a razatas utan 24 6raval
megmarado sejtek szamat mutaté hisztogramm. A kisérlet elvégzése
elétt, az egyes csoportokbol (UP50-GFP, GFP, és kontroll) két-két tireget
megszamolunk. Az eredményeket a megmaradt sejtszam razatas
megkezdése elétti teljes sejtszamhoz viszonyitott szazalékaként fejezzilik
ki.

A 26. abra az in vitro laminalis aramlasi kérulmények kézé
helyezett sejtek retencitjanak tesztelésére szolgald jelen talalmanyban
alkalmazott rendszer sematikus bemutatasa.

A 27a-d. abrak a jelen taldlmanyban alkalmazott rendszer
kllénbdz6 komponenseinek bemutatasara szolgalnak, mely modszer a
laminalis aramlasi koérilmények kozé helyezett sejtek retencidjanak in
vitro tesztelésére szolgal. A 27a. abra az aramlasi rendszert tartalmazé

szovet tenyésztG inkubatrot mutatja be, a 27b. 4bra a nyomas és aramlas
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monitorokat, a 27c. abra az adat gyiijté rendszert és a pumpat, és a 27d.
abra az endotelialis sejt beoltd késziiléket mutatja be.

A 28a-d. abrak a GFP (28a. és 28b. abrak) vagy az UP50-GFP
(28c. és 28d. abrak) expresszalasara retroviralisan transzdukalt EC-vel
beoltott, és laminalis aramlasi rendszerben pulzalé laminalis aramlasi
korilmények alad helyezett ePTFE szintetikus ér transzplantatumok
fluoreszcensz mikrofotoit mutatjak.

A 29. 4bra egy genetikailag médositott human EC-vel beoltott, és
implantalt ePTFE szintetikus ér transzplantatumot hordozé birka femoralis
artériat bemutato felvétel.

A 30a-b. abrdk a PTFE ér transzplantatum artérias anasztomozis
sebeszeti mez6jét, valamint a bal és jobb femoralis artériaba (sorrendben
30a. es 30b. abrak) beiiltetett ér transzplantatum akadalymentességét
bemutaté angiogrammok.

A 31a-f. abrak olyan fluoreszcensz mikrofotok, melyek az in vivo
betltetett ér transzplantatumok Iluminalis felszinén mutatkozd seijt
retenciét mutatjak be, ahol az ér transzplantatumokat a GFP (31a. és
31b. abrak), a VEGF-GFP (31c. és 31d. abrak) vagy az UP50-GFP (31e.
és 31f. abrak) expresszalasara retroviralisan transzdukalt EC-vel oltjuk
be. Két reprezentativ mez6t mutatunk be az egyes vizsgélati kériilmények

esetében.

Az alabbiakban bemutatjuk a jelen talalmany el6nyds kiviteli
alakjait.

A jelen talalmany egy olyan mesterséges ér transzplantatummal
kapcsolatos, mely bypass karosodott és/vagy elzarodott véredények
helyettesitésére hasznalhat6, valamint ezen ér transzplantatum
létrehozasara és transzplantalasara szolgalo modszerrel kapcsolatos.
Specifikusan a jelen taldimany emlés endotelidlis sejtekkel burkolt

szintetikus ér transzplantatumok létrehozasara szolgalé modszerrel
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kapcsolatos, mely ér transzplantatumok megvalésithaté alternativat
jelentenek a jelenleg hasznalt természetes és szintetikus ér
transzplantatumokhoz.

A jelen talalmany elméletei és kivitelezése jobban értheté a
rajzokra és a csatolt leirasokra valo hivatkozassal.

A jelen talalmany legalabb egy kiviteli alakjanak részletes leirasa
el6tt, el kell fogadni, hogy a jelen talalmany nem korlatozodik
alkalmazasaban a szerkesztés részleteire, és a koévetkezé leirasban
megadott, vagy a rajzokban bemutatott komponensek elrendezésére. A
jelen talalmany megvaldsithaté mas kiviteli alakokban, kivitelezhets vagy
elvégezhetd mas mddokon is. Azt is el kell fogadni, hogy a jelen
talalmanyban hasznalt kifejezések a jelen talalmany leirasat célozzak és
nem tekinthet6k korlatozo jellegtinek.

A mesterséges ér transzplantatumok széles kérben felhasznalhatok
a sebészeti bypass eljarasokban. A jelenleg rendelkezésre allo
mesterséges, vagy néhany természetes ér transzplantatumot suijté
korlatozasok egyike az, hogy nem rendelkeznek hosszt élettartammal.
Bar az endotelidlis sejtek alkalmazasa jelentSsen fokozza a burkolt
mesterséges ér transzplantatumok minéségét az altalanos teljesitmény
javulasa révén, valamint kilénésen a trombolitikus aktivitas javulasa
réevén, az ilyen ér transzplantatumok tipikusan a vér aramlasi erdinek
kovetkeztében fellépd sejtburkolat elvesztésétsl szenvednek, miutan a
burkolé sejtek nem képesek ellenalini az aramlo vér altal kivaltott nyirasi
eréknek.

Kuldnb6z6 kisérletet tettek az ér transzplantatum élettartamanak
novelésére. Az 5.785.965 szami US szabadalmi alkalmazasban a VEGF
expresszalasa céljabdl genetikailag transzformalt endotelialis sejtekkel
burkolt mesterséges ér transzplantatumot irtak le. Bar az ilyen sejtek jobb
ér transzplantatum beoltasi tulajdonsagokkal rendelkeznek, amint azt az
alabbiakban bemutatott példa részben leirjuk, a VEGF-et expresszalo
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endotelialis sejtekkel beoltott ér transzplantatumok nem képesek tartésan
ellenalini az aramlé vér altal kivaltott eréknek.

Az ér transzplantatum beoltasi kisérletek kdzben a jelen talalmany
leir6i felfedezték, hogy az endotelialis sejtek és/vagy a simaizom sejtek
genetikailag transzformalt populaciéja, melyek egy cellularis tapadasi
faktort, példaul az UP50-et kozésen expresszaljak, olyan cellularis
novekedési faktorral egydtt, mint a VEGF, vagy ha a genetikailag
modositott endotelidlis sejtek és/vagy simaizom sejtek két alpopulaciojat
6sszekeverjik — ahol az egyik a cellularis tapadasi faktort, a masik pedig
a novekedési faktort expresszélija — az elényds a mesterséges ér
transzplantatumok beoltasaban val6 alkalmazaskor.

Amint az az alabbiakban megadott példak leirasaban bemutatott
eredményekbdl egyértelmd, egy cellularis tapadasi faktor expresszidja a
sejtekkel beoltott ér transzplantatumban nem retardalja a sejt
proliferaciot, mikézben jelentésen noveli az ilyen sejtek tapadasat a
mesterséges ér transzplantatum lumindlis felszinéhez, és mint ilyen,
jelentésen noéveli az ér transzplantatum élettartamat. Ezen kiviil, amint az
egyértelmii a példa részben leirtak alapjan, a cellularis tapadasi faktor és
a sejt proliferaci6 faktor egyittes expresszidja az ér transzplantatum
luminalis  felszinének olyan endotelidlis sejtekkel valé teljes
beburkolasdhoz vezet, melyek képesek ellenalini az aramlé vér altal
kivaltott er6knek.

A korabbi ér transzplantatumokkal éles ellentétben, melyeket azért
elokezeltek, hogy magukba foglaljanak egy cellularis tapadasi faktort,
példaul a fibronectint (35-37 és 39), egy cellularis tapadasi faktor, példaul
az UP50 expresszi6ja ér transzplantatumra oltott sejtekbdl, egy olyan sejt
proliferacios faktor, mint a VEGF, egyittes expresszidjaval ezekbél vagy
mas oltott sejtekbdl, lényegesen javitia a sejt-sejt és sejt-ér
transzplantatum tapadast, és ez jelentésen javitia az ér transzplantatum

élettartamat.
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Ezen kivul, mivel a jelen taldlmany oltott sejtei altal expresszait
cellularis tapadasi faktor(ok) a sejt-sejt és sejt-ér transzplantatum
kblcsdnhatasokat iranyité extracellularis matrix részét képezik, az ilyen
faktorok keringésbe valé felszabadulasa az ér transzplantatum
implantalasa utan, minimalizalédik. Ezzel éles ellentétben, az ilyen
faktorok beépilése az ér transzplantatum anyagaba, amint az a korabbi
ér transzplantatumokban megvalosul, az ilyen faktorok impléntécié utani
keringésbe val6 felszabadulasahoz, és ezen faktorok gyors
felhigulasahoz, és igy az aktivitas elvesztéséhez vezethet.

Az ér transzplantatum mobilizalt tapadasi faktorok ilyen
felszabadulasa szintén trombézishoz vezethet, mivel az ilyen faktorok
aktivizalhatjak a koagulacios rendszert és/vagy helyi gyulladast okoznak,
melyek olyan folyamatok, amik l|ényegesen megréviditk az ér
transzplantatum életét és stlyosan kockaztatjak a beteg egészségét.

igy a jelen talalmany egy aspektusa szerint, és ahogy az 1. abran
bemutattuk, egy olyan mesterséges ér transzplantatumot biztositunk,
melyre a késGbbiekben 10 ér transzplantatumként hivatkozunk.

A 10 ér transzplantatum egy 12 szintetikus tubularis elemet foglal
magaba, mely egy 14 luminalis felszinnel rendelkezik. El6nydsen, a 12
szintetikus tubularis elem egy korilbelil 7 — 700 mm2es bels6
keresztmetszeti teriilet, vagy barmilyen keresztmetszeti teriilet, vagy
atmeérd, mely lényegében megegyezik a véredény belsé keresztmetszeti
terlletével, vagy atméréjével.

A 14 luminalis felszint az ezekre valo korlatozas nélkil az alabbi
anyagokbdl allithatjuk el6:  politetrafluoretiién  (PTFE), expandalt
politetrafluoretilén (ePTFE), poliészter rostok, Dacron™, vagy lehet egy
allatbol vagy emberbdl szarmazo feldolgozott véredény.

A 14 lumindlis felszin elénydsen gédroket és/vagy nytlvanyokat
jelentd szerkezeteket foglal magaba, melyek elésegitik/fokozzak a sejtek

ezekre valo raoltasat.
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Amint a példa szekcidban a késébbiekben bemutatiuk, a 14
luminalis felszint 16 sejtek sokasagaval burkoljuk, ideértve az endotelialis
sejteket és/vagy a simaizom sejteket, melyek legalabb egy részét
genetikailag ugy transzforméltuk, hogy legalabb egy sejt proliferacios
nOvekedési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi faktort
expresszaljanak.

Masik lehet6ségként, a 14 luminalis felszin burkolhaté endotelialis
sejtekkel és adott esetben simaizom sejtekkel, melyek mindegyikét
genetikailag ugy transzformaltuk, hogy legalabb egy sejt proliferacios
novekedési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi faktort
expresszaljanak, mikdézben a 12 tubularis elem 15 kiilsé felszine
transzformalt vagy nem transzformalt simaizom sejtekkel burkolhaté. Egy
ilyen konfiguracié lényegesen javithatia az ér transzplantatum
élettartamat és elfogadasat.

A jelen talalmany el6nyds kiviteli alakjainak megfeleléen a sejt
proliferaciés novekedési faktor példaul VEGF (AB021221 GenBank
katalogusszam), savas vagy bazikus FGF (sorrendben S67291 és
M27968 GenBank katalégusszamok), vagy HGF (D14012 GenBank
katalbgusszam), mig a cellularis tapadasi faktor példaul az UP50 (1.
szamu szekvencia), DANCE (AF112152 GenBank katalégusszam),
vitronectin (NM000638 GenBank katalogusszam), albumin (NM000477
GenBank  katalogusszam), l-es kollagén (JOO114  GenBank
katalégusszam), IV-es kollagén (M15524 GenBank katalbgusszam),
fibronectin (X02761 GenBank katalogusszam), vagy laminin (NM005560
GenBank katalogusszam) lehet, vagy barmely egyéb molekula, mely
képes elésegiteni az endotelidlis sejtek/simaizom sejtek  ér
transzplantatum anyagahoz valé tapadasat. Az irodalmi hivatkozasok
szekcioban megadott 34-45 hivatkozasok a tovabbiakban olyan
bizonyitékokként szolgalnak, melyek alatamasztjak, hogy a fent emlitett -
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proliferaciés novekedési faktorok és cellularis tapadasi faktorok
felhasznalhatdk a jelen talalmany 10 ér transzplantatumaban.

Eldny6sen, amikor endotelidlis sejteket és simaizom sejteket is
hasznalunk, a sejt proliferaciés novekedési faktor specifikus az
endotelialis sejtekre oly médon, hogy elkeriljik a simaizom sejtek nem

A jelen talalmany 10 ér transzplantatumanak eléallitasdhoz a 16
sejteket a 12 elemre oltjuk, vagy azon belil tenyésztjiilk, mig elérjikk a 14
luminalis felszin megfelelé meértékl burkolasat. Elénydsen, a 16 sejteket
olyan kérilmények kodzott tenyésztjilk, melyek a 14 luminalis felszinen
egy 0sszefliggd monoréteg kialakulasahoz vezetnek.

Szamos beoltasi eljaras hasznalhaté a jelen talalmany 10 ér
transzplantatuma 14 luminalis felszinének burkolasara.

Azokban az esetekben, amikor endotelidlis sejteket és simaizom
sejteket is hasznalunk, elényds, ha a 14 lumindlis felszint egymas utan
oltjuk be. llyen esetben, elénydsen transzformalt vagy nem transzformalt
simaizom sejteket oltunk el6szér, majd ezt kovetben transzformalt
endotelialis sejteket.

Masik lehetéségként a 10 ér transzplantatum beolthatd
transzformalt simaizom sejtekkel, majd ezt kévetéen beiiltethets a testbe
és igy lehetdvé tesszilk, hogy a keringé endotelidlis sejtek beburkoljak
(endotelializaljak) a 14 luminalis felszint.

Az is elényds, ha a 16 sejteket sejt proliferacios névekedési
faktorral és cellularis tapadasi faktorral transzformaljuk, vagy masik
lehetGségként az ilyen sejtek elsé részét a sejt proliferaciés névekedési
faktorral, mig ezen sejtek masodik részét a cellularis tapadasi faktorral
transzformaljuk.

A jelen talalmanyban hasznalt endotelidlis sejtek és simaizom

sejtek szarmazhatnak kildonb6zé emlds szovet forrasokbal.
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A jelen talalmany egy elényds kiviteli alakjanak megfeleléen, az
endotelidlis sejteket példaul egy véna szegmensbédl, csontveld
Gssejtekbdl, periférias vér 6ssejtekbdl, vagy kerings endotelialis sejtekbdl
allitjuk eld.

A jelen talalmany egy masik elény6s kiviteli alakjanak megfeleléen,
a simaizom sejteket példaul human rézsaér vénakbol, bal belsé emlé
artériakbol, csontvel§ ssejtekbdl vagy periférids vér Gssejtekbél allitjuk
eld.

Barmelyik esetben, a jelen taldlmany altal hasznalt sejteket
tipikusan a 10 ér transzplantatum tervezett recipiense, vagy egy
szingeneikus donor széveteibdl nyerijlik ki.

Masik lehetéségkent, xenogénikus szévet is felhasznalhaté az ilyen
sejtek kinyereseére, feltéve, hogy a 10 ér transzplantatum eléallitasa el6tt
vagy utan megtessziik a sziikséges lépéseket a sejt kilbkédés elkeriilése
céljabdl. A kilokédés megel6zésére vagy csokkentésére szolgaldé szamos
modszer ismert a tudomany e teriletén, ezért azt a tovabbiakban nem
részletezziik.

Amint azt a példa szekci6ban, az alabbiakban részletesen leirjuk, a
cellularis tapadasi faktor egy cellularis novekedési faktor egyiites
expresszidja képessé teszi a jelen talalmany 10 ér transzplantatum 16
sejtjeit arra, hogy ellendllianak az aramlasi eréknek, ami normalisan a
korabbi ér transzplantatumok luminalis felszinér6l a sejtek elvesztését
eredményezné.

igy, a korabbi szintetikus ér transzplantatumoktél eltéréen, a jelen
talalmany 10 ér transzplantatuma sikeresen felhasznalhaté az
érsebészeti eljarasokban, melyek a karosodott vagy elzarédott véredény
helyettesitéset vagy ,.bypassolasat” célozza. Az ilyen eljarasokban a 10 ér
transzplantatumot az egyén érrendszerébe implantaljuk oly médon, hogy
folyadék kommunikacié j6jjon létre az érrendszer és a 10 ér

transzplantatum kozott.



L) LEX N} s L
- e e e o o
aen . ey .
26 e e o o « o
as €  ®e e0e,

Amint korabban mar emlitettiik, a jelen talalmany leirasa szerinti
transzformalt endotelilis sejtek és/vagy a simaizom sejtek legalabb egy
sejt proliferaciés névekedési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi
faktort expresszalnak.

Az ilyen faktorokat kédolhatjak a human sejtekb6l vagy barmilyen
egyéb emlds sejtekb6l szarmazd szekvenciak, feltéve, hogy az
expresszalt faktorok funkcionalnak az endotelialis/simaizom sejtekben.

Az ilyen faktorok expresszalhatok a sejtekbe bejuttatott exogén
polinukleotid szekvenciakbol, vagy masik lehetéségként, az ilyen faktorok
lehetnek a sejt altal természetesen expresszalt endogén faktorok, mely
esetben a sejtet olyan szekvencidkkal transzformaljuk, melyek az
endogén faktorok tulexpressziojat eredményezik.

A taldimany szerinti hasznalatban a ,tulexpresszié” olyan
expresszios szintekre utal, ami meghaladja a sejtben normalisan talalt
szinteket. A tulexpresszié megvalosithatdé oly modon, hogy egy endogén
gén tovabbi kopiait juttatiuk be a sejtbe, és igy megnéveljik a sejtben
expresszalt endogén gén, vagy gének kopiaszamat, vagy enhancer
szekvencia elemeket juttatunk be gén knock-in” eljarasokkal, mely
elemek felfele szabalyozzak az endogén gén transzkripciojat vagy

Az exogén polinukleotid szekvenciak elénybsen egy vagy tobb
nukleinsav szerkezetet foglainak magukba, melyeket a sejtek genetikai
transzformalasara hasznalunk.

A jelen talalmany szerinti hasznalatban a ,genetikai transzformalas”
kifejezés exogén polinukleotid szekvenciak sejtbe vald bejuttatasara utal.
Az ilyen szekvenciak integralédhatnak a sejt genomjaba, vagy masik
lehetdségkent az ilyen exogén szekvenciak atmeneti jelleggel létezhetnek
a sejt sejtmagjaban vagy citoplazmajban.

igy, a jelen talalmany egy megint mas aspektusa szerint olyan

nukleinsav expresszidés szerkezetet biztositunk, mely hasznos a jelen
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talalmany 16 sejtjeinek létrenhozaséban. A szerkezet magaba foglal egy
els6 polinukleotid szegmenst, mely egy sejt proliferaciés ndvekedési
faktort kodol, valamint egy masodik polinukleotid szegmenst, mely egy
cellularis tapadasi faktort kodol.

A jelen talalmany ezen aspektusa szerinti szerkezet magaba
foglalhat egy vagy tobb promoéter szekvenciat is, melyek az elsé és a
masodik polinukleotid szegmens expressziojat iranyitjak a transzformalt
sejtekben. Az ilyen prométer lehet barmilyen emlés funkcionalis promoter,
mely lehet konstitutiv, szévet specifikus, vagy indukalhatoé promoter.

Amint azt a tovabbiakban, a példa szekciéban leirjuk, a sejt
proliferacios nOvekedési faktor és a cellularis tapadasi faktor elénydsen
kiildnb6zd idébeli mintakban expresszalddik.

Mint ilyen, a szerkezet két promoéter szekvenciat foglal magaba,
melyek mindegyike egyetlen polinukleotid szegmens expresszidjat
iranyitja. El6nyésen az ilyen prométerek indukalhatd prométerek, melyek
ugyanazzal az effektor molekulaval szabalyozhaték. Elénydsen, a
promoter szekvenciakat ugy valasztjuk meg, hogy az egyik promotert
felfelé szabalyozhatja egy effektor molekula, mig a masodik prométert
lefelé szabalyozhatja ugyanez az effektor molekula.

A megfelel6 indukalhaté prométerek példai magukba foglaljak, az
ezekre valo korlatozas nélkil a kémiailag (effektor molekula) indukalhato
prométereket, példaul a Clontechtl a kereskedelemben beszerezhetd
Tet-On (TM) és a Tet-Off (TM) gén expresszios rendszerek altal hasznalt
promotereket, vagy a nyirasi stressz altal indukalt prombtereket, mint
amiket mar leirtak (46-50).

Anelkil, hogy a fentieknek ellent mondanank, elényds az is, ha
egyetlen prométer szekvenciat hasznal a jelen talalmany szerkezete,
felttve, hogy az els§ és a masodik polinukleotid szegmensek

transzkripcionalisan kétédnek és biztositjak, hogy a belsé riboszéma
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A jelen talalmany ezen aspektusa szerinti szerkezet két
polinukleotid szegmense transzlaciésan fazionalt is lehet, feltéve, hogy
egy proteaz hasitasi helyet biztositunk koézottiik, ami lehetévé teszi az
expresszald sejtekben a két polipeptid hasitasat és szeparalasat.

Azt is elbnydsnek tartjuk, ha a két polinukleotid szegmenst
elkdlonilt nukleinsav szerkezetekbe helyezhetjiik, melyek aztan kézdésen
juttathatok be a sejtekbe.

igy a jelen talalmany egy megint mas aspektusa szerint a jelen
talalmany 16 sejtjeinek létrehozasaban hasznos nukleinsav expresszios
rendszert is biztositunk. A jelen taldlmany ezen aspektusanak szerkezet
rendszere magaba foglal egy elsé nukleinsav expresszios szerkezetet,
mely magaba foglalja a sejt proliferaciés névekedési faktort kdédolo elsé
polinukleotid szegmenst, valamint egy masodik nukleinsav expresszios
szerkezetet, mely magaba foglalja a cellularis tapadasi faktort kédolo
masodik polinukleotid szegmenst.

A jelen talalmany szerkezete vagy szerkezet rendszere el6nydsen
tovabbi polinukleotid szegmenseket is magaba foglal, melyek marker
géneket, szelekcids marker géneket és mas hasonlokat kddolnak, hogy
lehetové tegyék a transzformalt sejtek szelektalasat és/vagy a sejt
proliferaciés novekedési faktor és/vagy a cellularis tapadasi faktor
expresszidjanak nyomon kovetését. A megfeleld riporter gének példai
magukba foglaljak az ezekre val6 korlatozas nélkiil a beta-galaktozidazt,
a luciferazt, a GFP-t és mas hasonlokat. A szelekcidés markerekre példak
az antibiotikum rezisztencia gének és mas hasonlék.

El6ny6s, hogyha a sejt proliferaciés névekedési faktor és/vagy a
- cellularis tapadasi faktor expresszidjanak nyomon kévetéséhez a riporter
geént transzkripciésan vagy transzlaciésan a faktort kodolé polinukleotid

szegmenshez fazionalva biztositjuk, vagy egy olyan prométer szekvencia
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transzkripcios szabalyozdsa alad is helyezhetd, mely azonos a faktor
transzkripcidjat iranyitdé szekvenciaval.

Elény6s, ha a sejt proliferacios novekedési faktort és/vagy a
cellularis tapadasi faktort kodol6 polinukleotid szegmensek egy a
kereskedelemben beszerezhet6 expresszidos vektor rendszerbe
ligalhatok, mely alkalmas az emlGs sejtek transzformalasara és ezen
faktorok transzformalt sejteken beliili expresszidjanak iranyitasara. Az is
elényds, ha az ilyen kereskedelemben beszerezheté vektor rendszerek
konnyen modosithatok altaldban hasznalatos rekombinans technikakkal,
melynek soran a meglevé prométereket és/vagy enhancer szekvenciakat
helyettesitjiik, duplikaltatjuk, vagy mutaltatjuk, és/vagy barmilyen tovabbi
polinukleotid szekvenciakat juttatunk be.

A megfelel6 emlbs expresszids vektorok k6zé tartoznak az ezekre
valo korlatozas nélkil a pcDNS3, a pcDNS3,1(+/-), a pZeoSV2(+/-), a
pSecTag2, a pDisplay, a pEF/myc/cyto, a pCMV/myc/cyto, a pCR3,1,
melyek az Invitrogen-t6l szerezheték be, a pCl, mely a Promega-tél, a
pBK-RSV és pBK-CMV, melyek a Stratagen-tél, és a pTRES, mely a
Clontech-t6l szerezhet6 be, valamint ezek szarmazékai.

Amint azt korabban mar emlitettiik, a jelen talalmany transzformalt
sejtiei magukba foglalhatnak olyan exogén polinukleotid szekvenciakat is,
amelyek az endogén modon kodolt faktorok tulexpresszalasahoz
vezetnek.

igy, a jelen talalmany egy megint mas aspektusanak megfeleléen,
olyan nukleinsav szerkezetet, vagy szerkezet rendszert biztositunk, mely
az endogén modon kodolt faktorok expressziojat felfelé szabalyozza. Eqy
ilyen szerkezet vagy szerkezet rendszer magaba foglalhat transzkripcios
szabalyz6 szekvenciakat, melyeket, ha cisz pozicioban biztositjuk a sejt
proliferaciés névekedési faktort és/vagy a cellularis tapadasi faktort
kodol6 endogén szekvencidkhoz képest, felfelé szabalyozhatjak ezek

transzkripciojat.
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Masik lehetGségként, az ilyen szerkezet, vagy szerkezetek
transzlacios szabalyozé szekvencidkat is kodolhatnak, melyeket, ha
transz pozicidban biztositjuk a sejt proliferaciés névekedési faktort
és/vagy a cellularis tapadasi faktort kédolé endogén szekvenciakhoz
képest, felfelé szabéalyozhatjak ezek transzkripcidjat.

A standard gén ,knock-in” technikak felhasznalhatok arra, hogy cisz
haté transzkripciés szabdlyz6 szekvencidkat juttassanak be az
endotelialis sejtek vagy simaizom sejtek genomjaba. A gén ,knock-in”
technika attekintéséhez lasd példaul az 5.487.992, az 5.646.764, az
5.387.742, az 5.360.735, az 5.347.075, az 5.298.422, az 5.288.846, az
5.221.778, az 5.175.385, az 5.175.384, az 5.175.383, a 4.736.866 szamu
US szabadalmi alkalmazasokat, valamint Burke and Olson, Methods in
Enzymology, 194:251-270, 1991; Capecchi, Science 244:1288-1292,
1989; Davies et al.,, Nicleic Acids Research, 20(11) 2693-2698, 1992;
Dickinson et al., Human Molecular Genetics, 2(8):1299-1302, 1993; Duff
and Lincoln, ,Insertation of a pathogenic mutation into a yeast artificial
chromosome containing the human APP gene and expression in ES
Cells”, Research Advances in Alzheimers Desease and Related
Disorders, 1995; Huxley et al., Genomics, 9:742-750, 1991; Jacobovits et
al., Nature, 362:255-261, 1993; Lamb et al., Nature Genetics, 5:22-29,
1993; Pearson and Choi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1993, 90:10578-82;
Rothstein, Methods in Enzymology, 194:281-301, 1991; Sched! et al.,
Nature, 362:258-261, 1993; Strauss et al., Science, 259:1904-1907,
1993; valamint a WO 94/23049, a W093/14200, a WO 94/06908 és a
WOQ094/28123 szamu szabadalmi alkalmazasok szintén biztositanak
informaciokat.

A jelen talalmany nukleinsav szerkezetei bejuttathatok az
endotelialis/simaizom sejtekbe barmilyen standard emls transzformacios
modszer segitségével. Az ilyen médszerek magukba foglaljak, az ezekre

vald korlatozas nélkiil, a kézvetlen DNS felvételi technikakat és a virus



vagy liposzoma altal kdzvetitett transzformaciét (részletes ismertetéshez
lasd példaul a ,Methods in Enzymology” Vol. 1-317, Academic Press).
igy, a jelen talalmany javitott mesterséges ér transzplantatumot
biztosit, melyet bellilrél olyan genetikailag transzformalt sejtek burkolnak,
melyek egy cellularis névekedési faktort és egy cellularis tapadasi faktort
expresszalo endotelialis és/vagy simaizom sejteket foglalnak magukba. A
cellularis tapadasi faktor cellularis névekedési faktoron tuli expresszidja
lehetéve teszi, hogy a transzformalt sejtek nagyobb erével tapadjanak a
mesterseges ér transzplantatum luminalis felszinéhez, és igy tartés
cellularis burkolatot hozzanak létre, ami megnévelt idStartamon keresztiil
ellent tud alini az implantaciot kodvetéen a mesterséges ér
transzplantatum luminalis felszinére gyakorolt aramlasi eréknek.

A jelen talalmany tovabbi céljai, el6nyei és Uj tulajdonsagai
nyilvanvaléak lesznek a tudomany e teriiletén képzett szakember
szamara a kovetkezGkben megadott példak tanulmanyozasa utan, mely
példakkal nem szandékoztuk a jelen talalmany koérét korlatozni. Ezen
kival, a jelen talalmany kalénbozd kiviteli alakjai és aspektusai a fenti
leirasok és a késébbiekben megadott igénypontok alapjan kisérletesen

alatamasztjak a kdvetkez6kben megadott példakat.

A kovetkezbGkben példakkal mutatjuk be a jelen talalmanyt.

A kdvetkezékben megadjuk a példakra valé hivatkozasokat, melyek
a fentiekben megadott leirassal egyiitt a jelen talalmany illusztalasara és
nem korlatozasara szolgalnak.

Altalaban a jelen talalmanyban hasznalt nomenklatira és a jelen
talalmanyban alkalmazott laboratériumi eljarasok molekularis, biokémiai,
mikrobiologiai és rekombinans DNS technikakat foglalnak magukba. Az
ilyen technikakat alaposan megmagyarazzak az irodalomban. Példaként
lasd a kovetkezdket: ,Molecular Cloning: A Laboratory Manual” Sambrook

et al., (1989); ,Current Protocols in Molecular Biology” Vol I-lll, Ausubel,
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R, M., ed., (1994); Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology”,
John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, ,A Practical
Guide to Molecular Cloning”, John Wiley & Sons, New York (1988);
Watson et al., ,Recombinant DNS” Scientific American Books, New York:
Birren et al., (eds) ,Genome Analysis: A Laboratory Manual Series” Vol.1-
4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1998); modszerek,
amiket példaul az alabbiakban irtak le: 4.666.828, 4.683.202, 4.801.531,
5.192.659 és 5.272.057 szami US szabadalmi alkalmazasok: ,Cell
Biology: A Laboratory Handbook”, Vol. I-lll, Cellis, J. E., ed (1994);
~Current Protocols in Immunology” Vol. I-lll, Coligan J.E., ed. (1994);
Stites et al., (eds.), ,Basic and Clinical Immunology” (8" Edition),
Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell and Shiigi (eds.),
.oelected Methods in Cellular immunology” W. H. Freeman and Co., New
York (1980); a rendelkezésre all6 immunovizsgalatokat alaposan leirtak a
szabadalmakban és a tudomanyos irodalomban, lasd példaul a 3.791.932,
a 3.839.153, a 3.850.752, a 3.850.578, a 3.853.987, a 3.867.517, a
3.879.262, a 3.901.654, a 3.935.074, a 3.984.533, a 3.996.345, a
4.034.074, a 4.098.876, a 4.879.219, az 5.011.771 és az 5.281.521
szamu US szabadalmi alkalmazasokban; ,Oligonucleotid Synthesis” Gait,
M.J. ed. (1984); ,Nucleic Acid Hybridization” Hames, B. D., and Higgins S.
J., eds. (1985); ,Transcription and Translation” Hames, B.D. and Higgins
S. J., eds. (1984); ,Animal Cell Culture’ Freshney, R.l. ed. (1986);
sImmobilized Cells and Enzymes” IRL Press, (1986); ,A Practical Guide to
Molecular Cloning” Perbal, B., (1984); és ,Methods in Enzymology” Vol.
1-317, Academic Press; ,PCR Protocols: A Guide To Methods And
Applications”, Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al.,
,otrategies for Protein Purification and Characterization — A Laboratory
Course Manual” CSHL Press (1996); melyek mindegyike a hivatkozas
révén telies egészében részét képezi a talalmanynak. Egyeb éltalanos

hivatkozasokat is megadunk a jelen leirasban. Az ezekben leirt eljarasok,
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ugy veéljik jol ismertek a tudomany e teriiletén, és a kényelem kedvéért
adjuk meg az aolvasénak. Az ezekben szereplé informaciok a hivatkozas
révén részét képezik a talalmanynak.

Bar a jelen talalmanyt ennek specifikus kiviteli alakjaival egyiitt irtuk
le, egyértelmii, hogy szadmos alternativa, modositas és variacid lesz
nyilvanvalé a tudomany e teriiletén képzett szakember szamara. Ennek
megfeleléen, szandékunk szerint az 6sszes ilyen alternativa, mddositas
és variacio a csatolt igénypontok szellemébe és széles kérébe tartozik.
Az ezen specifikacioban emlitett ©sszes publikcio, szabadalom,
szabadalmi alkalmazas és a katalébgusszamokon megadott szekvencia a
hivatkozas révén teljes egészében a jelen talalmany részét képezi, olyan
mértékben, mintha az egyes publikaciok, szabadalmak, szabadalmi
alkalmazasok vagy katalégusszamon megadott szekvenciak esetében
specifikusan és egyenként megemilitettiik volna, hogy a hivatkozas révén
részét képezik a jelen taldlmanynak. Ezen kiviil, az idézések, vagy
barmilyen a jelen talaimanyban szereplé referencia nem értelmezhets
annak elismeréseként, hogy az ilyen hivatkozasok elsébbséget élveznek

a jelen taldlmannyal szemben.

1. példa

Az ér transzplantatumok létrehozasanak stratégiaja

A jelen talalmany javitott szintetikus ér transzplantatuma (1. &bra)
eldnyeinek demponstralasa céljabol, sziikség volt a vascularis sejtek
genetikai transzformacios stratégiajanak létrehozasara, valamint olyan
kisérletek megtervezésére, melyek az itt leirt megkozelités
kivitelezhetdségét bizonyitjak. Ezért a 2. abran bemutatott folyamatabra
leirja azokat a kisérleteket, melyeket a jelen talalmany megnovelt
élettartaml ér transzplantatumok létrehozasara szolgalé modszereinek

kapacitasa demonstralasa céljabol végziink el.



LX} . > LI
. e e e o
eee . (XX} .
34 Y oo o a o
.o es oo ceea

2. példa
Az ér transzplantatumok genetikai modositasara szolgalé viralis vektorok

megszerkesztése

Ket tipust viralis vektort hasznalunk a vasularis sejtekbe valé gén
transzferalashoz; az els6é egy nagy hatékonysagi rekombinans
adenoviralis rendszer, ami magas szint(i transzgén expresszidhoz vezet.
A rekombinans adenoviralis készitmények azzal az el6nnyel birnak, hogy
kevésbé komplexek, mint az egyéb vektorok, mint példaul az adeno-
rokon vektorok (AAV) és a lentiviralis alapi vektorok (21, 22), és mas
viralis vektor rendszerektél elétréen, az adenovirdlis vektorok
felnasznalhatok az ér transzplantatumok cellularis beoltasa utan is, mivel
a sejt osztdbdas nem alapvetd fontossagu a transzgén expresszidhoz. A
masik alkalmazott vektor a GALV glikoporteinnel pszeudotipizalt
retroviralis vektor. Az ilyen pszeudotipizalt vektorok nagy affinitast
mutatnak a human es a birka EC és SMC-vel szemben (23), és az
adenoviralis vektoroktol eltéréen a retroviralis vektorokkal végzett
transzdukcio stabil transzgén expressziohoz, és a leany sejtekben a gén
expresszio transzmissziéjahoz vezet.

Ennélfogva, viralis vektorokat készitettiink a pro-endotelializalasi
faktorokat tulexpresszalo genetikailag modositott vascularis sejetk
el6allitasahoz, melyeket az ér transzplantatumok beoltasahoz hasznalunk,
amint azt az alabbiakban leirjuk.

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és mddszereket hasznaljuk.

A LacZ gént kodol6 rekombinans adenoviralis vektorokat az
alabbiak szerint hozzuk létre.
A bakterialis nuklearis-célzott B-galaktozidaz gén expresszidjahoz

valé rekombinans adenoviralis vektorokat tébb lépésben hozzuk létre,
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melyek magukba foglaljak a rutin prokariéta klénozast és a homolég
rekombinacios eljarast a 293-sejtvonalban. Egy a bakteridlis -
galaktozidaz gént (LacZ)(Clontech, CA, USA) tartalmazé 3700 bazispar
hosszisagu Hindlll-BamHI fragmentet a pCA3 plazmidba inzertaljuk a
konstitutiv expressziéhoz a CMV kézvetlen-korai promoéter szabalyozasa
alatt. A kapott plazmidot a pJM17 plazmiddal ko-transzfektaljuk a 293
sejtekbe, melyek konstitutivan expresszaljak az adenoviralis E1 gént. A
pJM17 plazmid tartalmazza az adenovirus genomot, kivéve az E3 régiot,

yay

és ideértve a virus E1 régidjaban egy inzertet (pBRX). A p-galaktozidazt

sz 0

cseréli. A plakk képz6dés a ko-transzfekcio utan 2-4 héttel kdvetkezik be,
ami utan az egyes plakkokat izolaljuk, és a virdlis extraktumokat
amplifikaljuk belbliik a 293 sejtek ferté6zésével. Az egyes virus torzs
oldatok titereit plakk vizsgalattal hatarozzuk meg 293 sejtekben és
koralbelal 10" pfu/ml virus titert nyeriink. A transzfektansok g-

galaktozidaz expresszidjat X-gal festéssel erésitjiik meg.

A VEGF és GFP géneket kddold rekombinans bicisztonos
adenoviralis vektorokat az alabbiak szerint hozzuk létre.

A VEGFg5-6t és a GFP géneket kédold rekombinans adenoviralis
vektorokat hordozd vektorokba valé rutin prokariéta klénozassal
szerkesztjuk meg, amit 293 sejtekben valé homolég rekombinacié kovet.
A human VEGF:s; cDNS-t (GenBank AB021221 katalégusszam)
tartalmazo 600 bazispar hosszisagli BamHl fragmentet, ideértve a
szekréciohoz valo jel szekvenciat (ami Dr. J. Abraham kedves ajandéka,
Scios Nova, Mountain View, CA) a pQBI-CMV5-GFP (QBI, Canada)
hordoz6 vektor Bglll helyére inzertaljuk, és igy létrehozzuk a CMV5-
VEGF65-IRES-EGFP hordoz6 vektort (3a. &bra). A pQBI-CMV5-GFP

expresszios plazmid magéaba foglalja az Ad5 genom egy bal karjat (16%),
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az E1 régidban egy delécidval, ami egy hCMV5 inzertet tartalmaz. A
CMV5-VEGF45-IRES-EGFP hordozé vektort a pJM17 plazmiddal az E1
géent konstitutivan expresszalé 293 sejtekbe ko-transzfektaljuk. A pJM17
plazmid magéba foglal egy adenoviralis genomot, nem tartalmaz E3
régiot, és tartalmaz a virus E1 régidjaban egy inzertet (pBRX). A
transzfekciot kovet6 CMV5-VEGF45-IRES-EGFP és a pJM17 kozotti
homol6g rekombinécié az E1 régiét és a pBRX inzertet a CMV5-VEGF 445~
IRES-EGFP-b6l szarmazé expresszidos kazettara cseréli. A plakk
képzddés a kotranszfekcio utan 2-4 héttel kévetkezik be, ami utan az
egyes plakkokat izolaljuk és a viralis kivonatokat a 293 sejtek fertézésével
amplifikaljuk. Az egyes viralis térzs oldatok titerét a 293 sejtekben veégzett
plakk vizsgalattal hatarozzuk meg, a titer korilbeliil 10" pfu/ml. A
transzgén expressziot a fertézott sejt-kondicionalt tapkézeg Western

immunolenyomat analizisével erésitjiik meg.

A human VEGF-et és GFP-t kodold pszeudotipizalt retroviralis
vektorokat az alabbiak szerint hozzuk létre.

A GFP és a human VEGF g5 gént kodolé rekombinans retroviralis
vektorokat a pLXSN plazmidba (#K1060-B, Clontech, USA) valb
kibnozassal szerkesztjik meg két lépésben. Az els§ lépésben egy
VEGF65-6t (GenBank AB021221 katalogusszam) kodold 600 bazispar
hosszusagl BamHI fragmentet inzertalunk a pIRES2-EGFP plazmid
(#6029-1, Clontech) BamHI helyére. Masodszor egy a VEGF ;45-6t, IRES-t
és EGFP-t kddol6 szekvencidkat tartalmazé 2,0 kB méret(i EcoRI-Mun!
fragmentet klbnozunk a pLXSN plazmid EcoRl restrikcios helyére és igy
létrenozzuk az LXSN-VEGF;¢s-IRES-EGFP  vektort (3b. abra) A
retroviralis vektor létrehozasahoz 293E3 ekotrép csomagolé sejteket
atmenetileg transzfektalunk LXSN-VEGF 55-EGFP-vel. 48 o6ra utan a
G418-rezisztens termel6 sejtek konfluens tenyészetbsl szarmazod

fellliszot Gsszegydjtjiik, szdrjilkk (0,45 pm), majd PA317 amfotrop
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csomagolé sejtek transzdukalasara hasznaljuk. A transzdukalt PA317
sejteket G418 szelekcié (300 mg/ml) mellett tenyésztjiik és 48 éra malva
a felilusz6t Osszegylijtitk és a TEFLYGA csomagold  sejtek
transzdukalasara hasznaljuk, melyek GALV képeny glikoproteint
expresszalnak, hogy pszeudotipizalt virust hozzunk létre, ami nagy
hatékonységgal képes az EC-t és az SMC-t transzdukalni. A transzdukalt
TEFLYGA sejtek G418 szelekcidja (400 ug/ml) utan az egyedulallé
telepeket Gsszegyiijtiik és EGFP és VEGF 45 expressziora szkrineljik.
Az egyes telepek virus titereit TE671 sejt transzdukcidval hatarozzuk meg,
és azt talaltuk, hogy 10° — 10° pfu/ml értékek k&zétt vannak. A
legnagyobb titert eredményezé telepeket szelektaljuk és a frissen
Osszegyljtott fellliszdkat transzdukcidhoz hasznaljuk.

Az alabbiakban bemutatjuk az UP50 gént kdédolé rekombinans
adenoviralis vektorok létrehozasat.

A human UP50 gént expresszalé rekombinans adenoviralis vektort
(amit Y. Shaul-t6l kaptunk, Weizmann Institute) a fent leirtak szerint
szerkesztilk meg. A human UP50 cDNS-t (1. szamu szekvencia)
tartalmazo 1361 bazispar hossziisagu Bglll fragmentet a pCA3 plazmidba
inzertaljuk. A transzgént tartalmazoé pCA3 plazmidot pdM17 plazmiddal
ko-transzfektaljuk 293 sejtekbe. Az expresszids plazmid és a pJM17
plazmid kozotti homoldg rekombinacid, valamint azt ezt kévets
transzfekcio az E1 régiot a pCA3 plazmidbol szarmazo expresszios
kazettara cseréli, és igy létrehozza a CMV5-UP50 hordozé vektort (4a.
abra). A plakk képzédés 2-4 héttel a ko-transzfekcio utan kévetkezik be.
Az egyedi plakkokat izolaljuk és a viralis kivonatokat a 293 sejtek
fertbzésével amplifikaljuk. A viralis térzs oldatok titerei kortilbelil 10"
pfu/ml értéket mutatnak. A transzgén expresszidt a fertdzott sejt
kondicionalt tapkézeg Western immunolenyomat analizisével hatarozzuk
meg.
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Az alabbiakban bemutatjuk az UP50 és a GFP géneket kddolod
rekombinans adenoviralis vektorok létrehozasat.

A human UP50 és GFP géneket kézdsen expresszald rekombinans
adenoviralis vektorokat modositott AdEasy eljarassal (28) hozzuk létre.
Az UP30 cDNS 1361 bazispar hosszusagu Bglll fragmentjét a pAdTrack-
CMV hordoz6 vektor Bglll helyére inzertdljuk a CMV prométer
szabalyozasa alatt. A hordoz6 vektor egy tovabbi, a transzgéntdl
downstream iranyban levé CMV prométer szabalyozasa alatt kodolja a
GFP-t. Az inzertet tartalmazé hordozé vektort Pmel emésztéssel
linearizaljuk és a Qiaquick gél extrakcios kittel (Qiagen, Germany)
tisztitjuk. A kompetens BJ5183 sejteket inzertet tartaimazé hordozo
vektorral és pAsEasy-1 plazmiddal ko-transzfektaljuk elektroporacioval és
az UP30-GFP-t koédold, rekombinans adenovirdlis vektort tartalmazoé
pozitiv kiénokat (4b. abra) PCR-ral szelektaljuk, majd restrikciés térkép
analizissel vizsgaljuk. A rekombinans adenoviralis plazmidokat Pacl
emeésztéssel linearizaljuk, tisztitjuk és 293 sejtekbe transzfektaljuk
Lipofectamine 2000-ret (Gibco BRL, USA) hasznalva. A transzfekcié utan
7 nappal, citopatikus hatas lép fel és azt talaltuk, hogy a sejtek 100 %-a
expresszalja a GFP-t. A sejteket 6sszegyiijtjik, és a viralis extraktumokat
tovabb amplifikaljuk 293 sejtekben. Az egyes viralis térzs oldatok titerét
sorozatos higitasi vizsgéalattal meghatarozzuk 293 sejtekben és a titereket
kértlbelil 10" pfu/ml értékiinek talaltuk. A transzgén expresszidjat a
fert6zott sejt kondicionalt tapkézeg Western immunolenyomat

analizisével megerésitjuik.

Az aldbbiakban bemutatjuk az UP50 expressziéjahoz vagy az
UPS0 és az EGFP ko-expresszidjahoz valé retroviralis vektorok
megszerkesztését.

A huméan UP50 gént kddold LXSN-UP50 rekombinans retroviralis
vektort (4c. abra) (gy szerkesztjiik meg, hogy a human UP50 cDNS 1361
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bazispar hosszisagl Bgllil fragmentjét a pLXSN plazmid (#K1060-B,
Clontech, USA) BamHI helyére inzertaljuk a Mo-MULV 5 hosszi
terminalis ismétlédés (LTR) szabalyozasa alatt.

Az UPS0 és EGFP géneket koédold bicisztronos rekombinans
retroviralis vektort két Iépésben kidnozzuk a pLXSN plazmidba. Az elsé
lépésben egy a pIRES-EGFP plazmidbdl (Clontech, #6029-1) kimetszett
1400 bazispar hosszusagu IRES-EGFP EcoRl-Hpal fragmentet
inzertalunk az EcoRI-Hpal emésztett pLXSN plazmidba a pLXSN-IRES-
EGFP kontroll plazmid létrehozasa céljabol. A masodik Iépés a pPLXSN-
UPS0-IRES-EGFP (4d. abra) plazmid megszerkesztésébél all, melynek
soran a human UP50 EcoRI fragmentet (1361 bazispar) a pLXSN-IRES-
EGFP plazmid EcoRI helyére kiénozzuk. A gén expressziot ezekben a
szerkezetekben a Mo-MULV 5 hossz( terminalis ismétlédés (LTR)

szabalyozza.

Az alsbbiakban leifjuk az UP50-et kédold pszeudotipizalt
rekombinans retroviralis vektorokok léterhozasat.

A retroviralis vektor létrehozashoz a pLXSN-UPSO-EGFP vektort
vagy a PpLXSN-UP50 vektort 293FLYA csomagoldé sejtekbe
transzfektaljuk Lipofectamine-t (Gibco BRL, USA) hasznalva. 48 6ra utan
a viralis termeld sejtek konfluens tenyészeteinek feliiliszojat
Osszegyljtjuk, sz(rjuk (0,45 um) és hozzaadjuk 293FLY10A vagy a 293
FLYGALV csomagold sejtekhez. A transzdukalt sejteket G418 szelekcid
mellett (400 pg/ml) tenyésztjiik és az egyedi telepeket dsszegydijtjiiik és
EGFP expressziéra szkrineljik invertalt fluoreszcensz mikroszkopot
hasznalva, és UP50 expressziora szkrienljik a transzdukalt sejt
kondicionalt tapkdzeg Western immunolenyomat analizisével. Az egyes
telepek virus titerét a TE671 sejtek transzdukalasaval hatarozzuk meg, és

a titereket kortlbelil 10° pfu/ml értékiinek talaltuk. A legmagasabb
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titerekkel rendelkezd telepekbdl szarmazé feliiluszot frissen 0sszegydijtjik

az EC és SMC transzdukalasahoz.

Az alabbi eredményeket kaptuk.

A viralis vektor létrehozasanak eredményei a kdvetkezdk: Az |.
tablazatban felsorolt vektorokat az UP50 és a VEGF¢5 génekkel végzett
EC és SMC transzferalasahoz hasznaljuk. A 3a,. 4a. és 4b. abrak az
adenoviralis VEGF45-GFP, az UP50 és az UP50-GFP expressziés
vektorokat mutatjak be, melyeket megszerkesztettiink, és a 3b., 4c. és 4d.
abrak a retrovirdlis VEGF55-GFP, UP50 és UP50-GFP expresszios

szerkezeteket mutatjak, a jelen talalmanynak megfeleléen.

|. tablazat
Viralis Csomagolé Kédolt Jelolés Titer
rendszer sejtvonal gén(ek)
Adenovirus GFP Ad.GFP | 10" pfu/mi
Adenovirus VGEF- Ad.VEGF- | 10™ pfu/ml
IRES-GFP GFP
Adenovirus UP50-GFP | Ad.UP50- 5x 10"
GFP pfu/ml
Adenovirus UPS50 Ad.UP50 Fliggd
Pszeudotipizalt TEFLYGA GFP RetroGFP 10° ffu
retrovirus
Pszeudotipizalt| TEFLYGA VGEF- | RetroVEGF- | 5 x 105 ffu
retrovirus IRES-GFP GFP
Pszeudotipizalt | 293FLYGA UP50- RetroUP50- 10° ffu
retrovirus IRES-GFP GFP
Pszeudotipizalt | 293FLYGA10A UP50- RetroUP- 10° ffu
retrovirus IRES-GFP GFP
Pszeudotipizalt | 293FLYGA UP50 RetroUP50 10° ffu

retrovirus
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3. példa
A pro-endotelializalé  faktorok expresszibja mesterséges  ér

transzplantatumok beoltasara hasznalt vascularis sejtekben

Egyre fokozodik az igény a biokompatibilis felszinekkel rendelkezé
és nagy kronikus akadalymentességi aranyokkal rendelkezé szintetikus
ér transzplantatumok irant. A szintetikus PTFE ér transzplantatumok nagy
népszerliségnek oOrvendenek anyaguk biokompatibilitasanak és
tartdssaganak koszénhetéen. A szintetikus ér transzplantatumok
tartdssaga és alkalmassaga fokozhatd, ha luminalis felsziniiket EC-vel
burkoljuk. Az ilyen sejtek optimalis biokompatibilis felszint hoznak létre,
hosszutava védelmet biztositanak a tromboézissal szemben trombolitikus
kapacitasuknak kdszénhetéen (11, 12) és megakadalyozzak a
neointimélis proliferaciét és a gyulladasos reakcidkat a szintetikus ér
transzplantatumokban (13).

A beoltott mesterséges ér transzplantatumok endotelializalasa
optimalizalasahoz val6 hatékony megkozelités soran pro-endotelializalasi
faktorokat thlexpresszald, genetikailag modositott vascularis sejteket
hasznalunk. Ennélfogva, a vascularis sejteket agy modositjuk
genetikailag, hogy tllexpresszaljak az ilyen faktorokat, ahogy azt az
alabbiakban leirjuk, azért, hogy gyorsitsuk a vascularis ér
transzplantatumok beoltasat és maximalizidjuk a raoltott sejtek,
implantacié utani proliferaciojat, ami a szintetikus ér transzplantatum
luminalis felszinének vascularis sejtekkel valé maximalis burkolasahoz

vezet.

Az alabbiakban bemutatiuk a primer humén vascularis sejtek
szbvettenyésztését.

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és mddszereket hasznaljuk.
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Human rézsaér véna EC-t (HSVEC) gydjtiink human roézsaér véna
5 cm hosszu vénas szegmenseibdl, kollagenazos emésztés segitségével,
a korabban leirtaknak megfeleléen (29). 1zolalt HSVEC-et tenyésztiink,
20 % Osszegyiijtétt human szérummal, 2 mM L-glutaminnal (Biological
Industries, [srael), 100 egység/ml penicillinnel (Biological Industries,
Israel), 0,1 mg/ml sztreptomicinnel (Biological Industries, Israel),100
pg/ml heparinnal (Sigma, USA) és 2 ng/ml bFGF-fel (Neufeld professzor
kedves ajandéka) kiegészitett M199 tapkdzeget (Gibco BRL, USA)
tartalmazo, zselatin boritasi edényekben. A 3-9 &toltasbdl szarmazod
sejteket 6sszegylijtjik, hogy biztositsuk a fenotipusos stabilitast, melyet a
von Willebrand faktor (Zymed, USA) immunohisztokémiai detektalasaval
kévetlink nyomon.

A human rézsaér véna SMC-t (HSVSMC) explantum tenyésztéssel
szaporitjuk human rozsaér vénakbdl és bal belsé emlé artériakbol
(HLSMC). A sejteket 10% 0Osszegydijtétt human szérummal, 2 mM L-
glutaminnal, 100 egység/ ml penicillinnel, 0,1 mg/ml sztreptomicinnel és 2
ng/ml bFGF-fel kiegészitett Dulbecco-féle Maodositott Eagles
Tapkézegben (DMEM)(Gibco BRL, USA) szaporitjuk. Az SMC-t
immunohisztokémiai analizissel azonositjuk specifikus anti-simaizom a-

aktin antitesteket (Zymed, USA) hasznalva.

Az alabbiakban leirjuk a sejtvonalak szévettenyésztését

A 293-FLYA, 293-FLY10A, 293-FLYGALV és TEFLYGA burkold
sejtvonalakat (Dr. F.L. Cosset-Lion-tdl kaptuk, Franciaorszag) 10% FCS-
sel (Biological Industries, Israel), 2 mM L-glutaminnal, 100 egység/ml
penicillinnel, 0,1 ng/ml streptomicinnel, 6 pg/mi blaszticidinnel (Sigma,
USA) és 6 pg/mi phleomicinnel (Sigma, USA) kiegészitett DMEM-ben
tenyésztjik.

A PA317, 293E3 burkold sejtvonalakat (Dr. J. Exelrodtdl kaptuk,
Haddasa, Israel) 10% FCS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 100 egység/ml
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penicillinnel, 0,1 mg/ml streptomicinnel kiegészitett DMEM-ben

tenyésztjik.

Az alabbiakban bemutatiuk az EC és a vascularis SMC
rekombinans adenoviralis vektorokkal valé fert6zését.

Az eljarashoz a kdvetkezé anyagokat és médszereket alkalmazzuk.

Az endotelialis sejteket és az SMC-t rekombinans adenoviralis
vektorokkal fertézziikk az alabbiakban leirtak szerint: a sejteket 70%-os
konfluencia szinten oltjuk fibronectinnel (Sigma, USA) eléburkolt (4,5
ug/ml) lemezekre 20 6raval a fert6zés el6tt, és komplett taptalajon (M20)
tenyesztjuk Oket. A fert6zés napjan a tenyésztapkozeget friss szérum-
mentes M199 tapkdzeggel helyettesitjiik és a rekombinans virust adunk
hozza 3000 MOI értek mellett (azaz 3000 virus részecske/sejt
mennyiségeben (=MOI)). A sejteket 90 percen keresztiil inkubaljuk 20
percenkent enyhe dontéssel, ami utan a virust tartalmazo tapkézeget
M20 komplett tenyésztapkézeggel helyettesitiik. A fertézési aranyt a
GFP expresszi6 lathatova tételével kovetjiik nyomon fluorszcensz GFP
sztirével (GFP-LP, Nikon) felszerelt fluoreszcensz inverz mikroszképot

hasznalva (TE200 Nikon, Japan).

Az alabbiakban bemutatjuk az EC és SMC rekombinans retroviralis
vektorokkal valé transzdukciojat.

Az eljarasban a kovetkez6 anyagokat és modszereket hasznaljuk.

Az EC eés SMC retroviralis vektorokkal val6é transzdukciojat az
alabbiak szerint végezziik al. Az EC-t vagy SMC-t (4-9 atoltas) 10°
sejt/35-mm-es Ureg mennyiségben oltjuk olyan lemezekre, melyet 4,5
ug/ml  fibronectinnel burkoltunk, és komplett tenyésztapkézegben
szaporitjuk &ket 24 oéran keresztll. A sejteket a transzdukci6 elétt egy
oraval oly modon pre-kondicionaljuk, hogy a tenyésztapkdzeget szérum-
mentes, 0,1 mg/ml DEAE-dextrant (Sigma, USA) tartalmazd, M199



tapkdzegre cseréljiik. A pre-kondicionalds utan a sejteket haromszor
mossuk foszfat pufferelt sdoldatban (PBS). A transzdukciét a sejtek virust
termeld burkold sejtek frissen dsszegylijtott és szdrt feliluszoival (0,45 pl)
valo 4 oOras inkubalasival végezziik el. Az inkubalas végén a virust
tartalmaz6 tapkézeget M20 tenyésztapkézeggel helyettesitjiik.

4. példa
A PTFE ér transzplantatumok EC-vel valé beoltasa

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és mddszereket hasznaljuk.

Human EC-t oltunk 50-60 %-os konfluencia mellett 20 6raval a
transzdukci6 el6tt. A sejteket a korabbiakban leirtak szerint
transzdukaljuk GFP-t vagy UP50-GFP-t kédolo retroviralis vektorokkal,
majd az ér transzplantatum beoltdsara hasznaljuk a G418 szelektalas
(300 pg/ml) utan, mely homogén sejt populacio létrehozasat célozza. A
sejteket (2 x 10° sejt/1 cm® mennyiségben) fibronectinnel (4,5 ug/ml)
burkolt ePTFE ér transzplantatumokra oltjuk. Az oltasi eljarast
horizontalisan rotalé eszkdz segitségével végezzilk 45 rotaciod/dra érték
mellett 4 o6ran keresztil 37°C hémérsékleten, eztuan a beoltott ér
transzplantatumokat 200 egység/ml penicillint és 0,2 mg/ml sztreptomicint
tartalmaz6 M199 tenyésztapkézegbe helyezziik. A transzplantatum
beoltas hatékonysagéat a beoltashoz hasznalt sejtek GFP termelésének
fluoreszcensz mikroszképos detektalasaval értékeljiik.

Az eredmények a kdvetkezok.

A LacZ és VEGF-GFP expresszidja viralis vektorokkal transzformalt
human EC-ben és szintetikus ér transzplantatumokra valé oltas soran a
kdvetkezs: Azt talaltuk, hogy az Ad.LacZ-vel ferté6zott human EC-vel
beoltott PTFE ér transzplantatumok A-galaktozidazt expresszalnak (5a.

abra), ahogy azt egy X-gal kolorimetrias vizsgélattal meghataroztuk. Azt



45 B nial

talaltuk, hogy az Ad.VEGF-GFP-vel fert6zétt human EC-vel beoltott ér
transzplantatumok transzgént expresszalnak, amint azt a GFP-
expresszalo  sejtek fluoreszcensz  mikroszkdépos detektalasaval
meghataroztuk (5b. abra). A transzgén expressziot a fertbzés utan 24
oraval analizaljuk.

A nuklearis-célzott LacZ-t kédolé TGA retroviralis vektorral (F.
Cosset kedves ajandéka) fert6zott human EC-vel oltott PTFE ér
transzplantatumok ugy tiinik p-galaktozidazt expresszalnak (6a. abra)
amint azt X-gal kolorimetrias vizsgalattal meghataroztuk. Azt talaltuk,
hogy a retroVEGF-GFP-vel fert6z6tt human EC-vel oltott ér
transzplantatumok transzgént expresszalnak, amint azt a GFP-t
expresszald  sejtek  fluoreszcensz  mikroszkopos  detektalasaval
meghataroztuk (6b. abra). A transzgén expressziot a fert6zés utan 24
6raval analizaljuk.

Az eredmények ezert azt mutatjdk, hogy a jelen talalmany
adenoviralis és retrovirdlis vektorai képesek mesterséges ér
transzplantatumra oltott primer human EC-ben a transzgének, mint

példaul a VEGF pro-endotelializacios faktor expressziojat iranyitani.

5. példa
Csontvel6 6ssejt VEGF-et kodol6 vektorokkal valo fertézése

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.

A csontvel6 Gssejteket a kordbban leirtak (17, 30) szerint gydijtjik
Ossze és fertézzilk VEGF-GFP-t kodolé rekombinans adenoviralis
vektorral. A differencialédast a fert6zott sejtek morfoldgiai elemzésével és
a von Willebrand faktor immunohisztokémiai detektalasaval kovetjilk

nyomon.



6. példa
A gén expresszid szabalyozasa a beoltas utan

Az eljarashoz az alabbi anyagokat ésmodszereket hasznaljuk.

Egy effektor-szabalyozhaté expressziés rendszert hasznalunk a
transzgén, példaul a VEGF és az UP50 expresszidjanak szabalyozasa
céljabol, EC-ben. Példaul, tetraciklint hasznalunk a VEGF expresszio
lefelé torténd szabdlyozasdhoz és az UPS50 felfelé térténd
szabalyozasahoz, azaltal, hogy ezeket a proteineket olyan promoterek
szabalyoz6 ellendrzése alatt expresszalijuk, melyeket a tetraciklin
sorrendben felfele és lefelé szabalyoz. Egy ilyen rendszerrel a beoltott
sejtek egy proteint expresszalnak, példaul VEGF-et az elsé héten, amikor
szuikseég van a sejt proliferaciéra, mig a tetraciklin sebészeti beavatkozas
utan egy héttel valé alkalmazasa lefelé szabalyozza a VEGF expressziot
és felfelé szabalyozza az UP50 expressziot, ily médon néveli a sejtek ér

transzplantatumhoz valé tapadasat (31).

A rekombinans protein expresszid elemzését az alabbiakban
részletezziik.

A VEGEF protein szintjeit a beoltott ér transzplantatum-kondicionalt
felulisz6 ELISA moddszerrel valé vizsgalataval elemezzik 24 éran
keresztil. Hasonl6 médszereket hasznalunk az UP50 protein szintjeinek

méréséhez.

7. pelda
Az endotelialis sejtek mennyiségi morfometriaja

Az eljarashoz az alabbi anyagokat ésmodszereket hasznaljuk.
Az inkubalasi id6szak végén az ér transzplantatumokat hosszanti

iranyban felvagjuk, és fluoreszcensz mikroszkoppal megvizsgaljuk,
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lefényképezziik és a képeket kép-elemzé rendszert (Image pro Plus,

Media cyberbetics, USA) hasznalva feldolgozzuk.

8. példa

t-PA és urokinase mérések

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és médszereket hasznaljuk.

A t-PA szintet és aktivitdAst a beoltott ér transzplantatumok
Osszegyljtott feluluszéiban hatarozzuk meg. A t-PA és az urokinaz
szintjeit ELISA modszerrel teszteljiik, mig a t-PA aktivitast a korabban

leartak szerint mérjik (32).

9.példa

Az ér transzplantatumokbdl valo sejt kinyerés

Az e'ljéréshoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.

A PTFE ér transzplantadtumokbdl a sejteket EDTA-tripszinnel
végzett emeésztéssel nyerjik ki. A sejteket az emésztés utan
megszamoljuk és fibronectinnel eléburkolt szévet-tenyészté lemezen Gjra
szélesztjlk az életképesség értékelése céljabol. Feljegyezziik a
szélesztéstdl a teljes konfluenciaig eltel6 id6tartamot. A pszeudotipizalt
retroviralis vektorokkal transzdukalt sejtekben ELISA modszert, és a jelen
talalmanyban leart kiilonb6z6 modszereket hasznalva nyomon kévetjiik a
VEGF és UP50 expressziot.

10. példa
A transzgen expresszié detektalasa genetikailag maédositott vascularis

sejtekben

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.
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Az alabbiakban leirjuk az UP50 mRNS transzkripci6 RT-PCR
alanizisét. Teljes RNS-t izoldlunk az EC-b6l és SMC-bdl 48 éraval az
UPS50-t kodold adenoviralis és retroviralis vektorokkal vald transzformalas
utan, PURESCRIPT RNS izolaciés kitet (Gentra systems, USA)
hasznalva és az RNS koncentraciét a 260 nm hullamhosszisagon mért
abszorbanciabdél szamitjuk ki.

A cDNS szintézishez 1 yg RNS-t dsszekeveriink 500 ng random
hexamerrel, a keveréket 70°C hémérsékletre melegitjik 10 percig, majd
jégen lehiitjlik. A reakcidelegy 0,4 mM dNTP-ket, 5 egység AMV-reverz
transzkriptazt (RT)(Promega), 5 mM DTT-t, 32 egység RN-az-out-ot
(Gibco BRL) tartalmaz, és RT puffert (Promega) adunk az elémelegitett
RNS-hez. A reakcibelegyet 2 o6ran keresztil inkubaljuk 38°C
hémérsékleten, majd 15 percig 95°C hémérsékleten. A PCR reakciot 50
ul-es térfogatban hajtjuk végre 7 ul RT reakcidelegy keverékkel, 20 pmol

sense-primerrel: 5'-
GAAGATCTTGACATGCCAGGAATAAAAAGGATACTC-3' (2. szamu
szekvencia), 20 pmol anti-sense primerrel: 5'-

GAAGATCTTCAGAATGGGTACTGCGACACATATATCCGCAGTCG-3’

(3. szamu szekvencia), 240 mmol dNTP-kel, 1 U Ex-Tag DNS
polimerazzal (Takara, Japan) és a gyartok Aaltal biztositott reakcio
pufferrel. A PCR reakci6t az alabbiak szerint végezziik el: 2 percig tartd
inkubalas 94°C h&mérsékleten, amit a kovetkezékben leirt 10 ciklus
kovet: 94°C/30 masodperc -> 50°C/30 masodperc -> 72°C/60
masodperc. Ezt 21 ciklus kéveti: 94°C/30 masodperc -> 60°C/30
masodperc -> 72°C/60 masodperc + 5 masodperc/ciklus -> 72°C/10 perc.
Az RT-PCR termékeket elektroforézissel analizaljuk 1%-os agaréz

gélben.
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Az alabbiakban leirjuk az UP50 és VEGF protein expresszio
western immunolenyomat analizisét.

Az adenoviralisan vagy retroviralisan transzformalt EC és SMC
UPS50 vagy VEGF protein expresszidjat a transzformalt sejt-kondicionalt
tapkbzeg Western immonolenyomat analizisével hatarozzuk meg. A
tenyésztapkbzeget szérum-mentes tapkdzeggel helyettesitjlik 24 oraval a
transzformaci6 utan és a sejteket tovabbi 24 6ran keresztiil szaporitjuk. A
transzformalt sejt-kondicionalt tapkézeg (CM) mintait (30 ul) 10 % SDS
poliakrilamid gélen végzett elektroforézissel szeparaljuk redukalé
korilméenyek kézott. A szeparalt proteint elektrolenyomatoljuk
nitrocelluléz membranra (Schleicher & Schuell). A lenyomatokat blokkold
oldattal (0,1% szeparalt tejet és 0,3% Tween-20-at tartalmazé TBS
(TBST)) valé inkubalassal  blokkoljuk 1 oran  keresztil,
szobahdémérsekleten, gyenge razatds mellett. Ezutan, a lenyomatokat
blokkolé oldattal higitott primer antitesttel inkubaljuk 2 éran keresztiil,
szobah6mérsékleten. Affinitds tisztitott poliklonalis nyul anti-UP50
antitestet (#9855, rendelésre gyartott, Sigma, Israel)(1:5000) hasznalunk
az UP50 detektalasahoz és poliklonalis nyul anti-VEGF ¢ antitestet (#SC
152 Santa-Cruz, USA)(1:700) hasznalunk a VEGF detektalasahoz.

A primer antitesttel valé inkubalast kovetéen, a lenyomatokat
haromszor mossuk TBST-vel és TBST-vel higitott anti-nyul peroxidaz-
konjugalt szekunder antitesttel (Sigma, USA) inkubaljuk 1 éran keresztiil,
szobahémeérsekleten. TBST-vel végzett haromszori mosas utan a
specifikus proteint a lenyomatok ECL reagenssel (Sigma, USA) valé
elbhivasaval és rontgen filmen valé exponalasaval vizualizaljuk.

Az UP50 expressziot immunohisztokémiai analizissel elemezziik.
Adenoviralisan fert6zétt EC-t és SMC-t oltunk fibronectinnel (4,5 pl/mg)
eléburkolt kamra-targylemezre (Lab-Tek, USA) és 24 éran keresztiil
tenyésztjlik. Az adenoviralis fertézés utan 48 éraval a sejteket oly médon

fixaljuk, hogy szobahémérsékleten inkubaljuk 6ket 20 percen keresztiil
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4% paraformaldehidben, majd kétszer mossuk 6ket PBS-sel. A sejteket
ezutan a targylemezek mikrositében 5 percig tarto 1 mM EDTA-ban (pH
8,0) val6 melegitésével denaturaljuk. A mintakat Histostain-Plus Kkittel
szallitott (Zymed, USA) blokkolé oldatot hasznalva blokkoljuk gyartok
utmutatdsanak megfeleléen. Blokkolas utan a sejteket affinitas tisztitott
anti-UP50-nel (1:50) inkubaljuk 1 oran keresztiil, szobahémérsékleten. A
mintakat ezutan haromszor mossuk PBS-T-vel (0,3% Tween-20-at
tartalmazé PBS), majd PBS-T-ben 1:400-ra higitott rhodamin-konjugalt
kecske anti-nyul IgG antitesttel (#SC 2091, Santa Cruz, USA) inkubaljuk
1 6ran keresztiil. A sejteket haromszor mossuk PBS-T-vel és montirozo
tapkozeggel (H-1000, Vector Laboratories, USA) boritjuk. A mintakat a
sejtekben levé GFP és rhodamin fluoreszcensz szkenning konfokalis
(MRC-1024, BioRad) mikroszképos detektalasaval vizualizaljuk.

Az UP50 ECM-ben valé immunohisztokémiai analiziséhez az UP50
gént kodolo, rekombinans adenovirdlis vektorral fert6zott endotelialis
sejteket ugy indukaljuk az ECM létrehozasa céljabdl, hogy dextrant adunk
a tenyésztapkdzeghez. Az EC réteg eltavolitdsa utan (melyhez 20 mM
NH,OH oldatot hasznalunk), az ECM-et rhodamin alapu

immunofestésnek vetjik ala anti-UP50 antitestet hasznalva.

Az alébbi eredményeket kapjuk.

Az alabbiakban leirjuk az UP50 EC-ben és SMC-ben vald
expresszidjanak analizisét. Az EC és SMC UP50-GFP-t kodolo
rekombinans adenovirussal valoé fertézése transzgén expressziot
eredményez (sorrendben 7b és 7d abrak), amint azt a GFP
vizualizacidjaval meghataroztuk. Az EC és SMC UP50-GFP-t kédolod
retroviralis vektorral vald transzdukciéja hasonléan a GFP protein
termelését demonstralja (8b. és 8d. abrak).

Az UP50 mRNS transzkripciéjat RT-PCR analizissel detektaljuk
Ad.UP50-GFP-vel fertézétt EC-ben és EMC-ben (sorrendben 9a és 9b.
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abrak), és az UP50-GFP-t kodolé retroviralis vektorral genetikailag
médositott EC-ben és SMC-ben (sorrendben 10a. és 10b. abrak).

Az UPS50 protein (60 kD) expressziot Western immunolenyomat
analizissel detektaljuk az EC és SMC UP50-GFP-et kodolé adenoviralis
(11. abra) és retroviralis (12. abra) vektorokkal valé fertézése utan.

Az UP50 proteint Ad.UP50-fert6zott EC-bensés SMC-ben
detektaljuk, amint azt immunohisztokémialig meghataroztuk (sorrendben
13b. és 13d. abrak). A citoplazmas festést Ad.UP50-GFP-vel fertézott
sejtekben detektaljuk, mig nem detektalunk festédést az Ad.UP50
fertzott sejtekben, igy demonstrdlva, hogy az UP citoplazmas
expresszidja magas szintd.

Konfokalis mikroszképiat hasznalunk az UP50 sub-cellularis
elhelyezkedésének elemzéséhez fert6z6tt EC-ben. Az UP50
expresszidjat Ad.UP50-GFP fert6z6tt endotelidlis sejtekben detektaljuk a
citoplazmaban és a sejt membranban (14b. és 14c. abrak) és szalas
szerkezetként detektaljuk a konfluens sejtekben (14b. abra). Az UP50
citoplazmas szalas expresszidja nem-konfluens sejtekben azt jelenti,
hogy az UP50 kapcsolatban allhat a citoszkeletonnal (sejtvazzal), és
szerepe lehet a sejt-sejt vagy sejt-ECM koélcsonhatasokban.

Az UP50 protein jelenlétét az UP50-GFP-t kddolé adenoviralis
vektorral fert6zétt EC altal Iétrehozott ECM-ben immunohisztokémiai

analizissel detektaljuk (15. abra).

Ezek az eredmények azt demonstraljak, hogy a jelen talalmany
retrovirdlis és adenovirdlis expressziés vektorai képesek az UP50
cellularis tapadasi faktor expresszidjat indukalni vascularis sejtekben.
Ezért, az ilyen szerkezetetek expresszalo EC-t és az SMC-t hasznaljuk a
funkcionalis elemzésekben, melyek azt a célt szolgaljak, hogy
kimutassuk, hogy az UP50-et expresszalo vascularis sejtek képesek jobb
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szintetikus ér transzplantatumokat létrehozni, ha azokat az ér

transzplantatumokra oltjuk.

11. példa
Az adenovitalrisan fertézott EC és SMC kézos tenyészeteinek UP50 és

VEGF protein expresszibja

Az eljarashoz az alabbi anyagokat é€s modszereket hasznaljuk.

Az EC adenoviralisan fert6zott kozos tenyészeteit vagy az
adenoviralisan fert6zétt EC és SMC k6z6s tenyészeteit 24 oran keresztiil
tenyésztjiik a fertézést kévetden szérummal kiegészitett
tenyésztapkdzegben, majd tovabb tenyészijik szérum mentes
tenyésztapkézegben tovabbi 24 oran keresztiil. A feliiliszoban levd
proteineket elektroforetikusan szeparaljuk 10% SDS poliakrilamid gélen
és a szeparalt proteineket elektrolenyomatoljuk  nitrocellul6z
mambranokra. A lenyomatokat anti-VEGF vagy anti-UP50 antitestekkel
inkubaljuk. A peroxidaz-konjugalt szekunder antitesteknek valé exponalas
utan a lenyomatokat ECL reagensekkel el6hiviuk, majd rontgen filmen

exponaljuk.

Az alabbi eredményeket kaptuk.

Az Ad.VEGF-GFP-fel fert6zott és az Ad.UP50-GFP-fel fertézétt EC
vagy SMC kdz6s tenyészetei a VEGF és UP50 hasonlé szinti
expresszioit demonstralja (sorrendben 16a7 és 16b. abrak).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a jelen talalmany
moédszere képes kdzdsen létrehozni EC mitogén VEGF és az UP50 EC
adhézios faktort, valamint képes ezeket a proteineket termelni a
genetikailag modositott EC és SMC kozoés tenyészeteivel. Ennélfogva a
jelen taldlmany javitott modszert biztosit a mesterséges ér

transzplantatumok endotelidlis sejtekkel val6 beoltasara.



Az alabbiakban, a retrovirdlisan fertézétt EC és SMC kézds
tenyészetek altal expresszalt VEGF és UP50 proteinek Western lenyomat
analizisét mutatjuk be.

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.

A kulondz6 retrovirusokkal fertézott EC kozos tenyészeteit, vagy a
fertézott EC és SMC kevert tenyészeteit szérummal kiegészitett
tenyésztapkdzegben tenyésztjiik 24 6ran keresztiil, a fertézés utan, majd
a sejteket tovabbi 24 6ran keresztil tenyésztjik szérum mentes
tenyésztapkézegben. A szaporitd tenyésztapkézeg mintait (30 pl) 10%
SDS poliakrilamid gélen szeparaljuk és elektrolenyomatoljuk nitrocelluléz
membranon. A lenyomatokat anti-VEGF vagy anti-UP50 antitestekkel
inkubaljuk. A peroxidaz konjugalt szekunder antitestnek valo exponalas
utan a lenyomatokat ECL reagensekkel elShivjuk, és réntgen filmen

exponaljuk.

Az alabbi eredményeket kapjuk.

Az UP50 és VEGF expresszidjara retroviralisan fert6zétt SMC és
EC k6z6s tenyészeteinek analizise sorrendben azt demonstralja, hogy a
VEGF és az UP50 protein kdzésen expresszalddik, amint azt Western
immunolenyomat analizissel meghataroztuk (17a. és 17b. abrak).

Ezek, és a fent leirt adenoviralis vektorok alkalmazasaval nyert
eredmenyek ezért azt demonstraljak, hogy a jelen talalmany viralis
expresszidos vektorai hatékonyan iranyithatidk a VEGF és az UPS50
proteinek expresszitjat. Ezek az eredmények azt is bemutatjak, hogy a
retroviralis vagy adenovirdlis vektorok segitségével genetikailag
moédositott vascularis sejtek kdz6s tenyészetei tulexpresszalhatjak a
VEGF és az UP50 proteineket. igy, a jelen talalmany adenoviralis és
retroviralis expresszios vektorainak alkalmazasa, valamint a mitogén és

adhéziot indukalé molekuldkat expresszald, genetikailag médositott
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vascularis sejtek kevert tenyészeteinek alkalmazasa nagy mértékben
alkalmas a hossz( élettartaml és akadalymentes, szintetikus ér

transzplantatumok eléallitasaban.

12. példa
A vascularis sejtekben tlilexpresszalt rekombinans VEGF és UP50

funkcionalis elemzése

Az alabbiakban bemutatjuk az EC proliferacios vizsgalatat.

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.

Az endotelialis sejteket (5-11 atoltas) 30 %-os konfluencianal (10*
sejt/lireg) oltjuk 4,5 ug/ml fibronectinnel eléburkolt 24 iiregli lemezekre,
24 draval az adenovirdlisan fertézés el6tt. A sejteket Ad.UP50-GFP-vel,
Ad.GFP-vel vagy Ad.VEGFss-GFP-vel fertézzilk. A 90 percig tartd
adenoviralis vektoroknak vald, 37°C hémérsékleten végzett exponalas
utan szérumot tartalmazd tenyésztapkdzeget adunk hozza és 16-18
Oraval kés6bb a tenyésztapkdzeget 2% human szérumot és 2 ng/mi
bFGF-et tartalmaz6 M199 tenyésztapkdzeggel helyettesitjiik. A
vizsgalatot haromszori ismétiésben végezziik, és a proliferaciot XTT

kolorimetrias vizsgalattal mérjiik a fert6zés utani 7. napon.

Az alabbi eredményeket kapjuk.

A fert6zés majdnem 100%-os transzgént expresszalo sejteket
eredmenyez, ahogy azt a citoplazmas GFP expresszidval detektaltuk. Az
eredmeényeket a nem fertézott sejtekhez viszonyitott relativ értékként
mutatjuk be. Amint az a 18. abran lathaté, az UP50 transzgén
tdlexpresszid nincs galtd vagy proliferativ hatassal a sejtek szaporodasi
sebességére. Bar az adenoviralisan fertézétt csoportban (Ad.GFP, AD.
UP50-GFP) mért értékek valamivel magasabbak, mint a nem fert6zott,

kontroll csoportban mért eredmények, az UP50 expresszio hatasa nem
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szignifikans. Nincs szignifikans kiilonbség az Ad.GFP-vel fertézott és az
Ad.UP50-GFP-vel fertézétt EC eredményei kézétt Az Ad.VEGF55-GFP-
vel valo fertézés szignifikans proliferaciot indukal az egyéb fertézott EC

csoportokhoz képest.

Az alabbiakban bemutatjuk az EC, UP50-et tulexpresszalé EC-vel
létehozott, SMC-hez valé tapadasat.

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.

Az alabbiakban bemutatjuk az ECM EC altali indukciojat. Az EC-t
fibronectinnel el6burkolt 48 tregli lemezekre oltjuk (10* sejt/lireg) 24
oraval a fertézés el6tt. A sejteket Ad.UP50-GFP-fel vagy Ad.GFP-vel
fertdzziik, a korabban leirtak szerint. Fertézés utan a sejteket 4% dextran
42000-rel (Sigma, USA) kiegészitett M20 tenyésztapkdzegben
szaporitjuk 7 napon keresztil. Ezen fertézéses idészak utian a
tenyésztapkozeget aspiraltatiuk a fertézott sejtekr6l és a matrixot
létrehozé sejteket 20 mM NH,OH-val lecsupaszitjuk, kérilbeliil 5 perces
kezelessel. A sejt lizis utan az ECM-burkolt tiregeket haromszor mossuk
PBS-sel és PBS-ben taroljuk 4°C hémérsékleten.

Extracellularis matrix adhézids vizsgalatot végziink el az alabbiak
szerint: az EC-t 10 mM EDTA oldatban val6 inkubalassal levalasztjuk, a
matrixot M199 tenyésztapkozeggel mossuk, majd Ad.UP50-GFP-vel,
Ad.GFP-vel fertézott CM-ben, vagy nem fertézétt EC-ben inkubaljuk,
sorrendben 15 percig. Ezen inkubdlas utan az EC-t ECM-mel burkolt
tiregekbe oltjuk (2 x 10* sejt/iireg mennyiségben). Az Ad.UP50-GFP-vel
fertézott EC-vel létrehozott ECM-re oltott, sejteket Ad.UP50-GFP-vel
fertézott sejtekbdl létrehozott CM-ben inkubaljuk. Az Ad.GFP-vel fertézott
sejtek altal létrehozott ECM-re oltott sejteket Ad.-GFP-vel fert6zott
sejtekbdl gylijtott CM-mel inkubaljuk, és a nem fertdzott sejtekbdl
létrehozott ECM-re oltott kontroll csoport sejtieit nem fertézott sejt-
kondicionalt tenyésztapkozeggel inkubaljuk. A sejteket tovabbi 30 percig
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inkubaljuk, hogy lehetévé tegyiik a sejtek tapadasat, majd PBS-sel
mossuk 6ket. A megmaradt adherens sejtek mennyiségi meghatarozasat
XTT kolorimetrias vizsgalattal hatarozzuk meg.

Hasonlo kisérletet hajtunk végre retroUP50-GFP-vel transzdukalt
EC-bdl létrehozott ECM-et hasznalva.

Az alabbiakban bemutatjuk az UP50 cellularis fiziolbgiara és kdzos
tenyészetekre kifejtett hatasait.

Az feltételeztiik, hogy megvalésithaté az UP50 és a VEGF k6zos
expresszioja. Ezért a VEGF vagy az UP50 expresszalasara fertézétt EC
kO0zGs tenyészeteit teszteljik az expresszié szintjeire mindkét protein
esetében, miutan Gsszekevertiik az Ad.UP50-GFP-vel fert6zott sejteket
az Ad.UP50-GFP-vel fertézott EC-vel az alabbiakban leirtak szerint.

Az UPS50-GFP-t, GFP-t kédold retroviralis vektorral transzdukalt
endotelidlis sejteket vagy a kontroll, nem transzdukait sejteket 48 6ran
keresztiil inkubaljuk az adenoviralis fertézés elétt. A fertézést Ad.VEGF-
GFP-vel vagy Ad.GFP-vel végezzik el. A sejteket 24 o6ran keresztiil
inkubdljuk a virust tartalmazo tenyésztapkézegben, majd a
tenyésztapkdzeget szérum mentes tapkodzeggel helyettesitjik és a
sejteket tovabbi 24 6ran keresztiil inkubéljuk. A szaporitd tapkozeg
mintait (30 ul) 10% SDS poliakrilamid gélen szeparaljuk, a szeparait
proteineket  elektrolenyomatoljuk  nitrocelluléz  mebranra és a
lenyomatokat anti-VEGF-fel vagy anti-UP50-nel inkubaljuk. A peroxidaz-
konjugalt szekunder antitestnek valé kitevés utan a lenyomatokat ECL

reagenseket hasznalva eléhivjuk, és réntgen filmen exponaljuk.

Az alabbi eredményeket kapjuk.
Az alabbiakban bemutatjuk a retroviralis és adenoviralis
vektorokkal egymas utan genetikailag moédositott EC altali UP50 és

VEGF expresszi6 analizisét.
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Azok az endotelialis sejtek, melyeket retroviralisan transzdukaltunk,
hogy UPS50-GFP-t expresszalianak, majd ezt kdvetden VEGF-GFP-t
kodolé adenoviralis vektorral fertéztiink, magasabb szinten expresszaljak
a GFP-t, mint a csupan az UP50-GFP-t kédold retroviralis vektorral
fert6zott sejtek, ahogy azt fluoreszcensz mikroszképiaval meghataroztuk
(sorrendben 19b. és 19a. abrak).

Az UP50 expresszéalasara retroviralisan transzdukalt, majd ezt
kovetéen a VEGF géneket kddold adenoviralis vektdrral fert6zétt EC
Western immonolenyomatolasi elemzése azt jelzi, hogy az ilyen sejtek
képesek egyitt expresszalni a VEGF és az UP50 proteineket
(sorrendben a 20a. és 20b. abrak).

Ezért ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az EC, VEGF és
UPS0 mitogén és adhéziot-indukald proteinek k6z6s expresszalasat
célzo, sorrendben egymast kévetd retroviralis transzdukcidja és
adenovirdlis fertézése nagy mértékben alkalmas a hossz( élettartamu és
akadalymentes szintetikus ér transzplantatumok eléallitasara. Az EC ilyen
dualis viralis genetikai modositasanak alkalmazasat tamogatja az ezaltal
termelt megndvekedett GFP szint, amint azt korabban targyaltuk.

Az alabbiakban leirjuk az UP50 EC szaporodasra kifejtett hatasat
haromdimenzios kollagén tenyészet in vitro angiogenezisben.

A szintetikus ér transzplantatumok VEGF és UP50 - sorrendben -
mitogén és pro-adhéziés faktorokat tulexpresszalo EC-vel vald beoltasa
igen kivanatos a hosszii élettartami és akadalymentes szintetikus ér
transzplantatumok Iétrehozasaban. Ennélfogva, ezen faktorok az EC
porliferaci6 indukalasara kifejtett kombinalt hatasait az alabbiak szerint
vizsgaljuk meg.

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és médszereket hasznaljuk.

Az in vitro angiogenezist kollagén gélekben adenovirussal fertézott
EC szferoidokat hasznalva mennyiségileg hatarozzuk meg. Az EC



szferoidok létrehozasat a korabban leirtak szerint végezzik el (33). Az
endotelidlis sejteket 0,25% (tomeg/térfogat)  kabroximetil-cellulozt
tartalmazé tenyésztapkézegben szuszpendaljuk és nem-szévettenyészté
kultira kezelt, kerek alji 96 Uregii lemezeken (Nunc, Denmark)
tenyésztjiik 24 éran keresztiil, 37°C hémérsékleten, 5% CO; alatt, mely
id6 alatt a szuszpendalt sejtek Uregenként egyetlen, meghatarozott
meretl és sejtszamu szferoidot hoznak létre (kérilbeltl 750 sejt/szferoid).
Az igy léte hozott szeferoidokat kollagén gélekbe agyazzuk. A kollagén
torzsoldatot a felhasznalas elétt készitjiik el oly modon, hogy
Osszekeverlink 8 térfogat savas patkany farok kollagén kivanatot (2
mg/ml értékre ekvilibraljuk, 4°C), 1 térfogat 10x M199-cel (Gibco BRL,
USA). A pH értéket 7 4-re allituk 0,34N NaOH hozzaadasaval. A
szferoidok kollagén gél polimerizacidja elbtti  leiilepedésének
megakadalyozasa céljabdl 1 térfogat kollagén térzsoldatot 6sszekeveriink
1 térfogat szobahdémérsékletli, 40% human szérumot és 0,5%
(témeg/térfogat) karboximetil-cellulézt tartalmazé M199
tenyésztapkdzeggel. A  szferoidokat tartalmazo géleket (20-30
szferoid/gél) gyorsan, elémelegitett 24-iregli lemezekre helyezziik at, és
hagyjuk, hogy bekdvetkezzen a polimerizaci6. A géleket 37°C
homérsékleten inkubaliuk 5% CO,-ben és az EC proliferaciéjat a
gélekben mikrofotokkal dokumentaljuk digitalis video kamerat (DXM1200
Nikon, Japan) hasznalva. Az egyes csoportokbdl legalabb 40 szferoid

csirazasat analizaljuk.

Az alabbi eredményeket kaptuk.

Az Ad.GFP-vel vagy az Ad.UP50-GFP-vel fertézétt EC szferoidjai
esetében (sorrendben 21b. és 21f. abrak) alacsony alapvonal csirazasi
aktivitast tapasztaltunk, amit az exogén VEGF hozzaadasa erésen
stimulal (sorrendben 21d. és 21h. abrak). Az Ad.UP50-GFP-vel fertézott
EC szferoidjai (21f. abra) esetében azt talaltuk, hogy magasabb
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alapvonal csirazasi aktivitassal rendelkeznek, mint az Ad.GFP-vel
fertézott EC (21b. abra).

Az Ad.GFP-vel és Ad.GFP+Ad.UP50-GFP-vel fertézott EC
szferoidjai (sorrendben 22b. és 22f. abrak) esetében alacsony alapvonal
csirazasi aktivitast talaltunk, melyet az Ad.GFP-vel és Ad.VEGF-fel
fertézétt EC 50%-os kézos tenyészeteiben vald szaporitas stimulal
(sorrendben 22d. és 22h. abrak). A legmagasabb csirazasi szintet az
Ad.UP50-GFP-vel és az Ad.VEGF-GFP-vel fertézétt EC k6z0s
tenyészeteiben figyeltiink meg (22h. abra).

Ezért azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy az UP50 VEGF-fel
valo kodzds tulexpresszalasa szinergista novekedéshez vezet az EC
csirazasban, hacsak a VEGF altal kzvetitetthez hasonlitjuk.

Ezek az eredmények ezért azt mutatjak, hogy az UP50 VEGF-fel
valo egyidejii k6zds tllexpresszalasa az EC-ben nagy meértékben
alkalmas a hosszi élettartami és akadalymentes szintetikus ér
transzplantatumok elGallitasara, mivel a faktorok ilyen kombinacibjat

expresszald EC er6sen fokozott proliferativ kapacitast mutat.

13. példa
Az UP50 tulexpresszalas EC szintetikus ér transzplantatumokoz valé
tapadasara kifejtett hatasa, in vitro.

A fokozott adhézids tulajdonsagokkal rendelkezé EC-vel beoltott
szintetikus ér transzplantatumok igen kivanatosak, mivel az EC-vel oltott
transzplantatumok tudomany teriiletének korabbi f& probléméja az, hogy
ezek nem tartjak meg hatékonyan a rajuk oltott sejteket. Ennélfogva, az
EC tapadéképességének fokozasat célzo EC pro-adhéziés UP50 faktor
tulexpresszalas hatékonysagat az alabbiak szerint elemezziik.
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Az alabbiakban leirjuk az UP50 tulexpresszié adhézidra kifejtett
hatasat in vitro tenyésztett EC-ben a tripszinizaciot kévetéen.

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.

Az UPS0 Ad.UP50-GFP-vel fertézétt EC-ben vald biolégiai
aktivitasat sejt retenciés sebességgel vizsgaljuk tripszinizacié utan. Az
endotelialis sejteket 70-80%-0s konfluencia mellett (6-7,5x10* sejt/lireg)
oltjuk 12-Uregli lemezekre, 24 6raval az adenovirlis fertézés elétt. A
sejteket fertézziitk (3x10° pfu/sejt) a korabban leirtak szerint, Ad.UP50-
GFP-vel vagy Ad.GFP-vel és kontrollként nem fertézott sejteket
hasznalunk. A fertézés utan a sejteket M20 tenyésztapkézegben
szaporitjuk 4 napon keresztiil. A sejteket PBS-sel mossuk és az adhézios
vizsgalatot a sejtek tripszinizaciojaval végezziikk el 0,001% EDTA-t
tartalmazé 0,0025% tripszint hasznalva. Harom perces,
szobahémérsékleten valé inkubalas utan a tripszint semlegesitjiik
komplett tenyésztapkézeg (M20) hozzaadasaval. A sejteket haromszor
mossuk PBS-sel, majd 300 pl M20 tapkézeget adunk hozza a sejtekhez.
A tovabbra is tapado sejtek mennyiségi meghatarozasat a kontroll, nem
tripszinizalt sejtek szazalékaként, kolorimetrias XTT vizsgalattal

hatarozzuk meg.

Az alabbi eredményeket kapjuk.

A rekombinans adenoviralis fertézést kovetd UP50 expresszio
szignifikansan néveli a sejt megtartast (60%) az Ad.GFP-vel fertézott
sejtekhez képest (40%), vagy a kontroll, nem fertézétt sejtekhez képest
(20%)(23. abra). ‘

Az UPS0 tulexpresszalas ECM-hez vald sejt adhéziora kifejtett
hatasat az alabbiakban mutatjuk be.
Az eljarashoz az alabbi anyagokat és madszereket hasznaljuk.
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Az EC-t 10mM EDTA oldattal levalasztjuk, 0,1% BSA-t (Sigma,
USA), 10mM HEPES-t tartalmazé M199 tenyésztapkozeggel mossuk és
sorrendben Ad.UP50-GFP-vel vagy Ad.GFP-vel fertézett EC-bél, vagy
nem fert6zétt EC-b6l szarmazé CM-mel inkubaljuk 15 percig. Inkubalas
utan a sejteket ECM burkolt liregekbe (2x10* sejt/ireg) oltjuk. Az ECM-re
oltott sejteket - melyeket Ad.UP50-GFP-vel fertézétt EC-bél hozunk létre -
Ad. UP50-GFP-vel fert6zétt sejtekbél szarmazoé CM-ben inkubdljuk. Az
Ad.GFP-vel fert6zott sejtekkel létrehozott ECM-re oltott sejteket Ad.GFP-
vel fert6zétt sejtekbdl gyiijtott CM-mel inkubéljuk, a nem fert6zott
sejtekkel létrehozott ECM-re oltott sejtek kontroll csoportjat nem fert6zott
sejt kondicionalt tapkdzegben inkubaljuk. A sejteket tovabbi 30 percig
inkubaljuk, hogy lehet6vé tegyiik a sejt tapadast, majd PBS-sel mossuk.
A tovabbra is tapadé sejtek mennyiségi meghatarozasat kolorlmetnas

XTT vizsgalattal hatarozzuk meg.

Az alabbiakban bemutatjuk az eredményeket.

A korabban bemutatott, szekretait UPS0-nek, és ECM-kétstt UPS0-
nek valo exponalas (15. &bra) az EC sejtek adhézidjanak 30%-nal
nagyobb névelését eredményezte a kontroll csoporthoz képest (24. abra).

Az alabbiakban bemutatjuk az UP50 talexpresszalas EC retenciora
kifejtett hatasat folyamatos nyirasi stressz mellett.

Az UP50 EC-re kifejtett adhéziot eldsegitd aktivitasat sejt
retencioval vizsgaljuk folyamatos nyirasi stressz alatt, amit Ggy valdsitunk
meg, hogy a tenyész lombikokat razégépen razatjuk az alabbiakban
I&irtaknak megfelelen.

Az eljardshoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.

Humén rézsaér véna EC-t (8-11atoltas) oltunk (10° sejt/35 mm-es
reg) mennyiségben, majd M20-ban szaporitjuk 60-80%-0s konfluencia
eléréséig. A sejteket Ad.UP50-GFP-vel vagy Ad.GFP-vel (MOI 3000)
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fert6zziik a korabban leirtak szerint, és a nem fertézott sejtek szolgalnak
kontrollként. A sejteket tovabbi 30 percig szaporitjuk, hogy biztositsuk a
transzgen expresszidt a nyirasi stressznek valé kitevés elétt. A kisérlet
elétt az egyes csoportokbdl (Ad. UP50-GFP, Ad.GFP, Kontroll) 2 Ureget
0sszegylijtiink tripszin-EDTA hasznalataval, és a sejteket megszamoljuk.
Hogy a sejteket teliesen befedjik a razatas alatt 5 ml M20
tenyésztapkbzeget adunk az egyes liregekhez. A lemezeket a razégépre
helyezziik a CO, inkubator belsejébe, és 20-24 6ran keresztiil inkubaljuk
intenziv razatas mellett (kériilbeliil 140 ciklus/perc). Razatas utan, a
sejteket Otsz6r mossuk PBS-sel. A sejteket tripszin-EDTA-t hasznalva
Osszegyljtitk és hemacitométerrel megszamoljuk. A vizsgalatot
parhuzamosan retroviralis vektorokkal transzdukalt sejtekkel is

elvégezziik.

Az alabbi eredményeket kapjuk.

A 25a-g. abrakon (morfometria) és a 25h. abran (sejt szamolas)
bemutatott eredmények azt mutatjak, hogy a retroviralis transzdukcio
altali UP50 talexpresszié néveli a folyamatos nyirasi stressznek kitett EC
tapadasat. Az UP50-et expresszalé sejtek kozétt a sejtek 98 %-a a
lemezhez tapadt allapotban marad a GFP-t expresszalé EC-hez (72%
1%) és a nem transzdukalt EC-hez (69 £ 2%) képest. Hasonlo
eredményeket kaptunk az UP50 expresszidja céljabdl adenoviralisan

fert6zétt EC-vel (az eredményeket nem mutatjuk be).

14. példa
A szintetikus ér transzplantatumra oltott, aramlasi koérilményeknek kitett,

genetikailag médositott vascularis sejtek adhézidja.

A szintetikus ér transzplantatumok beolthatok az EC mitogén

faktorok expresszalasat célzo genetikailag moddositott  vascularis
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sejtekkel, hogy hosszi  élettartamu  és akadalymentes  ér
transzplantatumokat hozzunk Iétre. A jelen talalmanynak megfeleléen az
ér transzplantatum beoltasat EC adhéziot eldsegité faktorokkal végezziik,
hogy fokozottan hosszii  élettartami  és akadalymentes  ér
transzplantatumokat hozzunk létre. igy az ér transzplantatumok ilyen
sejtekkel valé beoltasat és pulzald aramlasi kériilmények kézodtt vald

tesztelesét az alabbiakban leirtak szerint végezziik el.

Az alabbiakban leirjuk a human EC retenciojat ePTFE ér
transzplantatumokon pulzalé aramlasi kériilmények kézétt,

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.

Az ér transzplantatumokat az alabbiak szerint oltjuk be.

Az UP50-GFP expresszalasara retroviralisan transzdukalt EC-t (2 x
10°  sejt/1 cm?) fibronectinnel (4,5 mg/ml) eléburkolt ePTFE ér
transzplantatumokra oltjuk. Ezt a beoltasi eljarast 37°C hémeérsékleten
hajtjuk végre, 4 6ran keresztil, horizontalisan rotald készilékben, mely
45 rotacié/éra értéken rotal. A beoltott ér transzplantatumokat ezutan 20
oran keresztiil antibiotikumokkal kiegészitett M199 tenyesztapkdzegben
tartjuk.

Az alabbiakban bemutatjuk az aramlasi késziiléket.

A sematikusan a 26. abran bemutatott aramlasi rendszer egy
pulzalo vér pumpabol (Harvard késziilék #1421, USA), rugalmas ,tygon”
csovekbdl, kompenzacios tartalybol és szintetikus ér
transzplantatumokbol all, amint azt képszeriien a 27. abran bemutatjuk. A
rendszer nyomasat a nyomas monitoron kovetjiik nyomon (#742 Mennen
Medical, Germany). Az ér transzplantatumokon keresztiili aramlast
Doppler-alapt aramlasi rendszerrel kbvetjik nyomon (#7106 Transonic
Systems Inc., USA). Az aramlasi és nyomas eértékeket nyomon kévetjiik

és online feljegyezzilkk. A nyomas és aramlasi adatokat adat gyiijts
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rendszerrel analizaljuk, mely online mutatja a kiszamitott nyirasi eréket az
ér transzplantadtumon beliil. Az aramlashoz hasznalt ePTFE é&r
transzplantatumok 5-12 cm hosszusaguak és 6 mm atmeéréjliek (GORE
Co., USA).

Az aramlasi koriilmények a kévetkezdk.

A Dbeoltott ér transzplantatumokat Ilaminalis aramlasi
korlilményeknek vetjiik ala. Az aramlast ugy allitjuk be, hogy 45 percre
elérje a 120/75 (90 Hgmm kozépértéke) fizioldgiai vérnyomast, 150-200
ml/perc aramlasi sebesség és 60 I6ket/perc értékli pumpalas mellett. Az
ér transzplantatumokat mikroszkopos dokumentaciét és morfometrias
analizist hasznalva értékeljiik. A kisérlet masodik fazisaban az ér
transzplantatumokat kiilénbézé aramlasi korilmenyek kozott exponaljuk
Osszesen 30 percig. Az aramlasi kériilményeknek valé exponalas utan a
GFP-t expresszald sejtek szamanak retencidjat agy eértékeljiik, hogy
hosszanti iranyban felvagjuk az ér transzplantatumokat és fluoreszcensz
fotomikrografiaval megvizsgéljuk a luminalis felszin random kivalasztott

mezGit.

Az alabbi eredményeket kapjuk.

Az ér transzplantatumok majdnem telies boritasat detektaljuk a
retroGFP  és retroUP50-GFP  transzdukalt sejtek fluoreszcensz
aramlasi koriilményeknek valé exponalas elétt. Ezt a pulzalé laminalis
aramlasi  korilményeknek valé exponalas koéveti. Azok az ér
transzplantatumok,  melyeket az UP50-GFP expresszalasara
retroviralisan transzdukalt EC-vel burkoltunk magasabb sejt retenciot
mutatnak, mint azok az ér transzplantatumok, melyeket a GFP

expresszalasara retrovirdlisan transzdukalt EC-vel burkoltunk, és
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ugyanilyen aramlasi kériilményeknek vetettiink ala (sorrendben a 28b. és
28d. abrak).

Az UP50 gén transzfer utani megnévekedett sejt adhézid ezen
eredményei alatamasztjak a jelen taldimanyban leirt médszert, melyben
olyan sejtekkel beoltott ér transzplantatumokat hasznalunk, mely sejtek
tulexpresszaljadk az UP50-et, ami a sejt burkolas fokozasat szolgalja

aramlasi kdrilmények kozott.

15. példa
A mesterséges ér transzplantatumokra oltott, genetikailag médositott EC

retencigja in vivo aramlasi kértilmények kdzétt.

A kovetkezékben bemutatjuk a genetikailag médositott human EC-
vel burkolt ePTFE ér transzplantatumok rovid tavu implantaciojat birka
artériakban.

A pro-endotelializaciés faktorok expresszalasara genetikailag
moédositott, és szintetikus ér transzplantatumokra oltott human EC
tulexpresszalé human EC-vel oltott ér transzplantatumokat in vivo birka
artériakban teszteljiik az alabbiak szerint.

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és modszereket hasznaljuk.

Kis keliber(i ePTFE ér transzplantatumokat (6 mm) oltunk human
EC-vel, melyeket retrovirdlis transzdukcioval genetikailag  agy
moédositottunk, hogy tllexpresszaljak a GFP-t, az UP50-GFP-t vagy a
VEGFg5-GFP-t, 36 6raval az implantacio el6tt.

Eheztetett (12 oran keresztil) kifejlett birkat gyégyszerrel
el6kezeliink inramuscularisan adott 10 mg diazepam injekcioval és 500-
600 mg intravénasan adott natrium-pentobarbital, majd légcsdvébe
csOvet vezetink. Az aneszteziat 1-2 % isofluran belélegeztetéssel

tartatjuk fenn. Operaci6 el6tt 600 mg aspirint alkalmazunk. A kisérlet alatti
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nyomon kovetd rendszer vérnyomasmeérét, pulzus oximetriat, és ECG-t
foglal magaba. Heparint (300 U/kg) injektalunk intravénasan a szisztémas
antikoagulaciéhoz, amit az ér transzplantatum implantacidhoz az artériak
exponalasa és preparadlasa kovet. Az eljaras alatt 30 percenként
vérmintat vesziink és a heparinizacié hatékonysagat értékeljilk a
részleges thromboplasztin id6 (PTT) mérésével.

A beoltott ér transzplantatumokat vég-oldal proximalis és disztalis
helyzetben lteti be a birka femoralis artériaiba egy szivsebész szakérts,
amint azt a 29. abran bemutatjuk. Az ér transzplantatumokat két érara vér
aramlas hatasanak exponaljuk a begyiijtés el6tt.

A beoltott ér transzplantatumokat ezutan bilateralisan végFOIdaI
pozicioban implantaljuk a birka femoralis és femoralis artériakba. A
femoralis artéria egyik oldalan a beililtetett ér transzplantatumot beoltottuk
retroGFP-vel transzdukalt EC-vel, a masik oldalon a beliltetett ér
transzplantatumot retroUP50-GFP-vel transzdukalt EC-vel oltottuk be
(femoralis  artériak). A femoralis artéridkban a beliltetett ér
transzplantatumot az egyik végén rertoVEGF,55-GFP-vel transzdukalt
EC-vel, a beiltetett ér transzplantatum masik végén retroUP50-GFP-vel
transzdukalt EC-vel oltottuk be. A beliltetett ér transzplantatumok
akadalymentességét 30 perccel az implantalt ér transzplantatumok
véraramnak valo kitevése utan és az ér transzplantatum begylijtése el6tt
értékeljiik kozvetlen kitapintassal, az aramlas méréseket Doppler aramlas
mérével (Transonic Animal Research Flowmeter, NY, USA), valamint
szelektiv angiogréafiat hasznalva végezziik (30. abra).

A femorélis ér transzplantdtumon beliili aramiasi sebességek
mindkét oldalukon hasonléak (kériilbeliil 50 ml/perc, 38%-a a femoralis
véraramlasnak). A carotid transzplantatumon keresztiili aramlas, ami
magasabb a kisérlet elején, bilaterdlisan csékken a két éras kisérlet
végére az anasztomozisos helynél fellépd tromboézisnak kdszoénhetéen

(szekunder sebészeti komplikacié). A femoralis és karotid ér
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transzplantatumokat a bediltetés utani masodik oraban 6sszegyiijtjik.
Mindkét ér transzplantatumot Gsszegyiijtjik és az ér transzplantatumok
luminalis felszinein levd cellularis retenciot fluoreszcensz mikroszkopiaval
elemezzik.

Az eér transzplantatum eltavolitdsa utan a birkakat intravénas
kalium-klorid alkalmazasaval elpusztitjuk.

Az Osszes kisérletet a Technion ITT (Haifa, Israel) allatvédelmi és
kisérlet végrehajtasi térvényeknek megfeleléen végezziik el.

Az alabbi eredményeket kapjuk.

Az UP50-GFP-t vagy VEGF-GFP-t tilexpresszalé sejtekkel beoltott
ér transzplantatumok vildagosan nagyobb ér transzplantatumokhoz tapadé
sejtszamot mutatnak az in vivo véraramlasnak val6é exponalas utan, mint
amit csak a GFP-t tlexpresszalo sejtek esetében tapasztaltunk, amint
azt a GFP expresszié fluoreszcensz mikroszképos lathatova tételével
meghataroztuk (31. abra). Az UP50-et tulexpresszalé sejtekkel beoltott ér
transzplantatumok nagyobb megtapadt sejtszamot mutatnak, mint a GFP-
t vagy a VEGF-et tulexpresszalé sejtekkel beoltott ér transzplantatumok.

Ezek az eredmények a statikus vagy aramlasos kérilmények
kozott vegzett in vitro adhézidos vizsgalatokbol nyert eredményekkel
egyetértésben, amint azt fent leirtuk, meggy5z6en bizonyitjak, hogy az
EC, UP50 EC adhéziét elbsegité faktor talexpresszalasara szolgald
genetikai modositasa ezen sejtek erésen fokozott adhézidjahoz vezet.
Ezért, az ilyen genetikailag modositott sejtek szintetikus ér
transzplantatumok beoltdsara valo hasznélata igen elényds hosszi

élettartamu és akadalymentes ér transzplantatumok létrehozasahoz.

Az alabbiakban leirjuk a genetikailag modositott, autolég EC-vel
beoltott mesterséges ér transzplantatumok hosszutavi implantacioéjat
birkakban.

Az eljarashoz az alabbi anyagokat és médszereket hasznaljuk.
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A donor birkak hatso lababol szarmazé révid vénas szegmensekbdl
begyiijtott endotelialis sejteket laboratoriumban expandaljuk és viralis
vektorokkal genetikailag moédositjuk. A genetikailag modositott sejteket ér
transzplantatumokra oltjuk és ezeket vég-vég poziciéban proximalisan és
disztalisan autolég donor birkdk femoralis artérigiba implantaljuk. A
genetikailag modositott sejtekkel beoltott ér transzplantatumot egy
femoralis artéria egyik oldalara implantaljuk, mig a csupan marker gént
expresszald sejtekkel beoltott ér transzplantatumot a femoralis artéria
masik oldalara implantaljuk. Hosszu tava és rovid tava (3, 7, 30 nap)
kisérleteket végziink el, hogy detektalijuk a sejt tapadast és a lokalis
trombozist és gyulladast. A hosszU tavu ér transzplantatum élettartamot
és akadalymentességet a 7., a 30. és a 180. napon (n=5 a VEGF és n=5
az UPS0 esetében) értékeljik oly modon, hogy'kUIséleg merjik az
aramlast Doppler aramlasmérét (Transonic Animal Research Flowmeter,
NY, USA) hasznalva. A megfigyelési periodus végén az ér
transzplantatumokat kinyerjik és a neointimalis képzddést a kereszt
szekciok morfometrias mérésével értékeljik, a sejtek tapadasat a marker
gén expresszi6 detektalasaval teszteljiik.

Bar a jelen taldlmanyt specifikus kiviteli alakjaival egyetértésben
ituk le, egyértelm(i, hogy szdmos alternativa, modositas és variacio
nyilvanvalé a tudomany e teriiletén képzett szakember szamara. Ennek
megfeleléen, szandékunk szerint a jelen talalmany magaba foglalja az
Osszes alternativat, modositast és variaciot, mely a jelen talalmany
kbrebe és a csatolt igénypontok széles korébe tartozik. Az &sszes
publikacio, szabadalom, szabadalmi alkalmazas, valamint az ezekben
leit  szekvencia, és/vagy a jelen talalmanyban GenBank
katalbgusszamon emlitett 6sszes szekvencia a jelen specifikacioban valo
hivatkozas révén telies egészében a jelen talalmany részét képezi,
ugyanolyan mértékben, mintha az egyes publikaciok, szabadalmi

alkalmazéasok, szabadalmak vagy szekvenciak specifikusan és egyenként
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jelolve lennének, hogy részét képezik a jelen talalmanynak a hivatkozas
réven. Ezen kivil, a jelen talalmanyban megadott barmely hivatkozas
idézése vagy meghatarozasa nem tekinthets annak elismeréseként, hogy
az ilyen hivatkozasok els6bbséget élveznek a jelen taldlmannyal
szemben. |
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Mesterséges ér transzplantatum azzal jellemezve, hogy egy
szintetikus csé alaki elembdl all, melynek luminalis felszinét szamos
endotelialis sejttel és/vagy simaizom sejttel burkoltuk, melyeket
genetikailag agy transzformaltunk, hogy legalabb egy sejt proliferacios
novekedeési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi faktort

expresszaljanak.

2. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az emlitett endotelialis sejtek és/vagy simaizom sejtek
sokasaganak elsé részét genetikailag Ggy transzformaltuk, hogy legalabb
egy emlitett sejt proliferaciés novekedési faktort expresszaljon, valamint
ahol az emlitett endotelidlis sejtek és/vagy simaizom sejtek emlitett
sokasaganak masodik részét ugy transzformaltuk, hogy legalabb egy

emlitett cellularis tapadasi faktort expresszaljon.

3. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az emlitett luminalis felszin politetrafluoretilén (PTFE),
expandalt politetrafluoretilén (ePTFE), poliészter rostokbél, Dacron™. és

feldolgozott allati véredénybdl késziil.

4. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az emlitett szintetikus tubularis elem Iényegében a
veredény bels6 keresztmetszeti tertiletével megegyez6 bels6

keresztmetszeti teriiletet jelent.

5. A 4. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az emlitett szintetikus tubularis elem belsd

keresztmetszeti teriilete kérulbelil 7 — 700 mm? kézétt van.
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6. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az endotelidlis sejtek emlitett sokasaga véna
szegmensbdl, csontveld 8ssejtekbdl, periférias vér 6ssejtekbdl és keringé

endotelialis sejtekbdl szarmazik.

7. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az endotelidlis sejtek és/vagy simaizom sejtek emlitett
sokasaga a mesterséges ér transzplantatumot kapd személybdl

szarmazik.

8. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az endotelidlis sejtek és/vagy simaizom sejtek emlitett

sokasaga human vagy Aallati donorbdl szarmazik.

9. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az endotelidlis sejtek emlitett sokasaga az emlitett bels®

luminalis felszinen 6sszefliggé monoréteget képez.

10. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az emlitett legalabb egy sejt proliferaciés névekedési
faktor VEGF-et, savas vagy bazisos FGF-et vagy HGF-et jelent.

11. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az emlitett legalabb egy cellularis tapadasi faktor UP50-
et, DANCE-t, vitronectint, albumint, I-es kollagént, IV-es kollagént,

fibronectint vagy Laminint jelent.

12. Az 1. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal

jellemezve, hogy az endotelidlis sejtek és/vagy simaizom sejtek emlitett
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sokasagat ugy transzformaltuk genetikailag, hogy a tovabbiakban

legalabb egy marker polipeptidet is expresszaljanak.

13. Transzformalt endotelidlis sejt vagy simaizom sejt azzal
jellemezve, hogy a sejteket Ggy transzformaltuk genetikailag, hogy
legalabb egy sejt proliferacios novekedési faktort és legalabb egy

cellularis tapadasi faktort expresszaljanak.

14. A 13. igénypont szerinti transzformalt endotelialis sejt vagy
simaizom sejt azzal jellemezve, hogy ezeket a sejteket genetikailag ugy
transzformaltuk, hogy legalabb egy marker polipeptidet is

expresszaljanak.

15. A 13. igénypont szerinti transzformalt endotelidlis sejt vagy
simaizom sejt azzal jellemezve, hogy az emlitett endotelialis sejt egy
véna szegmensbdl, csontveld Gssejtekbdl, periférias vér dssejtekbdl vagy

keringd endotelialis sejtekbdl szarmazik.

16. A 13. igénypont szerinti transzformalt endotelialis sejt vagy
simaizom sejt azzal jellemezve, hogy az emlitett endotelidlis sejt vagy

simaizom sejt human vagy allati donorbél szarmazik.

17. A 13. igénypont szerinti transzformalt endotelialis sejt vagy
simaizom sejt azzal jellemezve, hogy az emlitett sejt proliferacios
novekedési faktor VEGF-et, savas vagy bazisos FGF-et vagy HGF-et

jelent.

18. A 13. igénypont szerinti transzformalt endotelidlis sejt vagy

simaizom sejt azzal jellemezve, hogy az emlitett cellularis tapadasi faktor
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UP50-et, DANCE-t, vitronectint, albumint, I-es kollagént, 1V-es kollagént,

fibronectint vagy Laminint jelent.

19. Mesterséges ér transzplantatum eléallitasara szolgalé6 modszer
azzal jellemezve, hogy az alabbi Iépésekbdl all:

(@) az endotelidlis sejteket és/vagy simaizom sejteket
genetikailag transzformaljuk oly médon, hogy legalabb egy seijt
proliferacios névekedési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi
faktrot expresszaljanak; és

(b) az emlitett endotelidlis sejteket és/vagy simaizom sejteket
lumindlis felszinnel rendelkez6 szintetikus tubularis elemen
szaporitjuk, mig az emlitett Ilumindlis felszinen elegendd

endotelialis sejt €s/vagy simaizom sejt boritast kapunk.

20. A 19. igénypont szerinti mddszer azzal jellemezve, hogy az (a)
Iépést ugy végezziik el, hogy az emlitett endotelialis sejtek és/vagy
simaizom sejtek els6 részét oly médon transzformaljuk genetikailag, hogy
legalabb egy emlitett sejt proliferacios ndvekedési  faktort
expresszaljanak, és oly moédon transzformaljuk genetikailag az emlitett
endotelialis sejtek és/vagy simaizom sejtek masodik részét, hogy
legalabb egy emlitett cellularis tapadasi faktort expresszaljanak.

21. A 19. igénypont szerinti modszer azzal jellemezve, hogy az

emlitett (a) Iépés az emlitett (b) Iépést megelbzi.

22. A 19. igénypont szerinti moédszer azzal jellemezve, hogy az
emlitett (b) Iépés az emlitett (a) Iépést megelbzi.
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23. A 19. igénypont szerinti moédszer azzal jellemezve, hogy az
emlitett endotelialis sejtek egy véna szegmensbdl, csontvel6 Gssejtekbdl,

periférias vér &ssejtekbdl vagy keringd endotelialis sejtekbdl szarmaznak.

24. A 19. igénypont szerinti médszer azzal jellemezve, hogy az
emlitett mesterséges ér transzplantatum luminalis felszinét aramlasi erék

hatasanak tessziik ki.

25. A 19. igénypont szerinti moédszer azzal jellemezve, hogy az
emlitett mesterséges ér transzplantdtumot bypass sebészeti

beavatkozasban hasznaljuk.

26. Nukleinsav expressziés szerkezet azzal jellemezve, hogy
magaba foglal:

(a) egy sejt proliferacios novekedési faktort kodolo elsd

polinukleotid szegmenst; és

(b) egy cellularis tapadasi faktort kodolé masodik polinukleotid

szegmenst.

27. A 26. igénypont szerinti nukleinsav expresszids szerkezet azzal
jellemezve, hogy tartalmaz még legalabb egy promoter szekvenciat is az
emlitett elsé és az emlitett masodik polinukleotid szegmensek legalabb

egyike expresszidjanak iranyitasahoz.

28. A 27. igénypont szerinti nukleinsav szerkezet azzal jellemezve,
hogy az emlitett elsé polinukleotid szegmenst transzkripciéval az emlitett
masodik polinukleotid szegmenshez kapcsoljuk, ahol az emlitett elsé és
masodik polinukleotid szegmens az emlitett legalabb egy prométer
szekvencia egyetlen prométer szekvencidjanak transzkripcios

szabalyozasa alatt all.
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29. A 28. igénypont szerinti nukleinsav szerkezet azzal jellemezve,
hogy az emlitett elsé és az emlitett masodik polinukleotid szegmensek

kbz¢€ helyezve még egy kotd szekvenciat is tartalmaz.

30. A 29. igénypont szerinti nukleinsav szerkezet azzal jellemezve,
hogy az emlitett koté szekvencia IRES-t vagy egy proteaz hasitasi

felismerd helyet tartalmaz.

31. A 26. igénypont szerinti nukleinsav expresszios szerkezet azzal
jellemezve, hogy az emlitett legalabb egy prométer eukariota sejtekben

funkcioképességgel rendelkezik.

32. A 26. igénypont szerinti nukleinsav expresszits szerkezet azzal
jellemezve, hogy az emlitett legalabb egy promoéter egy konstitutiv
promotert, egy indukalhaté prométert vagy egy szévet specifikus

prométert jelent.

33. A 26. igénypont szerinti nukleinsav expresszios szerkezet azzal
jellemezve, hogy az alabbiakat tartalmazza:

(@) egy els6 promoéter szekvenciat, mely az emlitett elsé

polinukleotid szegmens iranyitasara szolgal; és

(b) egy masodik prométer szekvenciat, mely az emlitett masodik

polinukleotid szegmens expresszidjanak iranyitasara szolgal.

34. A 33. igénypont szerinti nukleinsav expresszios szerkezet azzal
jellemezve, hogy az emlitett els6 prométer és az emlitett masodik
prométer egy konstitutiv prométert, egy indukalhaté promotert vagy egy

szbvet specifikus prométert jelent.
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35. A 34. igénypont szerinti nukleinsav expressziés szerkezet azzal
jellemezve, hogy az emlitett indukalhaté prométert ugyanaz az effektor

molekula szabalyozhatja.

36. A 26. igénypont szerinti nukleinsav expresszios szerkezet azzal
jellemezve, hogy legalabb egy tovabbi polinukleotid szegmenst tartalmaz,

mely egy marker polipeptidet kodol.

37. A 36. igénypont szerinti nukleinsav expresszios szerkezet azzal
jellemezve, hogy az emlitett marker polipeptid egy szelekcids

polipeptidet, vagy egy riporter polipeptidet jelent.

38. A 36. igénypont szerinti nukleinsav expresszids szerkezet azzal
jellemezve, hogy az emlitett legalabb egy tovabbi polinukleotid szegmens
az emlitett els6 és emlitett masodik polinukleotid szegmens egyikéhez

transzkripciésan kétodik.

39. A 36. igénypont szerinti nukleinsav szerkezet azzal jellemezve,
hogy az emlitett legalabb egy tovabbi polinukleotid szegmens az emlitett
els6 és emlitett masodik polinukleotid szegmens egyikéhez a kotd

szegmensen keresztil transzkripcidosan kétodik.

40. A 39. igénypont szerinti nukleinsav szerkezet azzal jellemezve,
hogy az emlitett k6t6 szegmens szekvencia IRES-t vagy egy proteaz

hasitasi felismerd helyet tartalmaz.

41. A 36. igénypont szerinti nukleinsav szerkezet azzal jellemezve,
hogy az emlitett legalabb egy tovabbi polinukleotid szegmens az emlitett
elsé és az emlitett masodik polinukleotid szegmens legalabb egyikéhez

transzlaciosan fazionaldik.
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42. Egy nukleinsav expresszios szerkezet rendszer azzal
jellemezve, hogy

(a) egy elsd nukleinsav expresszios szerkezetet tartalimaz, mely

magaba foglal egy elsé polinukleotid szegmenst, mely egy seijt

proliferaciéos novekedési faktort kodol; és

(b) egy méasodik nukleinsav expresszios szerkezetet, mely magaba

foglal egy masodik polinukleotid szegmenst, mely a cellularis

tapadasi faktort kédolja.

43. A 42. igénypont szerinti nukleinsav expresszios szerkezet
rendszer azzal jellemezve, hogy az emlitett elsé és emlitett masodik
nukleinsav expresszidos szerkezetek egyike még tartalmaz legalabb egy

tovabbi polinukleotid szegmenst, mely egy marker polipeptidet kodol.

44. A 42. igénypont szerinti nukleinsav expresszidés szerkezet
rendszer azzal jellemezve, hogy tartalmaz még legalabb egy promoter
szekvenciat, mely az emlitett els6 és emlitett masodik polinukleotid

szegmens legalabb egyikének az expresszidjat iranyitja.

45. A 42. igénypont szerinti nukleinsav expresszidos szerkezet
rendszer azzal jellemezve, hogy az emlitett legalabb egy prométer

szekvencia eukariota sejtekben funkcidképes.

46. A 42. igénypont szerinti nukleinsav expresszios szerkezet
rendszer azzal jellemezve, hogy az emlitett legalabb egy prométer
szekvencia egy konstitutiv promoétert, egy indukalhaté promoétert vagy egy

szdvet specifikus prométert tartalmaz.



84 s ele

47. A 43. igénypont szerinti nukleinsav expressziés szerkezet
rendszer azzal jellemezve, hogy az emlitett marker polipeptid egy

szelekcids polipeptidet vagy egy riporter polipeptidet jelent.

48. A 43. igénypont szerinti nukleinsav expressziés szerkezet
rendszer azzal jellemezve, hogy az emlitett legalabb egy tovabbi
polinukleotid szegmens az emlitett els6 és emlitett masodik polinukleotid

szegmens legalabb egyikéhez transzkripciésan kotodik.

49. Kit azzal jellemezve, hogy legaldabb egy csovet tartalmazé
allvanyt foglal magéaba, az emlitett legalabb egy csé egy nukleinsav
expresszios szerkezet rendszert foglal magaba, az emlitett nukleinsav
expresszios szerkezet rendszer az alabbiakbal all:

(a) egy els6é nukleinsav expresszi6s szerkezetbdl, mely egy els6

polinukleotidot tartalmaz, mely egy sejt proliferaciés noévekedési

faktort kédol; és

(b) egy masodik nukleinsav expressziés szerkezetbél, mely egy

masodik polinukleotidot tartalmaz, mely a cellularis tapadasi faktort

kodolja.

50. Kit azzal jellemezve, hogy legalabb egy csodvet tartalmazo
allvanyt foglal magaba, az emlitett legalabb egy csé egy nukleinsav
expresszios szerkezet rendszert foglal magaba, az emlitett nukleinsav
expresszios szerkezet az alabbiakbdl all:

(a) egy els6 polinukleotidbdl, mely egy sejt proliferaciés noévekedési

faktort kodol; és

(b) egy méasodik polinukleotidbdl, mely a cellularis tapadasi faktort

kodolja.
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51. Genetikailag transzformalt endotelialis sejtek és/vagy simaizom
sejtek Iétrehozasara szolgalé modszer azzal jellemezve, hogy

(a) az endotelidlis sejteket és/vagy simaizom sejteket egy emlds

szovet forrasbol nyerjuk ki; és

(b) az emlitett endotelidlis sejteket és/vagy simaizom sejteket ugy

transzformaljuk, hogy legalabb egy sejt proliferacios novekedési

faktort és legalabb egy cellularis tapadasi faktort expresszaljanak.

52. Egy személy érrendszere legalabb egy részének bypass
eljarashoz vagy helyettesitéséhez valé moédszer azzal jellemezve, hogy a
modszer soran az egyén érrendszerébe egy mesterséges ér
transzplantatumot iiltetiink be oly médon, hogy folyadék kommunikacio
jojjon letre az érrendszer és az emlitett mesterséges ér transzplantatum
k6z6tt, mely egy olyan szintetikus csé alaku elemet foglal magaba, mely
endotelidlis sejtek és/vagy a simaizom sejtek sokasagaval burkolt
luminalis felszinnel rendelkezik; a sejteket genetikailag uagy
transzformaltuk, hogy legalabb egy sejt proliferaciés névekedési faktort

és legalabb egy cellularis tapadasi faktort expresszaljanak.

53. Az 52. igénypont szerinti médszer azzal jellemezve, hogy az
endotelialis sejtek és/vagy simaizom sejtek emlitett sokasaganak els6
részét ugy transzformaljuk genetikailag, hogy legalabb egy emlitett sejt
proliferaciés ndvekedési faktort expresszaljanak, valamint az emlitett
endotelidlis sejtek és/vagy simaizom sejtek emlitett sokasaganak
masodik részét Ugy transzformaljuk genetikailag, hogy legalabb egy

emlitett cellularis tapadasi faktort expresszaljanak.

54. Az 52. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal

jellemezve, hogy az emlitett szintetikus tubularis elem egy belsé
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keresztmetszeti teriiletet tartalmaz, mely |Iényegében egy véredény belsd

keresztmetszeti teriiletének felel meg.

55. Az 54. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az emlitett szintetikus tubularis elem belsé

keresztmetszeti teriilete korilbelil 7 — 700 mm? kozoétt van.

56. Egy mesterséges ér transzplantatum azzal jellemezve, hogy
egy szintetikus tubularis elemet tartalmaz, mely endotelialis sejtekkel és
simaizom sejtekkel burkolt luminalis felszinnel rendelkezik, az emlitett
endotelialis sejtek és simaizom sejtek legalabb egyikét ugy
transzformaltuk genetikailag, hogy legalabb egy sejt proliferacios
ndvekedési faktort és legalabb egy cellularis tapadasi faktort

expresszaljanak.

57. Mesterséges ér transzplantatum azzal jellemezve, hogy egy
szintetikus tubularis elemet tartalmaz, mely olyan endotelidlis sejtek
sokasagaval burkolt luminalis felszinnel rendelkezik, mely sejteket ugy
transzformaltunk  genetikailag, hogy UP50-et és VEGF-et

expresszaljanak.

58. Mesterséges ér transzplantatum azzal jellemezve, hogy egy
szintetikus tubularis elemet tartalmaz, mely olyan simaizom sejtek
sokasagaval burkolt lumindlis felszinnel rendelkezik, mely sejteket tgy
transzformaltunk  genetikailag, hogy  UP50-et és VEGF-et

expresszaljanak.

59. Mesterséges ér transzplantatum azzal jellemezve, hogy egy
szintetikus tubularis elemet tartalmaz, mely olyan endotelidlis sejtek

és/vagy simaizom sejtek sokasagaval burkolt luminalis felszinnel
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rendelkezik, mely sejteket gy transzformaltunk genetikailag, hogy UP50-
et és egy sejt proliferacios névekedési faktort expresszaljanak, mely

savas vagy bazikus FGF vagy HGF lehet.

60. Mesterséges ér transzplantatum eléallitasara szolgalé modszer
azzal jellemezve, hogy a kdvetkez6kbdl all:

(@) genetikailag transzformalunk endotelidlis sejteket és/vagy
simaizom sejteket, hogy UP50-et és VEGF-et expresszaljanak; és
(b) az emlitett endotelidlis sejteket és/vagy simaizom sejteket
egy luminalis felszinnel rendelkezé szintetikus tubularis elem
belsejében szaporitjuk, mig az emlitett luminalis felszint az emlitett
endotelialis sejtek és/vagy simaizom sejtek megfelelé mértékben
beburkoljak.

61. Mesterséges ér transzplantatum eléallitdsara szolgaldé modszer
azzal jellemezve, hogy a kdvetkez6kb6l all:

(a) endotelidlis sejteket és simaizom sejteket biztositunk, az
emlitett endotelidlis sejtek és simaizom sejtek legalabb egyikét
genetikailag agy transzformaljuk, hogy UP50-et és VEGF-et
expresszaljanak; és

(b) ezt kdvetden, vagy ezzel egy idében az emlitett endotelialis
sejteket és simaizom sejteket egy luminalis felszinnel rendelkezé
szintetikus tubularis elem belsejében szaporitjuk, mig az emlitett
luminalis felszint az emlitett endotelialis sejtek és simaizom sejtek

megfeleld mértékben beburkoljak.

62. Mesterséges ér transzplantatum azzal jellemezve, hogy
tartalmaz egy szintetikus tubularis elemet, mely endotelialis sejtek
sokasagaval burkolt luminalis felszinnel és simaizom sejtek sokasagaval

burkolt kiils6 felszinnel rendelkezik.
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63. A 62. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az emlitett endotelidlis sejtek sokasagat genetikailag
ugy transzformaltuk, hogy legalabb egy sejt proliferaciés novekedési

faktort és legalabb egy cellularis tapadéSi faktort expresszaljanak.

64. A 62. igénypont szerinti mesterséges ér transzplantatum azzal
jellemezve, hogy az emlitett simaizom sejtek sokasagat genetikailag Ggy
transzformaltuk, hogy legaldbb egy cellularis tapadasi faktort

expresszaljanak.

A meghatalmazott

Szentpéteri Zsol
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