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A taldlmény hat6kore a DNS technoldgia teriilete. Pon-
tosabban, a taldlmany tdrgyat nukleinsavaknak maga-
sabb rendi eukariéta sejtekbe torténd bevitele képezi.

A taldlmdny hdttere

Kiilsnosen a génterdpidban sziikség van egy haté-
kony rendszerre nukleinsavnak az €6 sejtekbe torténd
bevezetésére. A géneket bejuttatjak a sejtekbe annak
érdekében, hogy terdpidsan hatdsos géntermékek in
vivo szintézisét érjék el, példdul egy genetikai hiba
esetében helyettesitsék a hibas gént. A ,Xklasszikus”
génterdpia azon az elven nyugszik, hogy egyszen keze-
Iés 4ltal tartés gyégyulsst érjenek el. Emellett fenndll
az igény olyan kezelési médszerek irdnt is, amelyeknél
a terdpidsan hatdsos DNS-t (vagy akdr mRNS-t); mint
egy gyégyszert (,.génterapeutikum”), igény szerint
egyszer vagy ismételten adjdk be. Olyan genetikai ere-
detdi megbetegedésekre, amelyeknél a génterdpia egy
sikert {gér6 kezdeményezést mutat fel, példa a hemofi-
lia, béta-talasszémia és a silyos Osszetett immunhidny
(Severe Combined Immune Deficiency = SCID), egy
szindréma, amelyet az adenozin-dezaminiz enzim ge-
netikai eredeti hidnya okoz. Alkalmazisi lehetdségeket
jelent tovdbba az immunszabélyozds, ahol egy szekre-
télt antigén-fehérjét vagy egy nemszekretélt antigén-
fehérjét kédol6, mikodGképes nukleinsav oltdssal tor-
téné beaddsa révén, humordlis vagy intracelluléris im-
munitést érnek el. Tovédbbi példdk a genetikai hibakra,
amelyeknél a kédolé nukleinsav a hibds gén helyett
példdul egyéni igény 4ltal meghatérozott formédban be-
adhat6, az izom-disztréfia (Dystrophin gén), cisztikus
fibrézis (Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator gén), hiperkoleszterinémia (LDL-receptor
gén). A génterapias kezelési médoknak tovabbi akkor
lehet jelentségiik, amikor hormonokat, novekedési
faktorokat vagy citotoxikus vagy immunszabilyozé
hatéssal rendelkezé fehérjéket kell szintetizdlni az é16-
lényben.

A génterdpia a rdk kezelésére is igéretesnek tdnik
dgynevezett ,rdkvakcindk” beadédsdval. A daganatsej-
tek immunogenitasdnak novelése céljab6l megvaltoz-
tatjak azokat vagy erGsebben antigén jellegdvé téve,
vagy bizonyos citokinek termelésére Osztondzve Oket
annak érdekében, hogy immunvaélaszt véltsanak ki. Ezt
ugy val6sijdk meg, hogy a sejteket olyan DNS-sel
transzformaljdk, amely egy citokint, példdul IL-2-t,
IL-4-et, IFN-gammat, TNF-alfat kédol. Eddig az auto-
16g daganatsejtekbe retrovirdlis vektorok segitségével
végeziék el a géntranszfert.

Az antiszenz RNS-ek és DNS-ek, valamint ribozi-
mok hatasmadja lehetdvé teszi ezeknek gydgyédszati ha-
téanyagként torténd alkalmazasat, bizonyos gének (pél-
ddul szabalyozatlan onkogének vagy virusgének) in vivo
kifejez6désének blokkolésara. Bernutattdk mdér, hogy ro-
vid antiszenz oligonukleotidok bejuttathatdk a sejtekbe,
és ott kifejthetik gdtlé hatasukat [Zamecnik PC,, et al,,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 4143-4146 (1986)] még
akkor is, ha sejten beliili koncentracidjuk csekély a nuk-
leinsavak erds negativ toltése miatt a sejtmembrdnon ke-
resztiili korldtozott atjutasuk kovetkeztében.
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Az eml6sok sejtjeinek in vitro géntranszformécio-
jéra kiilonb6z5 technikék ismeretesek, amelyeknek in °
vivo hasznélhatésdga azonban korldtozott (ide tartozik
a DNS bevitele liposzémdk, elektroporacié, mikroin-
jektalds, sejtfizié, DEAE-dextrdn vagy a kalcium-fosz-
f4t precipitdciés eljards segitségével).

A legut6bbi idSben olyan biolégiai vektorokat fej-
lesztettek ki, amelyek megvalésitjidk gének atvitelét,
mikézben virusereddjiik hatdsos belépési mechanizmu-
s4t haszndlj4k ki. Ezt a stratégidt alkalmazték rekombi-
néns retrovirus és adenovirus vektorok osszedllitdsa-
nél, hogy nagy hatésfoka in vitro és in vivo géntransz-
fert érjenek el [Berkner K. L., BioTechniques 6, 616—
629 (1988)]. Minden hatdsossdguk mellett e vektorok,
figyelembe véve a szdllitand6 DNS nagysigét és szer-
kezetét, korldtoknak vannak aldrendelve. Ezen kiviil
ezek az anyagok, az eredeti virus életképes virdlis
génelemeinek ko-transzferei miatt, biztons4gi kockdza-
tokat hordoznak. Igy péld4ul a retrovirusok felhaszn4-
14sa problematikus, mivel ezek, legal4bbis egy csekély
sz4zalékban, olyan mellékhatdsok veszélyét hordozzak
magukban, mint a virusfertézés (endogén virusokkal
val6 rekombindl6dds és ezt kovets, patogén formava
val6 lehetséges muticié révén) vagy rék kialakul4sa.
Ezen kiviil nem minden esetben kivdnatos a beteg
szomatikus sejtjeinek stabil transzforméci6ja, mint
ahogyan azt retrovirusok segitségével elérik, mivel ez-
4ltal, példdul mellékhatédsok fellépése esetén, a kezelés
csak nagy nehézségek édrdn fordithat6 vissza.

Ezeknek a korl4toknak a kikiiszobolésére alternativ
stratégidkat fejlesztettek ki a géntranszfer szamdra
azon mechanizmusok alapj4n, amelyeket a sejt makro-
molekuldk transzportjdhoz igénybe vesz. Egy példa
erre gének bevitele a sejtbe a leghatékonyabb tton,
receptor-kozvetitette endocit6zissal [Wu G. Y. és Wu
C. H., J. Biol. Chem. 262, 4429-4432 (1987); Wagner
E., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 3410-3414
(1990); EP-A1 0 388 758 szdmu nyilvdnosségra hozott
eurépai szabadalmi bejelentés). Ez a megkozelités bi-
funkciés molekuldris konjugdtumokat vesz igénybe,
amelyek egy DNS koét6 doménnel és egy sejtfelszini
receptorra specifikus doménnel rendelkeznek [Wu G.
Y. és Wu C. H., ]. Biol. Chem. 262, 4429-4432 (1987);,
Wagner E., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87,
3410-3414 (1990)]. Ha az ismertet§jelet magan viseld
domént (tovabbiakban internalizalé faktorként nevez-
ve) a sejtfelszini receptor felismeri, a konjugatum a
receptorkozvetitette endocitézis Gtjdn internalizalédik,
amelynek kovetkeztében a konjugdtumhoz kapcsolt
DNS is 4tkeriil. Ennek a médszernek az alkalmazdsa-
val részleges géntranszfereket tudtak elérni, amelyek
legaldbb olyan jék voltak, mint amelyeket a hagyoma-
nyos médszerekkel értek el [Zenke M., et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 87, 3655-3659 (1990)].

Mikozben ez a vektorrendszer nagy mennyiségd
DNS-t képes olyan sejtekbe bevinni, amelyek az alkal-
mas sejtfelszini receptorral rendelkeznek, a megfelels
génkifejezGdés nagyon gyakran nincs Osszhangban a
széllitasi kapacitdssal [Cotten M., et al., Proc. Natl
Acad. Sci. USA, 87, 4033—4037 (1990)]. Feltételezték
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tobbek kdzott, hogy e jelenség oka abban 4ll, hogy a
receptorkdzvetitette endocit6zis 4ltal a sejtbe szdllitott
DNS a lizosz6m4kba keriil, ahol lebontdsnak van kité-
ve [Zenke M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87,
3655-3659 (1990); Cotten M., et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 87, 4033-4037 (1990)]. Ezért az a tény,
hogy a lizoszémdkban internalizlt DNS semmilyen
specifikus mechanizmussal nem rendelkezik az intra-
celluldris vezikulumb6l val6 kilépéshez, ebben a
transzport-rendszerben rejlé korl4t.

A jelen taldlmény feladatdnak azt tekintettiik, hogy
a fenti korl4tokat csokkentsiik, illetve elh4ritsuk.

A virusok nagy része az eukariéta gazdasejtbe tor-
téné behatoldshoz felhaszndlja azokat a mechanizmu-
sokat, amelyek a receptor-kozvetitette endocitézis el-
vének felelnek meg. E mechanizmus alapjén egy virus-
fert6zés dltaldban a viruspartikuldknak a sejtmembrén
receptoraihoz valé kotddésével kezd6dik. Ezutdn ko-
vetkezik a virus internaliz4ci6ja a sejtbe. Ez az interna-
lizdciés folyamat egy sajatsdgos utat kovet, fiziol6gids
ligandumok vagy makromolekulék sejtbe val6 belépé-
sének megfelelGen: a receptorok a sejt felszinén min-
denekel6tt csoportokba rendezGdnek, a sejtmembran
betiiremkedik és egy burokkal kériilvett vezikulumot

. képez. Miutdn ez a vezikulum a Clathrinburk4t6]l meg-
szabadult, a belsejében egy, a membranban elhelyezke-
dé proton-pumpa segitségével kivaltott savasodss indul
meg. Ez elGidézi a virus szabadd4 v4l4sat az endosz6-
mébél. Audl fiiggéen, hogy a virus rendelkezik-e lipid-
burokkal vagy sem, a virus endosz6mé4b6l torténé sza-
badd4 vildsdnak két modjét vettiik figyelembe: az igy-
nevezett ,,meztelen” virusok esetében (példdul adeno-
virus, poliovirus, rhinovirus) azt feltételeztiik, hogy az
alacsony pH érték konforméci6 valtozdsokat okoz a
virusfehérjében. Ennek kévetkeztében hidroféb domé-
nek vdinak szabadds, amelyek fiziolégids pH értéknél
nem hozzaférhetGek. Eziltal ezek a domének megszer-
zik az endosz6ma-membrénnal val6 kélcsonhatésba 1é-
pés, és evvel a virusgenom endoszém4bél a citoplaz-
méba t6rténd szabadd4 véldsdnak képességét. A burok-
kal rendelkezS virusokrél (péld4ul vesicular stomatitis
virus, semliki forest virus, influenza virus) azt tartjdk,
hogy az alacsony pH érték néhany virusfehérjének a
szerkezetét vagy a konforméci6jat médositja, ezaltal
elésegitve a virusmembrén és az endoszéma-membran
fiziéjat. Azok a virusok, amelyek ezen mechanizmus
segitségével hatolnak be a sejtbe, meghatirozott mole-
kuldris kiilonlegességekkel rendelkeznek, amely lehe-
t6v€ teszi szdmukra az endosz6ma-membrdn felszaki-
tasit ahhoz, hogy beléphessenek a citoplazméba.

Mids virusoknak, példdul a burokkal rendelkezs
Sendai, HIV és néhdny Moloney leukémia virus torzs-
nek vagy a burokkal nem rendelkez6 SV40 és Polyo-
mavirusoknak nincs sziikségiik alacsony pH értékre a
sejtbe 16rténd behatoldshoz, kozvetlen a sejtfelszinen
el6 tudnak idézni a membrdnnal egy fiiziét (Sendai
virus, esetleg HIV), vagy pedig olyan mechanizmust
képesek kifejteni, hogy felszakitsdk a sejtmembrént
vagy atjussanak rajta. Azt feltételezik, hogy a pH érték-
101 fiiggetlen virusok is igénybe tudjék venni az endo-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

citézis utjat [McClure M. O., et al., J. General Virol.
71,767-773 (1990)].

Azokban a kisérletekben, amelyek a jelen taldl-
ményt megeldzték, megdllapitdst nyert, hogy a nukle-
insav-komplexek segitségével végzett géntranszfer —
amelyekben a nukleinsav polikationokkal képez
komplexet szabadon kapcsolva egy internaliz4l6 fak-
torral, példéul transzferrin-polilizin konjugdtumokkal
- adenovirusokkal, bizonyos retrovirusokkal vagy vi-
rusfragmentumokkal kezelve jelentGsen megnG. Ezt a
hatast értiik el annak a jelenségnek a kihaszn4ldsdval,
hogy ezek a virusok endocitézis folyamatdval jutnak
be a sejtekbe, és egy specifikus mechanizmussal ren-
delkeznek a vezikulum-rendszerbSl térténd kiszaba-
duldsra az endoszémik felszakitdsdval, példdul az
adenovirusok esetében [Pastan 1., et al., in Virus At-
tachment and Entry into Cells, Eds. Crowell, R. L.
and Lonberg-Holm, K., Am. Soc. for Microbiol.,
Washington DC, 141-146 (1986)]. Ezekbsl a
megfigyelésekb6l kiindulva az adott feladatot egy
olyan biokonjugidtum kifejlesztésével oldottuk meg,
amely mikod6képes szerkezetének szerves alkotdré-
szeként tartalmazza a virust.

A taldlmadny osszefoglaldsa

A taldlmény targyat olyan ij konjugdtumok képe-
zik nukleinsavaknak magasabb rendi eukari6ta sej-
tekbe - torténé bevezetésére, amelyek rendelkeznek
nukleinsavval tortén6 komplexek képzésének képes-
ségével, €s amelyek egy internaliz4l6 faktort és egy
nukleinsav-affin anyagot tartalmaznak, azzal jelle-
mezve, hogy az internalizélé faktor lehet egy virus,
amely a nukleinsav-affin anyaghoz egy antitesten ke-
resztiil oly médon kapcsol6dik, hogy a konjugi-
tum/nukleinsav-komplex részeként per se képes a
sejtbe behatolni és az endosz6mdk tartalmdt — ame-
lyekben a sejtbe 1épés utdn a komplex lokalizélva van
- a citoplazmédba kiengedni.

A taldlmédny térgyat képezik olyan komlexek is,
amelyek egy nukleinsavat és egy, internalizdlé faktort
és egy nukleinsavaffin anyagot magdban foglalé, taldl-
mdny szerinti konjugatumot tartalmaznak.

A taldlmény tdrgydt képezik tovabbs olyan komple-
xek, amelyek alkalmasak kevés vagy semmi virusre-
ceptorral rendelkezé magasabb rendd eukariéta sejtek
transzforméldsdra, azzal jellemezve, hogy tartalmaz-
nak még egy mdsodik, nukleinsav-affin anyaghoz ké-
tott internalizdl6 faktorbdl 4116 konjugédtumot, amely-
ben az internaliz4l6 faktor specifikus a magasabb ren-
di eukaridta sejt felszini receptordra, és amelyben a
virus konjugétum &s az internalizdlé faktor konjugdtum
komplexet képez a nukleinsavval.

A taldlmény tdrgyat képezi egy eljarés is, nuklein-
savnak magasabb rendi eukariéta sejtekbe t6rténd be-
vitelére, azzal jellemezve, hogy a sejteket az itt leirt,
taldlmdny szerinti nukleinsav-komplexekkel kezeljiik.

A taldlmény targyat képezik gy6gydszati készitmé-
nyek is, azzal jellemezve, hogy aktiv komponensként a
taldlmany szerinti nukleinsav-komplexek valamelyikét
tartalmazzdk.
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Az dbrdk leirdsa
1. dbra: Az adenovirus kapszidon egy idegen epitépot
tartalmaz6 adenovirus-polikation-DNS-komplexek
vézlatos bemutatisa. Egy adenovirus és egy polikation-
DNS-k6t6 domén osszekdtésének megvalSsitisdhoz a
hexon fehérjének kiilsG doménjén egy heterol6g epit6-
pot tartalmazé P202-Ad5 kiméra adenovirust alkal-
maztunk az erre az epitépra specifikus MP301 mono-
klondlis antitesttel egyiitt. A monoklondlis antitestet
alkalmassa4 tettiik az idegen DNS szekvencidk Hordoza-
sdra egy polilizin rész hozzdkapcsoldsdval. A polilizin-
antitesttel komplexben levé DNS-nek a P202-Ad5 ade-
novirussal valé kolcsonhatédsa a konjugdlt antitest spe-
cificitdsa révén jott 1étre.
2. dbra: Az Ad5-P202 kiméra adenovirus el&dllitdsa
3. 4bra: Géntranszfer adenovirus-polikation-DNS
komplexek felhasznéldsaval
Specifikus és nem-specifikus komplex komponenseket
értékeltiink HeLa sejtekbe t6rténd riporter gén transz-
fert kozvetitd képességiikre nézve. pRSVL riporter
plazmidot (6 pg) [DNS] vittink komplexbe antitest-
polilizinnel (9,5 pg) [MP301pLys] vagy nemkonjugalt
polilizin ekvimoldris mennyiségével (4 pug) [pLys]. A
komplexalt DNS-t az adénovirussal val6 kombindci6
elStt meghigitottuk. Epitéppal rendelkezé virust [P202-
Ad5) vagy irrelevédns adenovirust [WT300] (2,5 x 10'©
partikula) adtunk a DNS komplexekhez (2,5 x 10'°
DNS molekula) lizinnel nem kapcsolt monoklonalis
antitest [MP301], vagy irrelevdns monoklonélis anti-
test [anti-patkdny IgG] ekvimoldris mennyiségének hi-
dnydban vagy jelenlétében. Néhdny kisérlethez hGvel
inaktivaltuk a P202 adenovirust [P202-Ad5 (h. i.)] az
antitest-polilizin-DNS komplexekkel valé kombinicié
el6tt. Inkubdlds utdn luciferaz riporter gén klfejez(Sdé-
sére nézve kiériékeltiik a sejtlizdtumokat.
4. dbra: A géntranszferhez optimdlis adenovirus és po-
lilizin-antitest-komplexalt DNS ardny meghatdrozédsa
Antitest-polilizin-DNS komplex rogzitett mennyiségét
kombinéltuk az epit6ppal ell4tott adenovirus kiilénbo-
z0 moldris ardnyaival és értékeltiik a géntranszfer koz-
vetitd képességet Hela sejtekbe.
5. dbra: Az adenovirus-polikation-DNS komplexek 4l-
tal elért géntranszfer meghatdrozisa
A komplex higitmanyainak behatdroldsaval értékeltiik
Hel.a sejtekben a kimutathaté luciferdz génkifejez6-
dést kozvetitd képességet. Szaggatott vonal jelzi a luci-
ferdz génkifejezSdés hattér értékét kezeletlen HeLa
sejtekben.
6. 4abra: Géntranszfer adenovirus-polikation-DNS
komplexek segitségével kiilonbozS sejtvonalakba
Epitéppal  rendelkez6  adenovirust  P202-Ad5
(2,5 x 10'° partikula) adtunk az MP301pLys antitest-
polilizin és a pRSVL riporter plazmid DNS alkotta
komplexekhez. A kapott adenovirus-polilizin-DNS
komplexeket HeLa, HBEI, KB és MRC-5 sejtvonalak-
kal inkub4ltuk, mint a 3. 4brdndl. A riporter gén kifeje-
z6dését a sejtlizitumokban az el§zGekben leirtakhoz
hasonléan értékeltiik.
7. abra: Géntranszfer adenovirust és humén transzfer-
rint tartalmaz6 kiméra komplexek segitségével

A. A humién transzferrin-polilizin-DNS komplexek,
‘adenovims-polilizin-DN'S komplexek valamint adeno-
virus és humén transzferrin domének kombindci6)at
tartalmazé hdrmas komplexek 4ltal kozvetitett génkife-
5 jez6dés relatfv szintjei. Transzferrin-polilizin-DNS
komplexeket képeztiink pRSVL DNS (6 ug) és humén
transzferrin-polilizin konjugdtumok (12 pg) [hTfpL)
kombin4ci6jdval Wagner és munkatdrsai lefrésa szerint
{Wagner E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA &7,
10 3410-3414 (1990)). Adenovirus-polilizin-DNS komp-
lexeket [AdpL] készitettiink a 3. dbra szerint. Kiméra
komplexeket képeztiink polilizin-monoklonilis antitest
MP301pLys (2 pg), plazmid DNS pRSVL (6 pg) és

*humén transzferrin-polilizin hTfpL (9 pug) epitdppal
15 rendelkez$ adenovirushoz P202-Ad5 (2,5 % 10" parti-
kula) tortén6 egymds utdni  hozzdad4dsdval
[AdpL/hTfpL]. A bevitel HeLa sejtekbe és a riporter
gén kifejez6désének értékelése az elézdekben leirtak-
hoz hasonléan tortént.

B. Relativ érzékenység az adenovirus és humdn
transzferrin harmas komplexek kozvetitette géntransz-
ferre. Adenovirust és humdn transzferrin doméneket
tartalmaz6 kiméra komplexeket képeztiink fentiek sze-
rint. A bevitel HeLa és HBE1 sejtvonalakba és a ripor-
25 ter gén kxfejeZGdésének értékelése a 3. dbran leirtak

szerint tortént.
8. 4bra: Irdnyitott mutdci6val létrehozott lehetséges
inszerci6s helyek az Ad5-hexon gén szekvencidjdban.
In vitro mutagenezist hajtottunk végre az EcoRI-
30 Ad5 plazmid segitségével, amely az Ad5 genom bal
felét (0-76 m. u. = map unit = vézlatrajzi egység)
tartalmazza. A hexon gén az 52—60 m. u. kozétt helyez-
kedik el. A hexon alegység hiromdimenziés vézlatat
Roberts és munkatarsaitél vettiik 4t [Roberts M. M, et
35 al., Science 232, 1148-1151 (1986)].

20

Az elonyben részesitett megvalésitdsi formdk

A taldlmény tdrgy4t olyan konjugédtum képezi nuk-
leinsavaknak magasabb rendd eukari6ta sejtekbe torté-

40 né bevezetésére, amely rendelkezik nukleinsavval tor-
téné komplexek képzésének képességével, és amely

egy internaliz4lé faktort és egy nukleinsavaffin anya-

got tartalmaz. A konjugdtum azzal jellemezhetS, hogy

az internaliz4l6 faktor egy virus, amely a nukleinsav-

45 affin anyaghoz egy antitesten keresztiil oly médon kap-
csolédik, hogy a konjugdtum/nukleinsav-komplex ré-
szeként per se képes a sejtbe behatolni és az endosz6-
mdk tartalmdt — amelyekben a sejtbe 1épés utdn a
komplex lokalizdlva van — a citoplazmdba kiengedni.

50 Ilyen konjugdtumok felhasznélhaték nukleinsavnak
olyan magasabb rendd eukariéta sejtekbe torténg bevi-
telére, amelyek adenovirus receptorokkal rendelkez-
nek. A taldlmany tdrgy4t képezik tovabbd komplexek,
amelyek nem, vagy csak kevés virusreceptorral rendel-

55 kez6 magasabb rendd eukariéta sejtek transzformaldsa-
ra alkalmasak, azzal jellemezve, hogy tovibbd maguk-

ban foglalnak egy mésodik, nukleinsav-affin anyaghoz
kotédé internalizl6 faktor konjugdtumot, ahol az in-
ternalizélé faktor specifikus a magasabb rendd eukari-

60 6ta sejt felszini receptordra, és ahol a viruskonjugdtum

4
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és az internaliz4l6 faktor konjugédtum komplexet képez
a nukleinsavval.

A virusnak azt a képességét, hogy a sejtbe behatol,
és az endoszémdk tartalmat, amelyekben a konjugs-
tum/nukleinsav komplex lokalizdlva van, a citoplazm4-
ba kiengedi, a kovetkezdkben ,.felvételi funkci6” elne-
vezéssel illetjiik.

A taldlmény szerinti konjug4tumok egyesitik az in-
ternalizdl6 faktor-konjugdtumokra alapozott vektor-
rendszerek el6nyeit azokkal az elényékkel, amelyeket
a virusok hoznak be ebbe a rendszerbe.

A receptor-kozvetitette endocit6ézison keresztiil
végzett géntranszferrel dsszevetve a taldlmény szerinti
virus-polikation-DNS komplexek azzal az el6nnyel
rendelkeznek, hogy tilhaladjsk azokat az alapvets kor-
latokat, amelyek az ismert molekul4ris konjugétum-
rendszerek velejér6i, mivel ellentétben az el5z6leg is-
mert konjugdtumokkal, egy specifikus mechanizmus-
sal rendelkeznek, amely lehet6vé teszi a sejtveziku-
lum-rendszerbdl torténé szabadd4 véldsukat. A biol6-
giai vektorokkal szemben a talslmény szerinti vektor-
rendszer egy alapvetS koncepci6zus eltérést jelent a
rekombindns virusvektorokt6l aziltal, hogy a sz4llitan-
d6 idegen DNS-t a virion a kiilsé oldal4n hordozza.
Ennélfogva a taldlmany szerinti konjug4tumok segitsé-
gével egészen nagy génszerkezetek is bevihetSk a sejt-
be, ahol a szekvencidra nézve semmiféle korldtozds
nem 4ll fenn. :

A jelen taldlmdny keretei kozo6tt a virus alkalmass4-
gét annak felvételi funkci6jdval definisljuk. Az alkal-
mas virusok egyrészt olyanok, amelyek rendelkeznek a
receptor-kozvetitette endocitézis képességével, hogy a
sejtbe behatoljanak, és kiszabaduldsukat az endosz6-
mébél a citoplazmédba — és ezzel egyiitt a nukleinsav
szabadd4 tételét - elSidézzék. (A jelen taldlmény kere-
tei kozdtt a virusok sajétsdga tovabbd, hogy ezt a ké-
pességiiket a nukleinsav-komplexek alkotérészeként is
megtartjdk.) Anélkiil, hogy ezt az elméletet rogziteni
akarndnk, ez a mechanizmus kedvez§ lehetne a sejtbe
bejuttatott nukleinsav-komplexeknek, ameddig a virus-
nak azon képessége, hogy az endoszémdk tartalmat
szabadd4 teszi megakadalyozza az endosz6mik és li-
zoszOmdk fizi6jat, és ezdltal az ezekben a sejtalkotok-
ban normélis koriilmények kozott végbemend enzimes
lebont4st.

A magasabb rendd eukariéta sejtek j61 ismertek, az
élesztSket nem soroljuk ide {Watson J. D., et al., Mol.
Biol. of the Gene, Benjamin/Cummings Publ. Com-
pany Inc., 676-677 (1987)]. Az adenovirusokkal fer-
t6zheté magasabb rendd eukari6ta sejtekre Fields és
Knipe irtak le példdkat [Fields B. N. és Knipe D. M.
Virology 2nd edition, Raven Press Ltd., New York
(1990)).

Egy adott sejtvonal fogékonys4ga a transzformaci-
6ra egy virus dltal, amely a konjugdtumnak a sejtbe
torténd belépését segiti eld, illetve ezen sejttipus szé-
méra egy ligandumot képvisel, a célsejt virus szdmdra
megfelel§ feliileti receptorainak eléforduldsatdl és sza-
matdl figg. Sejtfeliileti adenovirusreceptorok szama-
nak meghatdrozasit HeLa- és KB-sejtckre Svensson és
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Defer [Svensson U., J. Virol., 55, 442449 (1985);
Defer C. et al., J. Virol., 64, 3661-3673 (1990)] irtdk
le. Feltételezik, hogy az adenovirus-receptor meglehe-
t6sen elterjedten fordul elS. Ezért sok sejtvonal transz-
formaélhat6 olyan vektorrendszerrel, amely adenovirust
vagy annak egy részét tartalmazza. Néhdany magasabb
rendd eukarifta sejtnek azonban nincs, vagy kevés
virdlis receptora van. Ha ilyen sejteket kell transzfor-
mdlni, sziikséges lehet egy internaliz4l6 faktornak egy
mdsodik konjugitumat is beépiteni, amelyet egy nukle-
insav-affin anyaghoz kotiink, ahol az internalizdl6 fak-
tor specifikus a magasabb rendd eukari6ta sejtnek egy
feliileti receptordra, és ahol a vfruskonjugdtum és az
internaliz4l6 faktor konjugdtuma komplexben van a
nukleinsavval. Ilyen ,,hdrmas komplexeket” sikerrel al-
kalmazhatunk, hogy magasabb rend( eukari6ta sejtek —
mint példdul légiiti hdmsejtek, amelyek viszonylag cse-
kély sejtfeliileti adenovirus-receptor populéciéval ren-
delkeznek (példdul a HBE1 sejtvonal) — transzform4ci-
6jat megerdsftsiik.

Azokhoz a virusokhoz — amelyeknél a fertdzés kez-
detekor receptor-kozvetitette endocit6zissal lezajlé fel-
vételi funkcié végbemegy, és e tulajdonsdguk alapjdn
megfelelnek a taldlmdany szerinti konjugétum alkot6ré-
szeként — tartoznak egyrészt a lipidburok nélkiili vfru-
sok, mint adenovirus, poliovirus, rhinovirus, misrészt a
burokkal rendelkez§ vesicular stomatitis virus, semliki
forest virus, influenza virus; ezenkiviil megfelelnek a
Moloney virus pH értékt6l fiiggd torzsei. A virus el-
Onydsen az adenovirus C alcsoport, S tipus, semliki
forest virus, vesicular stomatitis virus, poliovirus, rhi-
novirusok és Moloney leukémia virus torzsek. Mivel
sok virusnak még nem ismert teljesen a felvételi ciklu-
sa, valészintileg sok més virus mutatja majd a kivént
felvételi funkci6t; €s igy alkalmazhat6 lesz a taldlmany
szerinti médszerekben. A jelen taldlmanyb6l ad6dé 1é-
nyeges elSny, hogy a szédllitand6 idegen DNS nem
része a kiinduldsi virus genomjdnak, mint a rekombi-
néns virus-vektorok esetében [Berkner K. L., BioTech-
niques 6, 616-629 (1988); Eglitis és Anderson Bio
Techniques 6, 608-614 (1988)]. Ennélfogva a jelen
taldlmény nagyobb rugalmassdgot nyijt a kifejezends
idegen szekvencidk kivilasztdsdra nézve, mivel a
transzkripci6é nem a kiindul4si virusban levé prométe-
rektdl fiigg. Azonkiviil ez a stratégia megengedi a sz4l-
lithat6 idegen DNS nagysédgénak tetemes emelését, mi-
vel azok a megszoritdsok, amelyek a virust a bevonata-
ra nézve sijtjak, a kiilsG részen vihet6 DNS mennyisé-
gét nem korlatozzak. Ezeken a gyakorlati és kzvetlen
elényokon til, a vektor tervezésbdl 1ényeges, lehetsé-
ges biztonsigi jellegek szdrmaznak. A hagyomdnyos
rekombinéns virusvektorok kényszerdien magukkal vi-
szik a kiinduldsi virus genom-elemeit, amelybdl le-
hetséges biztonsagi kockazatok szdrmaznak [Ledley F.
D. et al., in Biotechnology eds. Rehm and Reed, VCH
Verlagsgesellschaft, Weinheim Vol. 7b H-J, 401-457
(1989); Anderson W. F,, Science 226, 401409 (1984)].
Mivel az adenovirus-polilizin komplexek szelektiven a
vitrus felvételi funkcigjdt haszndljdk ki, a virusgenom
nem lényeges jelleg. Ez az elképzelés megengedi a
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jelen rendszer médositdsdnak lehetSségét egy mikodé-
sében és/vagy szerkezetében inaktivalt virusgenom-
mal, a kiindulési virus életképes génjeinek transzferé-
b6l ad6d6, biztonsagi kockdzatok minimalizéldsa célja-
bél. '

A jelen taldlmény keretei kozott virus fogalom alatt
értjiikk — feltéve, hogy a fenti meghatdrozés értelmében
vett felvételi funkci6val rendelkeznek — a vad tfpusok
mellett a mutdnsokat is, amelyek a vad tipusoknak a
felvételi funkci6tél eltérS bizonyos mikodéseit, kiilo-
nosen a replik4cié képességét, egyszeri vagy tobbszon
muticiéval elvesztették. A jelen taldlmany gyakorlats-
ban azonban felvételi funkci6jukat elvesztett mutdnso-
kat is felhaszndlhatunk, amennyiben Sket egy ,hdrmas
komplex” részeként a fenti definicié szerint alkalmaz-
zuk, és a mutdns virus az endoszéma-litikus aktivitdsét
nem veszitette el.

Ilyen mutdnsokat azon virusfehérje régik szokéasos
mutagén kezelésével dllithatunk elS, amelyek a repli-
kiciés funkci6kért felelGsek €s a bevonathatéron ke-
resztiil komplementédlhaték. Ide tartoznak példdul az
adenovirus esetében a ts-mutdnsok (temperatursensiti-
ve = h6mérsékletre érzékeny), E1A- és E1B-muténsok,
az MLP-hajté génekben muticiét szenvedett mutdnsok
{Berkner K. L., BioTechniques 6, 616629 (1988)] és a
bizonyos kapszidfehérjék terén mutéci6val rendelkezd
mutdnsok. Tovdbbd alkalmasak olyan virustdrzsek,
amelyek megfelel6 spontidn muticiét szenvedtek. A
virusok replikdci6s képességét példaul az irodalombél
ismert tarfolt-meghatdrozéssal (plaque assay) vizsgél-
hatjuk, amelynél kiilonb6z§ viruskoncentrciéji szusz-
penzidkat rétegeziink sejtkultirdkra, és a lizalt sejtek
szdmat, amelyek a plakkok révén lithat6ak, allapftjuk
meg [Dulbecco R., Microbiology, 3. Edition, Ed. Da-
vis, B. D. et al,, Harper and Row, The Nature of
Viruses, 853-884 (1980)].

A jelen taldlmany keretei kozott torténd felhasznda-
lasra alkalmasak ezenkiviil dgynevezett hibds virusok,
azaz amelyeknek az 6nall6 virusreplikdciéhoz sziiksé-
ges funkci6hoz hidnyz6 egy, vagy tobb gén erejéig
helper virusokra van sziikségiik. Ennek a csoportnak a
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képviselSi DI-partikuldk (,.defective interfering partic- -

les”), amelyek a fert6zG standard virusb6l szdrmaznak,
a standard virussal azonos szerkezeti fehérjékkel ren-
delkeznek, mutici6t szenvedtek, és a standard virusra,
mint helper virusra van sziikségiik replikaci6jukhoz
[Huang A. S., The Molecular Basis of Viral Replicati-
on, ed. Bercoff, R. P, Plenum Press New York and
London, The Role of Defective Interfering (DI) Partic-
les in Viral Infection, 191-194 (1987); Holland J. J,,
Virology, 2. Edition, Ed. Fields, B. N., Knipe, D. M. et
al. Raven Press Ltd., New York, Defective Viral Geno-
mes, 151-165 (1990)]. Egy mésik csoport a parvoviru-
sok osztdlya, amelyet adenoszatellitaként (,,adeno-as-
sociated virus” ) jellemeznek [Berns K. 1., Virology, 2.
Edition, Ed. Fields, B. N., Knipe, D. M. et al. Raven
Press Ltd., New York, 1743-1759 (1990)].

A jelen taldlmany keretei kozott megfeleldek tovab-
bd legyengitett €16 vakcindk [Ginsberg H. S., Microbi-
ology, 3. Edition, Ed. Davis, B. D. et al., Harper and
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Row, Picornaviruses, 1095-1117 (1980)], vagy olt6-
anyagok.

Virus fogalom al4 tartoznak tovdbba a jelen taldl-
many keretei kozott az inaktivalt virusok, példdul ké-
miai kezeléssel, igy formaldehides kezeléssel, UV-be-
sugérzdssal, kémiai kezelés és UV-besugdrzds kombi-
néci6javal, példdul psoralen/UV-kezeléssel, gamma-
besugarzdssal vagy neutronbombdval inaktivalt viru-
sok, tovdbb4 virus-részecskék, példul a nukleinsavtol
megszabaditott fehérjerész (az iires virus-kapszid),
amennyiben rendelkeznek az intakt virus felvételi
funkci6jdval.

Inaktiv4lt virusokat, ahogyan péld4ul vakcindnak
haszn4ljék azokat, az irodalomb6 ismert standard elj4-
résok [Davis B. D. és Dulbecco R., Microbiology, 3.
Edition, Ed. Davis, B. D. et al., Harper and Row,
Sterilization and Disinfection, 1264—-1274 (1980);
Hearst J. E. és Thiry 1., Nucl. Acids Res. 4, 1339-1347
(1977)] szerint 4llithatunk el8, és vizsgdlhatjuk abbdl a
célbél, vajon megfelelnek-e a taldlmany szerinti konju-
gétumok alkotérészeként.

Adott esetben a virus lehet egy kiméra virus, amely
egy olyan részén, amely a felvételi funkci6 szdméra nem
lényeges, egy idegen epit6ppal rendelkezik. Kiméra viru-
sok azonban akkor is felhasznélhat6k az itt definidlt ,,hér-
mas komplex” részeként a jelen taldlmany szerint, ha el-
vesztették felvételi funkcidjukat, de az endoszéma-litikus
tulajdonségaikat nem veszitették el.

Egy virus, egy inaktivélt virus vagy egy viruskom-
ponens kivélasztdsa az egyedileg végrehajtand6 transz-
fekci6hoz, példdul dgy torténik, hogy a virust minde-
nekel6tt elSkisérletekben megvizsgaljuk, vajon hatds-
sal van-e a nukleinsav/polikation komplexnek a cél-
sejtbe torténd felvételére. Tovabbiakban vizsgdlhatjuk
a felvételi funkci6jét, ahol alkalmazzuk, biokonjugétu-
mokkal, példdul transzferrin-polikation-konjugatu-
mokkal, vagy egy mésik, a transzformélandé célsejtre
specifikiis biokonjugétummal torténd transzfekci6nal,
és megvizsgaljuk géntranszferkapacitést noveld képes-
ségét egy riportergén kifejez6désének mérésével.

Intakt virusok felhasznal4sa esetén célszerGen parhu-
zamosan az el6kisérletekkel, a virusnak a tervezelt
transzfekci6ban val6 alkalmassdgat egy nukleinsav-affin
anyaggal kotott internaliz4l6 faktort tartalmazé médsodik
konjugétum jelenlétében vagy anélkiil vizsgdljuk annak
eldontésére, hogy replikédcidra képes-e a virus. A repliks-
ci6s képesség vizsgélata citopatogén virusok vagy olyan
virusok esetében, amelyek a gazdasejt novekedését ész-
revehetden korl4tozzak, tarfolt médszer segitségével tor-
ténik (leirést 14sd fent). M4s virusokn4l a mindenkori vi-
rusra specidlis kimutatdsi médszereket alkalmazzuk, pél-
d4ul hemagglutinicids tesztet vagy fizikai-kémiai méd-
szereket (elektronmikroszk6pos vizsgélatot).

A jelen taldlmany keretei kozott olyan virusokat
részesitiink eldnyben, amelyek magas titerrel 4llithatok
el6, stabilak, vad tipusaik csekély patogenitdst mutat-
nak, és amelyeknél lehetséges a replikdcids funkcio
célzott kikapcsoldsa, kiilonosen adenovirusokat. Ami-
kor egy meghatdrozott sejtpopulaciot kell transzfor-
mélni, azokat a virusokat részesitjiik eldnyben, ame-
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lyek specifikusan ezt a sejtpopuléciét fertdzik. Abban
az esetben, ha a transzfekci6nak kiilonboz6 sejttipu-
sokra kell kiterjednie, olyan virusokat alkalmazunk,
amelyek a sejttipusok széles korére nézve fert6z6ek.

A jelen taldlmény in vivo terdpids alkalmazisa
szempontjdb6l minden esetben csak olyan virusok
vagy viraskomponensek johetnek széba, amelyeknél a
biztonsagi kockdzatokat — kiilonsen a virusnak a sejt-
ben val6 replikdl6d4sat illetSen, mint a virus DNS
rekombindciéjat a gazdasejt DNS-sel — a legmesz-
szebbmendkig lecsokkentjiik.

A jelen taldlmanyhoz végzett el6kisérletekben inak-
tivdlt adenovirus prepardtumokat készitettiink egy szo-
kédsos UV-sterilez8 14mpa vagy formaldehid segitségé-
vel, és meglepS médon azt 4llapftottuk meg, hogy a
virusok inaktivléd4s4nak mértéke j6val nagyobb volt,
mint a géntranszfer-hatés csdkkenése. Ez egyértelmtien
arra utal, hogy azok a mechanizmusok, amelyek az
aktiv virusoknél a normaélis fert6zési mechanizmussal
vannak Gsszefiigésben, tonkretehetSk anélkiil, hogy a
géntranszfer szdmdra lényeges hatds eltdinne.

A jelen taldlmany keretei kozétt alkalmazhat6 nuk-
leinsav-affin anyagok példdul homol6g polikationok,
mint polilizin, poliarginin, poliornitin vagy heterolé6g,
két vagy tobb kiilonbozs, pozitiv toltést aminosavat
tartalmazé polikationok, amelyek kiilénb6z6 ldnc-
hosszisguak lehetnek, tovabbd nem peptid jellegd
szintetikus polikationok, mint a poli(etilén-imin). Al-
kalmas nukleinsav-affin anyagok tovdbbid a termé-
‘szetes, polikation karakter DNS-kétS fehérjék, mint a
hisztonok vagy protaminok, illetve ezek anal6gjai vagy
fragmentumai.

A taldlmény szerinti komplexek a viruskonjugétum
mellett még egy tovabbi konjugitumot tartalmazhatnak,
amelyben egy nukleinsav-affin anyag — 4ltalban ugyan-
az, mint a viruskonjugdtumban — egy olyan internaliz4lé
faktorral van 6sszekapcsolva, amely a célsejtekre nézve
affinitdst mutat. A jelen taldlmanynak ezt a kiviteli for-
madjét kiilondsen akkor hasznéljuk, ha a célsejt a virus
szdmdra nem, vagy csak kevés receptorral rendelkezik.
Egy tovibbi internaliz4l6 faktor/k6téfaktor-konjugétum
jelenlétében a virus kihaszndlja a mésodik konjugétum
internaliz4l6 képességét ezzel egyiitt kapcsol6dva a nuk-
leinsavhoz komplexként, és az gy el64ll6 kombin4cids
komplex részeként keriilve be a sejtbe.

Egyedileg, el6kisérletekben meghatdrozhat6, hogy
vajon egy internaliz4l6 faktor alkalmaz4sa lehet6vé teszi-
¢, vagy megkonnyiti-e a nukleinsav-komplex felvételét.
Egy ilyen vizsgélat magdban foglal parhuzamos nuklein-
sav-komplex transzfekci6kat, el6szor internalizalé faktor
kiegészités nélkiil, azaz nukleinsavb6l és viruskonjugé-
tumb6l 4ll6 komplexekkel, mésrészt olyan komplexek-
kel, amelyekben a nukleinsav egy tovabbi, a célsejtek re-
ceptorainak megfelels internalizdl6 faktort és egy
nukleinsavaffin anyagot tartalmazé konjugdtummal van
Osszekotve. Amennyiben egy kiegészit§ internalizalé
faktort alkalmazunk, ezt mindenekeldtt a célsejtek hatd-
rozzak meg, példaul egy sejttipusra specifikus sejtfeliileti
antigének vagy receptorok 4ltal, amelyek lehetdvé teszik
a nukleinsav célzott bevitelét ebbe a sejttipusba.
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A jelen taldlmény célkitizésének megfelel6en in-
ternalizdl6 faktor alatt olyan ligandumok vagy azok
fragmentumai értendSk, amelyek a sejthez valé kots-
dést kdvetden endocitézissal, elSnydsen receptor-koz-
vetitette endocitézissal internalizdl6dnak, vagy olyan
faktorok, amelyeknek kot6dése/internalizdléddsa a
sejtmembran elemeivel torténd fiiziéval kovetkezik be.
A megfelel§ internalizdl6 faktorok kézé tartoznak a
transzferrin ligandumok [Klausner R. D. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 80, 2263-2266 (1983)], konal-
bumin [Sennett C. et al.,, Annu. Rev. Biochem., 50,
1053-1086 (1981)), aszialo-glikoproteinek (mint aszi-
alo-transzferrin, aszialo-rozomukoid vagy aszialo-fetu-
in) [Ashwell G. et al., Annu. Rev. Biochem., 51, 531—
554 (1982)], illetve olyan anyagok, amelyek galakt6zt
tartalmaznak, és az aszialo-glikoprotein-receptoron ke-
resztiil internalizdlédnak; mannéz tartalmi glikoprotei-
nek [Stahl P. D. et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75,
1399-1403 (1978)], lizoszéma enzimek [Sly W. et al.,
J. Cell Biochem., 18, 67-85 (1982)], LDL [Goldstein J.
L. et al.,, Clin. Res., 30, 417-426 (1982)], médositott
LDL [Goldstein J. L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
76, 333-337 (1979)), olyan lipoproteinek, amelyeket a
sejt a receptorokon keresztiil vesz f61 (apo B100/LDL);
virusfehérjék, mint a gpl120 HIV-fehérje; antitestek
[Mellmann 1. S. et al., J. Cell Biol., 98, 1170-1177
(1984); Kuhn L. C. et al., Trends Biochem. Sci., 7,
299-302 (1982); Abrahamson D. R. et al., J. Cell Biol.,
91, 270-280 (1982)], illetve azok sejtfelszini antigének
elleni fragmentumai, péld4ul anti-CD4, anti-CD7; cito-
kinek, mint interleukin-1 [Mizel S. B. et al., J. Immu-
nol., 138, 2906-2912 (1987)], interleukin-2 [Smith K.
A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 864-867
(1985)], TNF [Imamura K. et al. , J. Inmunol., /39,
2989-2992 (1987)), interferonck [Anderson P. et al., J.
Biol. Chem., 257, 11301-11304 (1982)]; CSF (,,Co-
lony-stimulating Factor” = kol6niastimuldlé faktor)
[Walker E et al, J. Cell Physiol.,, 130, 255-261
(1987)], faktorok és novekedési faktorok, mint inzulin
[Marshall S., J. Biol. Chem., 250, 4133-4144 (1985)],
EGF (,.Epitermal Growth Factor” — hdm eredetd ndve-
kedési faktor) [Carpenter G., Cell, 37, 357-358
(1984)); PDGF (,,Plateletderived Growth Factor” =
vérlemezke eredetd novekedési faktor) [Heldin C-H. et
al, J. Biol. Chem., 257, 42164221 (1982)], TGF B
(.Transforming Growth Factor B” = transzformalé P
ndvekedési faktor) [Massague J. et al., J. Cell Physiol.,
128, 216-222 (1986)], idegnovekedési faktor [Hosang
M. et al., EMBO J. 6, 1197-1202 (1987)], inzulinhoz
hasonlé névekedési faktor I (,,Insulin-like Growth Fac-
tor””) [Schalch D. S. et al., Endocrinology, 1/8, 1590—
1597 (1986)], LH, FSH [Ascoli M. et al, J. Biol.
Chem., 253, 7832-7838 (1978)], novekedési hormon
[Hizuka N. et al.,, J. Biol. Chem., 256, 4591-4597
(1981)), prolaktin [Posner B. I. et al., J. Cell Biol., 93,
560-567 (1982)], glukagon [Asada-Kubota M. et al.,
Exp. Pathol., 23, 95-101 (1983)], tiroid-hormonok
[Cheng S-Y. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77,
3425-3429 (1980)], a-2-makroglobulin-protedz [Kap-
lan J. et al., J. Biol. Chem., 254, 7323-7328 (1979)],
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valamint a hatdstalanitott toxinok. Tovabbi példdk az
immunglobulinok vagy fragmentumaik, mint az Fc-re-
ceptor ligandumjai, vagy anti-immunglobulin antites-
tek, amelyek az SIg-khez (,,Surface Immunglobulins™=
sejtfelszini immunglobulinok) kotSdnek. A ligandu-
mok természetes vagy szintetikus eredetlick lehetnek
[14sd Trends Pharmacol. Sci., (1989) és az abban tal4l-
haté hivatkozédsokat].

A jelen taldlmény keretei kozott az ilyen internali-
2416 faktorok alkalmassdga szempontjdbdl lényegesek
a kovetkezSk:

a) hogy specifikus sejttipus 4ltal, amelyikbe a nuk-
leinsavat be kell vinni, internalizdlhaték legyenek; és
internaliz4l6 képességiiket ne, vagy lényegesen ne be-
foly4dsolja amikor a kotSfaktorral konjugéljuk Gket, €s

b) hogy ezen tulajdonsdguk keretein beliil képesek
arra, hogy a nukleinsavat az dltaluk hasznélt iitvonalon
keresztiil a sejtbe a ,,hdtukon” (,,piggyback”) bevigyék.

Anélkiil, hogy ezt az elméletet rogziteni akarnédnk,
a kombin4ciés komplexeket a sejtek vagy az internali-
2416 faktorra specifikus feliileti receptorhoz t6rténd ko-
tés révén, vagy virus vagy egy viruskomponens alkal-
mazdsa esetén a virusreceptorhoz vagy mindkét recep-
torhoz torténd kotés révén, receptorkdzvetitette endoci-
16zis dtjan veszik fol. Amikor a virus szabadd4 vélik az
endosz6mdkbdl, a virussal komplexben levé DNS is
kikeriil a citoplazmdba és ezdltal megmenekiil a lizo-
szomdlis lebontést6l.

Virus hozzdkotése a nukleinsav-affin anyaghoz a
kovetkezd elénydket eredményezi:

1) A géntranszfer-technika szélesebb kor( alkal-
mazhatGsagét nukleinsav-komplexekkel, mivel maguk
a virusok alkothatjsk az internalizél6 faktort, vagy egy
mdsik internaliz4lé faktorral (példéul transzferrinnel
vagy aszialo-fetuinnal stb.) egyiittesen képezhetnek
komplexet a DNS-sel. Ez4ltal lehet a virusok pozitiv
hatdsat kihaszndlni még olyan sejteknél is, amelyek
nem rendelkeznek az illet virushoz receptorral.

2) A géntranszfer hatasfokdnak javuldsat, mivel a
virusoknak a DNS-hez torténd kotSdése dltal biztositva
van a sejtbe torténé egyiittes felvételitkk. A virusok és
DNS-ek dsszehangolt felvétele és kiszabaduldsa révén
lehetévé vilik tovabba a hatdsos géntranszferhez sziik-
séges virus és DNS mennyiség csokkentése, ami kiild-
ndsen in vivo alkalmazédsndl lényeges jelentSséga.

A jelen taldlmdny szerint elvégzett kisérletekben
humén transzferrint alkalmaztunk kiegészitS internali-
2416 faktorként, azonkiviil a taldlmény szerinti konju-
gitumokat DNS-b6] és polilizin-konjugélt virusbél 4llo
komplexek segitségével mutattuk be, amelyek nem tar-
talmaztak kiegészité internalizdlé faktorkotdfaktor
konjugatumot.

A virus hozzdkotését a nukleinsav-affin anyaghoz a
nukleinsav-affin anyagnak egy antitesthez trténé ko-
valens kotésével végezziik. El6nydsen olyan antitestet
hasznélunk, amely egy virusfehérje régiénak egy olyan
epitépjahoz k6t6dik, amely a virus felvételi funkci6ja-
ban nem vesz részt.

A jelen taldlmany keretei kozott elvégzett kisérle-
tekben egy adenovirus és egy polikation kozdtti kotést
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valésitottunk meg azaltal, hogy az adenovirus-kapszid-
ra specifikus antitestet egy polilizin molekul4val kova-
lensen konjugdltuk. Ismert, hogy az adenovirus-fiber-
és -pentonfehérjék a virusnak a sejthez val6 kétSdésé-
hez és felvételéhez Iényegesek, mikdzben a 5 kapszid-
fehérje, a hexon ezekben a folyamatokban csekélyebb
szerepet jitszik. Ezért egy olyan antitestet €pftettiink
be, amely az adenovirusnak polilizinnel valé dsszeko-
tését a hexon-fehérje egy epitépjdnak a felismerése

‘révén val6sitja meg. Nem-neutraliz4l6 anti-hexon mo-

noklon4lis antitestekr6l szdmol be Russell [Russell W.
C. et al, J. Gen. Virol. 56, 393408 (1981)]. Ezt a
specifikus kotést létrehozhatjuk egyrészt egy olyan ki-
méra adenovirus haszn4latdval, amely hexon-fehérjéi-
nek feliiletén egy idegen epit6ppal rendelkezik. M4s-
részt egy olyan monoklonélis antitest beépitésével,
amely a heterol6g epit6pra specifikus. (Ezt a szerkeze-
tet vdzlatosan az 1. 4brar mutatjuk be.) Ez az adenovi-
rusnak polilizinnel valé Osszekotését eredményezi
anélkiil, hogy a kapszid-fehérjét funkcion4lisan tonkre-
tettiik volna.

Speciélis antitest felhaszndldsa a virus és a
nukleinsavkots anyag kozott kotés Iétesitéséhez nem
jelent nehézséget. A kitétel egy bizonyos antitest alkal-

. masségéra nézve, hogy a virus felvételi funkci6jat ne,

vagy csak részben semlegesftse.

A jelen taldlmény keretei kozott olyan virusfehérje
régidk epit6pjai elleni antitesteket részesitiink elSny-
ben, amelyek a felvételi funkci6 szdméra nem nélkii-
16zhetetlenek. Ilyen virus régidkra példdk a mér emli-
tett adenovirus hexon-fehérje, vagy az influenza neura-
minid4z. -

Vannak azonban olyan alkalmas antitestek is, ame-
lyek olyan virusfehérjékre specifikusak, amelyek részt
vesznek a felvételi funkci6ban, amennyiben a megfele-
16 sztéchiometriai viszonyok betartdsat biztositjuk,
hogy az antitest a virus sejtkotS régijanak csak egy
részét foglalja le, és ezdltal még elegend§ domén ma-
rad szabadon a virusnak a sejthez val6 kotGdéséhez.
Masrészt, alkalmazhatunk olyan antitesteket, amelyek
a virus felvételi funkci6jat blokkoljdk, amennyiben
ezen kiviil egy mésodik, internalizalé faktorbél és nuk-
leinsav-affin anyagb6l 4116 konjugatumot tartalmaz (te-
hét egy ,,hdrmas komplex” 4ll rendelkezésre). A speci-
fikus alkalmaz4si esethez megfelelS antitest mennyisé-
get titral4s segitségével dllapithatjuk meg.

El6nyben részesitiink monoklonalis antitesteket,
adott esetben azok Fab’-fragmentumait.

Abban az esetben, ha a virus egy idegen epit6ppal
rendelkezS kiméra virus, az antitestet ezen epitop ellen
irAnyitjuk. A virus el6nydsen egy olyan kiméra adeno-
virus, amelyben a hexonfehérjét k6dol6 régiét médosi-
tottuk egy heterolég fehérjét k6dol6 szekvencia beza-
rasdval, amely ellen elGdllithatunk egy antitestet. A
hexon-fehérje egy nagyon 4llandé bézis-doménbél és
harom, kevésbé 4lland6 hurokbol épiil fel, amelyek a
virus feliiletén j6l hozzaférhetSek {Roberts M.M. et al.,
Science, 232, 1148-1151 (1986)}. Ezekben a hurkok-
ban tbb rovid régié van, amelyekben az Ad2- és
AdS5-aminosav-szekvencidk eltéréek, ahol az Ad5 az
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Ad2-vel Gsszehasonlitva véltozdsokat és kivdgdsokat
egyarint mutat. Ezek lehetséges helyek a heterolég
génszekvencidk beillesztésére, amelyek az adenovirust
immunoldgiailag a nukleinsav-affin anyaghoz torténd
kotéshez alkalmazhat6 heterolég fehérjét kédoljak. A
heterolég génszekvencidt elénydsen az AdS-génszek-
vencia 161-165, 188-194, 269281, és 436-438 ami-
nosav-pozicidiba €pitjiik be, amelyekre a 8. 4brdn az I,
I1, IIT és IV helyek jeloléssel hivatkozunk. Az Ad5-he-
xongén egy szubklénjdnak irdnyitott (,,site-directed”)
mutagenezisével mindegyik lehetséges helyen nyerhe-
tink egy, csak egyszer el6fordul6 restrikciés helyet. A
nem-dllandé aminosavakat kédolé nukleotidokat
ugyanakkor kivédghatjuk, ahol ezéltal a heterol6g gén-
szekvencidk inszercijdra tobb hely marad. Az I, II, III
€s IV helyekre beépithet6 aminosavak kis szdma miatt
(koriilbeliil 65 aminosavig), a heterolég génszekvencia
4ltaldban csak azokat az aminosavakat kédolja, ame-
lyek megfelelnek az epit6pnak, valamint a kisérg szek-
vencidknak egy minimélis mennyiségét.

Egy heterol6g fehérjére specifikus monoklonélis
antitest epitép specificitdsdt fehérje-vizsgdlattal (pep-
tid-scanning) hatdrozhatjuk meg [Geysen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81, 3998 (1984); Geysen et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 178 (1985); Geysen et
al., Mol. Immunol., 23, 709 (1986); Geysen et al., J.
Immunol. Meth.,, 102, 259 (1987) és az EP-
A 392 369 szdmii nyilvénossdgra hozott eur6pai szaba-
dalmi bejelentés). E médszer szerint a heterol6g fehér-
Jének nyolc aminosavb6l 4116, egym4st 4tfed§ peptid-
ldncait illitottuk el6 szildrd-fazisd szintézissel. Péld4ul
az 1. peptid 1-8. aminosavakbél, a 2. peptid 2-9.
aminosavakbél 4ll, és igy tovdbb. A peptidek a szinté-
zist kovetben a szildrd hordozén maradnak. Ezekutén
megvizsgéljuk a hibridémasejt-kultirdk feliildszéinak
vagy az azokbdl tisztitott monoklonilis antitesteknek
az immobiliz4lt peptidekkel szembeni reakci6készsé-
gét ELISA segitségével. Ha az epit6p régi6t mar azo-
nositottuk, az I, II, III és IV régick minden egyes
restrikcids helyére beilleszthetS az epit6p régiét k6dols
génszekvencia. Sok példa van fehérjékre és a fehérjék-
re specifikus antitestekre. Az 4tlag szakember kivé-
laszthat egy, a jelen taldlmény keretei kozott felhaszn4-
ldsra alkalmas heterol6g fehérje/antitest kombin4ci6t
olyan kisérletek segitségével, amelyek a megszokott
kisérletek kereteit nem haladjék tdl. Példdul egy fehér-
jét kédol6 ismert szekvenciét, amellyel szemben ismert
az antitest is, illetve ismert eljdrasokkal eld4llithats,
beépithetiink egy adenovirus hexon-régi6jsba. Ennek
alapjan a létrejott kiméra virusnak példdul egy marki-
rozott antitesthez valé immunol6giai k6t6dését egy
kompeticiés-, ELISA- vagy mds immuno-assay tipus-
sal vizsgdlhatjuk. Az ilyen tipusd immunmeghatérozdsi
technikdk jél ismertek, és az 4tlag szakember részérdl
is rutinszerden kivitelezhetdk.

Antitest-polikation-konjugdtumokat kémiai \ton,
ismert médon 4llithatunk elS per se peptidek megkoté-
sére, ahol elSnydsen a Wagner és munkatédrsai 4ltal
[Wagner E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87,
3410-3414 (1990)] és az EP-A1 388 758 szdmu nyil-
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vénossagra hozott eur6pai szabadalmi bejelentésben
lefrt médszer szerint jarunk el.

Ha a monoklondlis antitestek a nehéz lanc konstans
régidjdban megfelel6 szénhidrat oldalldncokkal, kiil6-
ndsen végdlldsi szialin-savakkal rendelkeznek, a kon-
jugdtumokat a polikationoknak a szénhidrat oldalldnc-
hoz torténd hozzakotésével dllithatjuk el a Wagner és
munkatérsai [Wagner E. et al., Biocunjugate Chemistry
2, 226-231 (1991b)] 4ltal leirt moddszer al-
kalmazésdval.

A taldlmény tdrgy4t egy mésik vonatkozdsban nuk-
leinsavat, és egy — internaliz4l6 faktorbdl és egy nukle-
insav-affin anyagb6l 416 — konjugdtumot tartalmazé
kettds és hdrmas komplexek képezik, amelyeket maga-
sabb rendd eukariéta sejtekbe visziink be. A kett8s
komplexek azzal jellemezhetSk, hogy az internaliz4l6
faktor egy virus, amely oly médon van egy antitesten
keresztiil a nukleinsav-affin anyaghoz kotve, hogy a
konjugdtum/nukleinsavkomplex alkotérészeként ren-
delkezik a sejtbe torténS behatolds és az endoszémak
tartalménak — amelyekben a komplex a sejtbe 1épés
utdn lokaliz4lva van — a citoplazméba t6rténé kienge-
dése képességével. A hdrmas komplexek tartalmaznak
egy tovébbi, a nukleinsav-affin anyaghoz kot8d6 inter-
naliz4l6 faktort, ahol az internaliz4l6 faktor specifikus
a magasabb rendi eukari6ta sejt egy felszini receptora-
ra. Ilyen hdrmas komplexek felhasznélhat6k a nuklein-
sav olyan sejtekbe torténé felvételének megkonnyité-
sére, amelyek nem, vagy csak kevés adenovirus recep-
torral rendelkeznek.

Tekintettel a nukleinsav-komplex minGségi Gssze-
tételére, ltaldban legelGszor a sejtbe bejuttatand6 nuk-
leinsavat hatdrozzuk meg. A nukleinsavat mindenek-
el6tt a sejtben elérend6 biolégiai hatds 4ltal definidljuk,
a génterdpia keretei kozotti felhasznédlds esetében a
kifejezésre juttatand6 gén, illetve génkivagés — péld4ul
egy hibds gén helyettesitése céljabél — vagy egy gato-
land6 gén célszekvencidja 4ltal. A sejtbe szdllitandé
nukleinsavaknal DNS-r4l vagy RNS-rél lehet sz6, ahol
a nukleotid-szekvencidra nézve nem 4llnak fenn korl4-
tozdsok.

Ha a taldlményt daganatsejteknél alkalmazzuk,
mint rdkvakcina bevetését, a sejtbe bevezetend6 DNS
elénybsen egy citokint — mint IL-2, IL-4, IFN-gamma,
TNF-a - kédol. Kiilondsen hasznos lehet citokineket —
példaul IL-2-t és IFN-gammat — kédolé DNS-ek kom-
bin4cidja. Egy tovabbi hasznos gén lehet a ,,Multi Drug
Resistance Gene” (mdr).

A sejtbe két vagy tobb kiilonboz6 nukleinsav-szek-
vencidt is be lehet vinni, példaul két kiilonb6zé fehérjét
kédol6 cDNS-t tartalmazé plazmidot megfelels regula-
tor-szekvencidk kontrollja alatt, vagy két, kiilonb6zs
cDNS-eket tartalmaz6 plazmidszerkezetet.

A sejtbe specifikus génszekvencidk gatlasa céljabél
bevezetett, terdpidsan hatdsos inhibidlé nukleinsavak
kozé tartoznak olyan génszerkezetek, amelyekbdl anti-
szenz RNS vagy ribozim irédik 4t. Tovabb4 oligonuk-
leotidok, példaul antiszenzoligonukleotidok sejtbe tor-
ténd bevitele is lehetséges. Antisense-oligonukleotidok
elénydsen 15 vagy tobb nukleotidot tartalmaznak.
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Adott esetben az oligonukleotidok multimerek is lehet-
nek. Ribozimokat el6nyOsen egy olyan génszerkezet
részeként vihetiink be a sejtbe, amely stabilizdl6 gén-
elemeket, példdul tRNS-génelemeket tartalmaz. Ilyen

tipusd génszerkezeteket az EP-A 0 387 775 szdmi

nyilvdnossdgra hozott eurépai szabadalmi bejelentés
ismertet.

A nukleinsav molekuldkon kiviil, amelyek géneket,
példaul virdlis géneket komplementaritdsuk alapjan g4-
tolnak, mds g4tl6 hatdssal rendelkezd géneket is hasz-
nélhatunk. Erre példdk az olyan gének, amelyek olyan
virdlis fehérjéket kédolnak, melyek tgynevezett
transzdomindns muticiét szenvedtek [Herskowitz I.,
Nature 329, 219 (1987)]. A gének kifejez8dése a sejt-
ben olyan fehérjéket szolgéltat, amelyek a megfelel§
vad tipusi fehérjét elnyomjik, és ily médon védik a
sejtet, amely celluldris immunitést szerez, mikozben a
virusreplikdci6t megakadéalyozzak.

Alkalmasak olyan transzdominans muténs virusfe-
hérjék, amelyek a replikdciéhoz és a kifejez6déshez
sziikségesek, — példdul Gag-, Tat- és Rev-mutdnsok —
amelyekrdl kimutattdk, hogy gétoljak a HIV-replikéci-
6t [Trono D. et al., Cell 59, 113-120 (1989); Green M.
et al., Cell 58, 215-223 (1989); Malim M. et al., Cell
58, 205-214 (1989)].

Az intracelluldris immunitds megszerzésének egy
mésik mechanizmusa magdban foglalia olyan RNS
molekuldk kifejezGdését, amelyek egy nélkiilozhetet-
len virdlis fehérje szdmdéra kot6 helyet tartalmaznak,
példdul dgynevezett ,, TAR Decoys” [Sullenger B. A. et
al., Cell 63, 601-608 (1990)].

A génterépia keretei kozott felhaszndlhaté génekre
— amelyek a jelen taldlmény segitségével, mint gén-
szerkezetek alkotérészei a sejtbe juttathaték — példék a
VIII. Faktor (hemofilia A) [Wood W. I. et al., Nature,
312, 330-337 (1984)], IX. Faktor (hemofilia B) [Kura-
chi K. et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 6461-
6464 (1982)], adenozin-dezamindz (SCID) [Valerio D.
et al., Gene, 31, 147-153 (1984)], -1 antitripszin (tii-
dGéemfizéma) [Ciliberto G. et al., Cell, 41, 531-540
(1985)] vagy a cisztikus fibrézis (Cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator gén) {Riordan J. R. et
al., Science, 245, 1066-1073 (1989)). Ezek a példdk
nem jelentenek semmiféle korl4tozast.

A nukleinsavak nagysigdra vonatkozéan a felhasz-
nal4s igen széles teriileten lehetséges; a jelen taldlmany
segitségével koriilbeliil 0,15 kb (egy ribozim gént tar-
talmazé tRNS gén esetében) és 50 kb kozotti nagysag-
rendben és efolott vihetSk be nukleinsav molekuldk a
sejtbe; kisebb nukleinsav molekuldkat oligonukleotid-
ként alkalmazhatunk.

Az antitest-polikation : nukleinsav mélardnydnak
meghatdrozdsandl figyelembe kell venni, hogy a nuklein-
sav(ak) komplexbe vitele megy végbe. Kordbbi taldlma-
nyok sordn megéllapitdst nyert, hogy a nukleinsav sejtbe
t6rténd bevitelére egy optimum érhetd el, amennyiben a
konjugdtum. nukleinsav ardnyt gy vélasztottuk meg,
hogy az internaliz4l6 faktor-polikation/nukleinsav komp-
lexek lényegében elektroneutrélisak voltak. Megdllapi-
tast nyert, hogy a sejibe felvett nukleinsav mennyiségét
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nem csokkenti, ha a transzferrin-polikation-konjugédtum
egy részét nemkovalensen kotott polikationon keresztiil
vissziik be, s6t bizonyos esetekben a DNS felvétel jelen-
t6s megnovekedését érhetjiik el [Wagner E. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 88, 42554259 (1991a)]. Emellett
megfigyeltiik, hogy a DNS a komplex belsejében toroi-
dlis szerkezetben tal4lhat6, 80-100 nm 4tméréjd, tomo-
ritett formdban. A polikation mennyiségét tehat a két pa-
raméterre — elektroneutralitds és egy kompakt szerkezet
elérésére — val6 tekintettel valasztjuk ki, ahol a polikation
mennyisége, tekintettel az elektroneutralitds elérésére a
nukleinsavak t51tésébsl ad6dik, és 4ltaldban a DNS t6-
moritését is szavatolja.

Egy alkalmas médszer a taldlmany szerinti komple-
xekben tallhat6 komponensek ardnyainak meghatdro-
zé4séra abban 4ll, hogy el6szor a sejtbe bejuttatand6
génszerkezetet definidljuk, és mint fent lefrtuk, egy, az
adott transzfekciéra alkalmas virust meghatdrozzuk.
Ezut4n egy olyan antitestet, amely a virushoz kotddik,
egy polikationnal konjugdlunk és a génszerkezettel
komplexbe vissziik. Egy definidlt virusmennyiségbdl
kiindulva titrdldsokat végziink, mig a célsejteket ezzel
a (konstans) virusmennyiséggel és a DNS-komplex
csokkend koncentriciéival kezeljik. Ezen a médon
4llapftjuk meg az optimdlis DNS-komplex : virus
ardnyt. Egy mésodik lépésben a sejteket a virus/DNS-
komplex keverék csokkend koncentrici6ival (konstans
virus : komplex ardny mellett) kezeljiik, és meghatd-
rozzuk az optimélis koncentraciot.

A virus elénydsen egy adenovirus, és az adenovi-
rus : nukleinsav-affin anyag mélardnya koriilbelil 1:]
és 1:100 kozotti.

A polikation hossza nem dont6 jelentdségd,
amennyiben a komplexek 1ényegében elektroneutrali-
sak. A polilizin ldnchossz el6nyben részesitett tartoma-
nya koriilbeliil 20 és 1000 lizinmonomer kozott van.
Egy el6re megadott DNS hossziisdghoz azonban nem
tartozik kritikus polikation lanchossz. Ha a DNS 6000
bazisparbél 4, és 12 000 negativ toltése van, a polika-
tion mennyisége DNS mélonként példdul

60 mél polilizin 200 monomer, vagy

30 mdl polilizin 400 monomer, vagy

120 mél polilizin 100 monomer, stb. lehet.

Az 4tlag szakember egyszeri rutin kisérletek segit-
ségével kivélaszthat més polikation hossz és moldris
mennyiség kombin4ci6kat.

A taldlmény szerinti komplexeket elGéllithatjuk
azéltal, hogy a nukleinsav és az antitesthez kapcsolt
polikation komponenseket — amelyek mindig higitott
oldatok form4jdban 4llnak rendelkezésre — Osszekever-
jiik. A DNS-komplexek elGéllitdsa fiziol6gids sokon-
centraci6knél torténhet. Egy tovébbi lehetdség maga-
sabb sékoncentriciok (koriilbeliil 2 M NaCl) bevetése
és ehhez kapcsol6dva a fiziolégids koriilmények lassa
higitdssal, illetve dializissel torténd bedllitasa.

A nukleinsav, antitest-polikation-konjugétum és vi-
rus komponensek Osszekeverésének mindenkori leg-
megfelelébb sorrendjét egyedileg, elGkisérletekben ha-
tarozzuk meg.

A taldlminy targydt egy tovdbbi vonatkozdsban
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nukleinsavnak magasabb renddi eukari6ta sejtekbe tor-
€nG bevezetésére szolgél6 olyan eljdrds képezi, ahol a
taldlmédny szerinti komplexekkel oly médon hozzuk
kapcsolatba a sejteket, hogy bekdvetkezik a komplexek
internalizdci6ja és az endosz6m4bél t6rtén6 szabadd4
véldsuk.

A taldlmény targydt egy tovdbbi vonatkozasban
gybgyaszati készitmények képezik, amelyek hatésos
komponensként egy — terdpidsan hatdsos nukleinsav-
bél, elénydsen egy génszerkezet alkotérészeként, és
egy polikationon keresztiil kapcsol6dé antitestbd] 4116
— komplexet tartalmaznak. Ez a készitmény el6nyésen
liofilizdtumként vagy egy megfelels pufferben mélyfa-
gyasztott 4llapotban 41l rendelkezésre, és a vfrus-ké-
szitményt roviddel a felhasznél4s el6tt keverjiik 5ssze a
komplex-oldattal. Adott esetben a gy6gydszati készit-
mény mdér tartalmazhatja a vfrust, ebben az esetben
mélyfagyasztott dllapotban 411 rendelkezésre. A fel-
hasznéldshoz sziikséges komponensek egy transzfekci-
6s kit alkot6részeként (részben) egyméstél elkiilonitve
dllhatnak rendelkezésre, amely tigyszintén a jelen tal4l-
miny targy4t képezi. Egy ilyen transzfekci6s kit-ben
kiilonb6z6 DNS-ek és/vagy kiilonbsz6 internaliz4lé
faktor konjugédtumok a vfruspreparstumtél és/vagy az
antitest konjugdtumt6] elv4lasztva dllhatnak rendelke-
zésre. Egy specifikus alkalmazésn4l a beadandé alko-
térészekidl fiiggSen, a szakmdban hasznilatos eljérs-
sok valamelyikével kiilénb6z8 transzfekcibs kitteket
tervezhetiink a leheté legnagyobb rugalmassdg bizto-
sitdséra.

A terdpids alkalmaz4s tervszerfien torténhet, elény-
ben részesftjiik az intravén4s titvonalat. Ennek az alkal-
mazdsi forménak a célszervei példdul a m4j, Kp, tiidG,
csontveld és a daganatok.

Nemrég adédott a lehetség mioblasztok (éretlen
izomsejtek) alkalmazés4ra, gének egerek izomrostjaiba
val6 bevitelére. Mivel a mioblasztokrél kimutattuk,
hogy a génterméket a vériramba kivalasztjdk, ez a
médszer szélesebb alkalmazésra taldlhat az izomsejtek
genetikai hibdinak a kezelésénél, mint péld4ul az izom-
disztréfidval 6sszefiiggs hibanal. Teh4t génsebészetileg
el6éllitott mioblasztok hasznélhat6k olyan géntermé-
kek szdllitdsdra, amelyek vagy a vérben szerepelnek,
vagy a vér széllitja azokat.

Példék a helyi alkalmazésra a tiid§szovet (a taldl-
mény szerinti komplexeknek egy gyégydszati készit-
mény részeként (6rténé alkalmazésa, amely példaul
becseppentéshez egy folyadékot vagy belélegzésre egy
aeroszolt tartalmaz). Ezenkiviil a taldlmany szerinti
gyobgydszati készitmények beadhat6k kozvetlen injek-
tildssal az izomszovetbe vagy egy daganatba, vagy
helyi alkalmazassal a gyomor- és bélrendszerbe.

A gy6gyészati alkalmazds ex vivo is végbemehet,
ahol a kezelt sejteket — példul csontveld-sejteket, he-
patocitdkat vagy daganatsejteket — visszavezetjik a
testbe [Ponder K. P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88, 1217-1221 (1991)).

Bérmilyen inert, gy6gyaszatilag elfogadhat6 hordo-
z6t alkalmazhatunk, példdul konyhasé-oldatot vagy
foszfat-pufferrel készitett konyhasé-oldatot vagy barmi
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olyan hordoz6t, amelyben a DNS-komplexek megfele-
16en oldhaték ahhoz, hogy a jelen taldlmany keretei
kozott felhaszndlhat6k legyenek. A gyégydszati készit-
mény formuldz4si médszereit illetéen a Remington’s
Pharmaceutical Sciences 1980 (Mack Publ. Co., Eas-
ton, PA, Osol ed.) kiadvéany4ra hivatkozunk.

A géntranszfer szdm4ra létrehozott adenovirus-anti-
test-polikation/DNS-komplexek teljesitGképességének
meghatdrozdsdra DNS-ként egy Photinus pyralis luci-
ferdzt kédol6 gént [De Wet J. et al., Mol. Cell Biol. 7,
725-737 (1987)] mint riportergént tartalmazé plazmi-
dot vittiink be. A komplexek szdmdra célsejtekként
HeLa-sejteket alkalmaztunk; ezek a sejtek adenoviru-
sokra egy meghatérozott sejtfeliileti-receptor popul4ci-
6val rendelkeznek [Philipson L., J. Virol. 2, 1064-1075
(1968)]. Ha a taldlmény szerinti konjugdtumok kompo-
nenseit (vfrus, antitest-polilizin-konjugdtum, DNS)
kombindciéban haszndltuk fel, a luciferdz riportergén
kifejez6désére magas értékeket kaptunk (3. 4bra).
Osszehasonlft6 kisérletek azt mutattak, hogy az adeno-
virus a nem-komplex plazmid-DNS transzferét csak
csekély mértékben fokozta. Ezenkiviil megéllapitottuk,
hogy az antitesthez kapcsolt polilizinnel komplexbe
vitt DNS (virushoz kotés nélkiil) felvétele HeLa-sej-
tekbe nem volt emlitésre mélt6. Ezzel szoges ellentét-
ben, magas génkifejez6dést tudtunk elérni a komplexs-
zel, ha a DNS az antitesthez kot6dés révén az adenovi-
russal kolcsonhatasba léphetett. Ezt a hatdst megsziin-
tettiik, ha a virionokat a komplexképzés el6tt hdkezel-
tiilk. Mivel ez a kezelés szelektiven a virdlis felvételi
funkci6t fiiggeszti fel anélkiil, hogy a virus szerkezeti
integritds4t zavam4 [Defer C. et al., J. Virol. 64, 3661—
3673 (1990)), ezekbdl a kisérletekb6l arra lehet kovet-
keztetni, hogy az adenovirus specifikus felvételi funk-
ciéi azok, amelyek a dont6 hozzdjdruldst jelentik a
géntranszfer sikerességéhez. Tovabbs megdllapitottuk,
hogy a kiméra adenovirus feliiletén 1év6 heterol6g epi-
tép koriili versengés specifikus, polilizinhez nem kotott
monoklon4lis antitest esetén a nett6 génkifejez6désben
szintén csokkenést okoz. Ez a hatds nem lépett f6l, ha
nem-specifikus antitestet alkalmaztunk. Ezért lényeges
a specifikus kolcsonhatés az antitesthez kotott DNS és
az annak megfelel6 adenovirus feliileti epitép kdzott a
komplex segitségével miksds géntranszport elérésére.
Tovdbb4d megdllapitottuk, hogy a polilizin-komplexben
1év6 DNS-t az adenovirus nem vitte be emlitésre mélté
mértékben a célsejtekbe. Ez arra utal, hogy a komple-
xek géntranszfer-kapacitdsa nem a DNS kondenz4il4-
sdn alapul, hanem a riportergénnek a virionhoz valé,
antitestkdzvetitette kot6désétsl fiigg.

Ezzel 6sszhangban, egy olyan virus alkalmazdss-
val, amely nem rendelkezett a polilizinhez kapcsolt
antitest 4ltal felismert epit6ppal, nem tudtuk elérni azt
a magas génkifejez8dést, amelyet egy olyan virussal
értiink el, amelyiknek megvolt ez az epitépja. Ez a
virus azonban a géntranszfer mértékét a hauérnivé folé
tudta emelni. Mivel az adenovirusokré6l ismert, hogy
makromolekuldk sejtekbe torténd felvételét a folyadék-
fdzison keresztiil nem specifikusan fokozni tudjak [De-
fer C. et al., J. Virol. 64, 3661-3673 (1990)], ez az
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eredmény nem volt vdratlan. Az a tény, hogy ez a nem
specifikus transzport a riportergénnek egy érthetden
csekélyebb kifejezG6dését okozta, mint az a specifikus
virus, amelyik k6t6dni tudott az antitest-polilizin/DNS-
komplexhez, mutatja a komplexalkoték specifikus ko-
t3désének fontossdgat.

A plazmid-DNS kélcsdnhatdsa polilizin-konjugétu-
mokkal a DNS molekula szerkezetének szignifikdns
véltozdsait eredményezi, amelyet a legérthet6bben egy
80-100 nm-es toroidélis szerkezetté torténd szembetd-
n6 kondenzicidval jellemziink [Wagner E. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 88, 42554259 (1991a)]. A virus
atmérdje 70-80 nm nagysdgrendil [Philipson L. Curr.
Top. Microbiol. Immunol.. /09, 2. (1983)). Ezért a
sztérikus dtfedések alapjén abbél indultunk ki, hogy az
adenovirusnak az antitest-polilizin-DNS-komplexhez
viszonyitott ardnya ne legyen nagyobb 1:1-nél. Ebbél
kovetkezGen a ragadés iireg (coated pits) dtmérGje,
amelyen keresztiil a receptor-kozvetitette endocit6zis
kezd§ felvételi 1épése megtorténik, koriilbeliil 100 nm
[Darnell J. et al.,, Mol. Cell Biol., Ed. Darnell, J,,
Freeman, New York, 567 (1975)]. E tény alapjén felté-
teleztiik, hogy multimerek, amelyek ezt a nagysdgot
illépik, felvételiikben korlatozva lennének. A jelen
taldlmdny keretei kozott analizdltuk ezeket az Ossze-
fiiggéseket, ahol az adenovirust az antitest-polilizin-
DNS-komplexszel szemben moldris tilstlyban alkal-
mazva kimutattuk, hogy a riportergén kifejez6désének
maximuma 1:1 ardnyndl kovetkezett be (4. dbra). Az
elvégzett kisérletek keretein beliil ezért optimdlis kon-
jugdtumként egy olyat hatdroztunk meg, amelyik
egyetlen adenovirus internalizal6 doménb6l és hozz4-
kotote polilizinDNS-k6tddoménbél 4ll.

A kovetkezSkben az — ezt az optimalizdlt ardnyt
felmutaté  adenovirus-antitest-polikation-konjugétu-
mok géntranszferének teljesitképességét vizsgaltuk
meg. Ha a komplex logaritmikus higitményait juttattuk
a célsejtekbe, megfelel§ logaritmikus csokkenés adé-
dott a riportergén kifejezGdésében (5. dbra), mikozben
emlitésre mélt6 volt, hogy 107 DNS molekula, amelye-
ket ezen vektorrendszer segitségével 10° HeLa-sejtre
alkalmaztunk, a riportergénnek kimutathat6 kifejezd-
dését eredményezte. Meglepd médon tehdt ilyen ke-
véssel, mint 10 DNS molekula sejtenként-adenovirus-
polikation-DNS-komplexek formdjiban — egy idegen
génnek hatésos kifejezGdését valSsitottuk meg.

Ez tehit a DNS felvétel nagysdgrendjére nézve a
taldlmany szerinti konjugatumok vildgos folényét mu-
tatja a DNS-géntranszfer vektorokkal szemben, ame-
lyeknél sejtenként nagysagrendileg 500.000 DNS mo-
lekuldra van sziikség [Felgner P. L. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 84, 7413-7417 (1987); Felgner P. L.
et al., Proc. West. Pharmacol. Soc. 32, 115 (1989);
Maurer R. A., Focus /1, 25 (1989)]. Mivel ezek a
mddszerek a DNS nagyobb részét hatdsosan a sejt
célteriiletére, nevezetesen a citoszolba széllitjdk [Fel-
gner P. L. et al., Proc. West. Pharmacol. Soc. 32, 115
(1989); Malone R. W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 86, 6077 (1989); Loyter A., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 79, 422 (1982)], a taldlmény szerinti konju-
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gatumok teljesitképessége alkalmasint nem kizarSlag
az idegen. DNS citoplazméba torténS kiengedésének
fokoz4s4n alapul; val6szindileg még tovabbi folyama-
toknak is fel kell er§sodniiik a géntranszfer dtjdn.

A taldlmdny 4ltaldnos lefrdsa utdn ugyanez jobban
érthetSvé vélik a kovetkez6 példdkra tonéné hivatko-
zéson keresztiil, amelyeket szemléltetés céljabol bocsa-
tunk kozre, és nem jelentenek semmiféle korldtozést.
Az itt hivatkozott szabadalmakat és publikdcidkat hi-
vatkoz4sként teljes egésziikben beépitettiik.

Példdk
A taldlményt a kovetkez6 példdk segitségével il-
lusztraljuk: :

1. példa: Antitest-polilizin-konjugdtumok elodllitdsa

1) Az Ad-P202 kiméra adenovirus elddllitdsa

Ahhoz, hogy az Ad5-hexongénben viltoztatdsokat
foganatosftsunk, el§szor a gén szubkl6nozdsira volt
sziikség. A pEcoRIA-AdS plazmid [Berkner K. L. és
Sharp P. A. Nucl. Acids Res. 11, 6003-6020 (1983)] az
adenovirus genom baloldali részét tartalmazza 0-76.
m. u. (map unit — vézlatrajzi egység). A hexongén az
52. és 60. m. u. kozott helyezkedik el. Egy 2,3 kbp
HindIII/Sstl-fragmentum tartalmazza a hexongénnek
azt a részét, amelyen a véltoztatdst el kell végezni.
Mivel a pEcoRIA-Ad5 plazmidban tobb HindIII- és
Sstl-hely taldlhaté, sziikség volt néhany kozbensd plaz-
mid elkészitésére, hogy a megviltoztatott hexongént
Gjra vissza tudjuk iiltetni az eredeti plazmidba. Egy
Sall/BamHI-fragmentum (46—-60. m. u.) kiegészit§
HindIll- vagy Sstl-helyek nélkiil tartalmazza a hexon-
gént. ElGszor az adenovirus DNS-t a 0-76 m. u. kdzott
rekl6noztuk, ahol egy olyan p142 jeld vektort (a keres-
kedelemben kaphaté pIBI24 plazmidb6l (IBL, Inc.)
Pvull restrikciés emésztéssel levezetve, amelyet egy
EcoRI linker inszerci6ja kovetett) haszndltunk, ame-
lyik nem rendelkezik Sstl- vagy BamHI-helyekkel. Ez-
utdn a 26. m. u.-ndl eltdvolitottuk a Sall-helyeket azil-
tal, hogy az Xbal-fragmentumot (3,7-29. m. u.) kivdg-
tuk; a kapott vektort p142-12 jelzéssel ldttuk el. Végil
a kivant HindIIl/SsU-fragmentumot kl6noztuk az
M13mp18-ba, és ezzel készen 4llt a mutagenezisre. A
kapott klénok egyikén a Kunkel [Kunkel T. A., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 82, 488-492 (1985)] 4ltal leirt
médszer szerint, irdnyitott mutagenezist (site directed
mutagenesis) hajtottunk végre. A hexongén 188-194
kédonjait eltdvolitottuk, és helyiikre egy, csak egyszer
eléfordul Pmil-helyet vittiink be. A kapott kiént (167-
1) ezt kdvetSen Pmll-gyel hasitottuk, és egy duplaszi-
14, a Mycoplasma pneumoniae P1-fehérjének 914-928.
aminosavait kédolé oligonukleotidot iiltettiink be [Ina-
mine J. M. et al., Gene 73, 175-183 (1988)]. Ez az
inszercié a hexon fehérje 11. hurokjiban taldlhatd,
amely a virion kiilsG feliiletén helyezkedik el [Roberts
M. M. et al.,, Science 232, 1148-1151 (1986)]. A P1-
szekvencia tartalmaz egy epitdpot, amelyet a 301-es
monoklondlis antitest — eldallitasat a kovetkezdkben
frjuk le — felismer. A megvaltoztatott HindIIl/Sstl-frag-
mentumot a pl67-1-bdl izoldltuk, és az eredeti pEco
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RIA-AdS5 plazmidba visszakapcsoltuk. Az Ad-202 el6-
allitdsat a 2. 4brdn mutatjuk be.

2) A kiméra adenovirusra specifikus monoklondlis

antitest (MP301) elddllitdsa

a) Immunizdlds

A monoklondlis antitest el4llitas4t a standard eljérs-
soknak megfelelSen végeztiik el. Antigénként a Myco-
plasma pneumoniae M-129 (ATCC#29342) torzset hasz-
ndltuk. Egy tenyészt6-edényben torténé elszaporitss [Hu

P.C. etal., The Journal of Exp. Medicine /45, 1328-1343

(1977)] utén 3-szor mostuk PBS-sel, kinyertiik a Mycop-

lasma pneumoniae-t; és felvettiik 0,5 ml PBS-ben. Az im-

munizildshoz 10 pg antigént haszn4ltunk fel: hdrom, ko-

riilbeliil 6 hetes BALB/c nstény egeret immunizaltunk a

kovetkez§ vazlat szerint:

1. immunizélés: koriilbeliil 10 pg antigén egerenként
komplett Freund-féle adjuvénsban intraperi-
tonedlisan

2. immunizél4s: koriilbeliil 10 pug antigén egerenként
inkomplett Freund-féle adjuvénsban szub-
kutdn, az 1. immuniz4l4s utdn 3 héttel

3. immunizdlés: koriilbeliil 10 pg antigén egerenként
inkomplett Freund-féle adjuvénsban intrape-
ritonedlisan 2 héttel a 2, immunizal4s utdn

Egy héttel ezutdn szérumprébakat vettiink az ege-
rekbdl, és meghatdroztuk a szérum-titert. A legmaga-
sabb titert mutat6 egér farkdba intravénds injekci6val

10 pg antigént I6ttiink be; ennek az egérnek a 1épsejtje-

it 3 nap miilva kiszedtiik a hibridoma sejtekkel torténd

fiziéhoz.

b) Fizio

Kériilbeliil 10® 1épsejtet fizionaltattunk Kohler és
Milstein médszere szerint [Kohler és Milstein, (1975)]
PEG 4000 (50% szérummentes téptalajban) jelenlété-
ben koriilbeliil 108, az SP2/0 Agl4 (ATCC CRL-1581)
vonalba tartoz6 mielomasejttel. Ezekutdn a sejteket 2
hétig HAT-szelekci6s tdptalajban, ezt kovetéen HT-
tdptalajban, végiil normédl szaporit6 tdptalajban
(DMEM + 10% FCS + penicillin, sztreptomicin) te-
nyésztettiik. Radioimmunosorbent assay (RIA) segitsé-
gével kivdlogattuk az antitestet termel§ klénokat, a
Mycoplasma pneumoniae P1-fehérjével szembeni spe-
cificitist Western Blot analizissel hatdroztuk meg. A
monokl6nok fenntartdsdra a ,,Soft Agar” médszert al-
kalmaztuk.

¢) Az MP301 monoklondlis antitestek adenovirus

Ad-P202 semlegesité hatdsdnak vizsgdlata

Annak megillapitdsdra, vajon semlegesiti-e az
MP301 monoklondlis antitest a virus sejtfert6z6 képes-
ségét, az Ad-P202 titert egyszer antitest hozzdad4séval
(7 pg/ml), egyszer pedig anélkiil hatdroztuk meg, ahol
célsejtekként HeLa-sejteket (koriilbeliil 50% osszefo-
lyé 2%-os FCS/DMEM 96-lyuk-lemezen) alkalmaz-
tunk. Az Ad-P202-bdl higitdsi sorozatokat készitettiink,
¢s felvittiik a HeLa-titerlemezekre antitest hozzdad4sa-
val vagy anélkiil. A lemezeket 48 6rdn 4t 37 °C-on 5%
CO; mellett inkubaltuk, kristalyibolygval megszinez-
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tiik, és IC 50-re (,,inhibition concentration”= g4tlasi
koncentrdcid, koriilbeliil 50% sejt-lizis) vizsgaliuk. An-
titesttel és antitest nélkiil 1:2048 titert kaptunk.

d) MP301-polilizin-konjugdtumok elédllitdsa

A monoklonilis antitest polilizinhez torténé hozz4-
kapcsol4sdt Wagner és munkatérsai [Wagner E. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 3410-3414 (1990)], és
az EP-A1 388 758 szam\i nyilvdnossagra hozott eur6-
pai szabadalmi bejelentés 4ltal leirt médszer szerint
végeztiik el.

Az MP301 monoklonilis antitest 20,6 nmélj4t (3,3
mg) 1 ml 200 mM HEPES-ben pH 7,9 oldva, egy
5 mM etanolos SPDP (100 nmél) oldattal kezeltiik. 3
6rés szobahén tartds utdn a médositott antitestet Sep-
hadex G-25 oszlopon gélszdrtiik, ahol 19 nmél, 62
nm6! ditio-piridin-linkerrel médositott antitestet kap-
tunk. A médosftott antitestet 3-merkapto-propionattal
médositott polilizinnel (22 nmél, 4tlagos l4nchossz 300
lizin-monomer, FITC-vel markirozva, 56 nmé6l mer-
kapto-propionét-linkerrel médositva) 100 mM HEPES-
ben pH 7,9, argon-atmoszféraban reagdltattuk. A kon-
Jugdtumokat kationcserés-kromatografidval, egy Mono
S HRS- oszlopon (Pharmacia) izolaltuk. (Gradiens:
20-100% puffer. A puffer: 50 mM HEPES pH 7,9; B
puffer: A puffer + 3 M nétrium-klorid. A termékfrakci6
1,65 M és 2 M kozotti s6koncentriciondl jelent meg. A
HBS-sel (20 mM HEPES pH 7,3, 150 mM NaCl)
szembeni dializis 9,1 nmél MP301-b8l és 9,8 nmdl
polilizinbdl 4116 konjugdtumot eredményezett.

2. példa: Adenovirus-polikation-DNS-komplexek
segitségével végzett géntranszfer magasabb rendit
eukaridta sejtekbe

Ebben a példdban elvégzett kisérletek sorén specifi-
kus és nem specifikus komplex-komponensek kiilon-
b6z6 kombindciGinak azon képességét vizsgiltuk,
hogy be tudnak-e vinni egy riportergént HeLa- és mas
sejtekbe.

Komplexbe vittiik a DNS-t az antitesthez kapcsolt
polilizinnel oly médon, hogy 6 ug tisztitott pRSVL-
DNS-t HBS-ben (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH
7,3) 350 pl-re feltéltve meghigitottunk és 9,5 g
MP301pL-t ugyanebben a pufferben 150 pl-re feltolt-
ve, a kettt egyesitettiik. (A pRSVL a Photinus pyralis
luciferdz génjét tartalmazza, a Rous Sarcoma Virus
LTR Enhancer/Promoters kontrollja alatt [Uchida Y. et
al,, J. Biochem. 82, 1425-1433 (1977); De Wet J. et al.,
Mol. Cell. Biol. 7, 725-737 (1987)], Triton-X Lyse
Standard médszer szerint el64llitva [Maniatis T. et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory, 474 (1982)], amelyet CsCI/EtBr
egyenstilyi-réteggradiens centrifugdlds, butanolos szin-
telenités, és 10 mM Tris/HCI pH 7,5 + 1 mM EDTA-t
tartalmazé 350 pl HBS (150 mM NaCl, 20 mM HE-
PES pH 7,3) oldattal szembeni dializis kovet. Az anti-
testhez kapcsolt polilizin mennyiségét a szdmitott
mennyiségre alapoztuk, amely a bevitt DNS elektron-
semlegessé tételéhez sziikséges. Az antitest-polilizin-
nel komplexbe vitt DNS végsS koncentrdcidjat
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2 x 10!! DNS molekula/ml-re, HBS-sel t6rténd higitas-
sal dllitottuk be.

Az adenovirus P202-AdS végs6 koncentricidjat jég-
hideg, 2% FCS-sel kiegészitett DMEM-ben meghigitva
2 x 10" viruspartikula/ml-re 4llitottuk be. Antitest-polili-
2in-DNS-bé] és virusbdl azonos térfogatokat egyesitet-
tink és szobah6mérsékleten 30 percig inkubéltuk. A
géntranszfer szdméra célsejtekként HeLa-sejteket alkal-
maztunk, amelyeket 5% FCS-sel, 100 I. E. penicillin/ml-
rel és 100 pg sztreptomicin/ml-rel kiegészitett DMEM
taptalajban, 60 mm-es szovettenyészt§ csészékben sza-
poritottunk el (300 000 sejt). A HeLa-sejtekkel dsszeha-
sonlitisképpen a HBE1-, KB- (ATCC Nr. CCL 17) és
MRC-5-sejtvonalakat (ATCC Nr. CCl 171) is megvizs-
galtuk. A HBEI, egy légiiti sejtvonal sejtjeit F12-7X tdp-
talajban tenyésztettitk [Willumsen J. J. et al., Am. J.
Physiol. 256, C1033-C1044 (1989)]. A KB- és MRC-5-
sejteket 10%, hdvel inaktivalt FCS, 100 1. E. penicil-
lin/ml, 100 pig sztreptomicin/ml, 10 mM nem-esszencié-
lis aminosavak és 2 mM glutamin tartalmi DMEM tépta-
lajban tenyésztettiik.

A transzfekci6s tdptalaj alkalmazdsa el6tt a lemeze-
ket 30 percig hiitottik 4 "C-on, a téptalajt eltdvolitot-
tuk, 1 ml transzfekci6s téptalajt adtunk hozzijuk és a
sejteket 2 6rdn 4t 4 °C-on inkubadltuk. Ezt a 1épést
annak érdekében tettiik, hogy a DNS-komplexek meg-
kotése a sejteken anélkiil j6jjon 1étre, hogy mér interna-
lizdlédjanak. Ezutdn a kotési 1épés utdn a lemezeket
3-szor mostuk jéghideg 2% FCS/DMEM-ben, hogy a
nem kotédott reakcié-komponenseket a folyadékfazis-
sal eltavolitsuk. 2 ml jéghideg 2% FCS/DMEM hozz4-
addsa utdn hagytuk a lemezeket lassan felmelegedni.
Ezt kovetGen 16 Ordra termosztitba tettik azokat
(37 °C, 5% CO,). A riportergén kifejezGdésének méré-
sére sejtlizatumokat készitettiink, 6sszes fehérjére stan-
dardizéltuk és pontosan a Zenke éltal [Zenke M. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 3655-3659 (1990)]
leirtak szerint vizsgéltuk a luciferdz aktivitast. (A lumi-
nomeétert tigy kalibraltuk be, hogy egy pikogramm luci-
feraznak 50 000 fényegység feleljen meg.)

Egyesitettik a pRSVL-riporterplazmid-DNS-t az
adenovirus P202-Ad5-tel anélkiil, hogy elézleg a po-
lilizin-antitest konjugatummal komplexbe vittiik volna
(DNS + P202-Ad5). Tovdbb4d a pRSVL-DNS-t kom-
plexbe vittiik az antitesthez kapcsolt polilizinnel, speci-
fikus virus (DNS + MP301pL) jelenléte nélkiil vizsgal-
va, és ezt a két reakci6-tdptalajt egy olyan reakcié-
tdptalajjal hasonlitottuk Ossze, amelyik a komplex-
komponensek teljes kombinéci6jat tartalmazta (DNS +
MP301pL + P202-AdS). Ehhez hasonléan tanul-
ményoztuk a komplexek teljesitGképességét a gént-
ranszferben, ahol egy olyan specifikus antitestet
alkalmaztunk, amelyik a komplexképzés el6tt hokezel-
ve volt (45 °C, 30 perc) (DNS + MP301pL + P202-
Ad5). Osszehasonlité kisérleteket végeztiink, amely-
ben a specifikus adenovirus egy polilizinhez kapcsolt
antitest MP301pL és egy tizszeres moldris foloslegben
levs, polilizinhez nem-kapcsolt MP301 (DNS +
MP301pL + MP301 + P202-Ad5) jelenlétében, vagy az
MP301pL. és egy tizszeres moldris foloslegben levd,
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nem-kapcsolt irrelevans monoklondlis antitest Anti-Rat
IgG (DNS + MP301pL + anti-rat IgG + P202-AdS)
jelenlétében vett részt. Tovabbd a specifikus virussal
torténd inkubdcié el6tt a riporterplazmid-DNS-t nem-
konjugélt polilizinnek (4 pg) az antitesthez kapcsolt
polilizinnel ekvimoldris mennyiségével vittik kom-
plexbe (DNS + pL + P202-Ad5). A komplexképzési
reakci6t ugyanigy elvégeztiik az adenovirus WT 300
véltozattal, amelyikben az MP301 dltal felismert epitép
nincs jelen, mint a specifikus P202-Ad5 virussal. A
kisérleteket dsszesen haromszor végeztiik el. A kapott
eredményeket a 3. dbrdn mutatjuk be; az adatok az
4tlagértékeket + SEM jelentik. A vonalkdzott vizszintes
vonal mutatja a nem kezelt HeLa-sejtek héttér-lucife-
raz aktivitdsat.

Eredmények

Az adenovirus-polilizin-DNS komplexek kozveti-
tette géntranszfer teljesit6-képességének értékelésére a
szentjinosbogdr luciferdz gént k6dolé plazmidot alkal-
maztuk riporterként [De Wet J. et al., Mol. Cell Biol. 7,
725-737 (1987)]. A HeLa hamsejt vonalat hasznéltuk a
komplexekhez célsejtekként, mivel ezek a sejtek ren-
delkeznek az adenovirusokra sejtfelszini receptorok
egy definidlt populéci6jdval [Philipson L. et al., J.
Virol. 2, 1064-1075 (1968)]. Kombinécidban alkal-
mazva, ennek a konjugétum rendszemek a komponen-
sei a luciferdz riporter gént magas kifejez6dési szinten
kizvetitették (3. dbra). Kontroll kisérletek azt mutat-
tak, hogy az adenovirus nem emelte szignifikdnsan a
nem-komplexalt plazmid DNS-nek a célsejtbe torténd
sz4llitdsi kapacitdsat. A polilizin-monoklondlis antitest-
tel komplexben levé riporter DNS szintén nem szall{t6-
dott jelentSs mértékben a cél HeLa sejtekbe. Szoges
ellentétben ezzel, amikor a monoklonilis antitesthez
kotott DNS-t dsszehoztuk az epit6ppal ellatott adeno-
virussal, a kapott komplex magas szint génkifejez6-
dést kozvetitett. Ezt a hatdst megsziintette a virionok-
nak a komplexképzés el6tti hdvel torténd kezelése.
Mivel a h6vel torténd kezelés az adenovirusnak szelek-
tiven a felvételi funkci6jat teszi tonkre a virus szerke-
zeti integritdsanak meghagyésa mellett [Defer C. et al.,
J. Virol. 64, 3661-3673 (1990)], nyilvanval6, hogy az
adenovirus specifikus internalizlé funkci6i magukban
foglaljsk a komplexek géntranszfer kapacitdsdnak je-
lentSs komponensét. A kiméra adenovirus feliileti hete-
rol6g epitépjaért folytatott versengés a nem-lizinezett
specifikus monoklondlis antitestek kozdtt szintén
gyengitette a komplex 4ltal teljesitett netté génkifeje-
z6dést. Ez a hatds nem mutatkozott irrelevdns mono-
klon4lis antitest esetében. Tehdt a monoklondlis anti-
testhez kotott DNS és a megfelel adenovirus felileti
epitép kozotti specifikus kolcsonhatds fontos a komp-
lex dltal kozvetitett géntranszfer elsegitésében. Egy-
bevdgéan ezzel az eclképzeléssel, egy adenovirus,
amelynek hidnyzott a polilizin-antitest altal felismert
epitépja, nem volt képes olyan magas génkifejez6dés
kozvetitésére, amelyet olyan virussal értiink el, amely
rendelkezett ezzel az epitéppal. Tovabbd, polilizinnel
komplexalt DNS nem széllitédott jelentSs mért€kben a
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célsejtekbe az adenovirussal, jelezvén, hogy a komple-
xek géntranszfer kapacitdsa nem a DNS kondenzéci6-
Jan alapul, hanem az antitest kozvetitette riporter gén
és virion kozotti osszekapcsol6dis fiiggvénye.

3. példa: A géntranszfer szémdra optimdlis adenovi-

rus és antitest-polilizin/DNS ardny meghatdrozdsa

Az elvégzett kisérletekben, amelyeknek az eredmé-
nyeit a 4. 4brén mutatjuk be, az adenovirus-antitest-po-
lilizin/DNS-komplexeknek a HeLa-sejtekbe torténé
géntranszfert megvaldsit6 képességét vizsgdltuk a
komplex komponenseinek kiilénbsz6 ardnyai mellett.
A komplexképzési reakcitkat a 2. példdban megadott
médon végeztiik, azzal a kiilonbséggel, hogy
2,5% 10" - antitest-polilizin-konjugdtummal kom-
plexben levS — DNS molekul4t haszn4ltunk, amelyhez
a specifikus adenovirus P202-Ad5 kiilonboz6 mennyi-
ségeit alkalmaztuk. A sejtek szaporitdsa, a komplex
folvitele a sejtekre, a sejtek inkubdl4sa és a riportergén
kifejez6désének meghatdrozésa a 2. példdban lefrtak-
hoz hasonlé volt. Az adatok négy kiilonboz6 kisérlet
dtlagértékeit + SEM jelentik.

Eredmények

A plazmid DNS ¢&s a polilizin konjugdtumok kél-
csonhatdsa jelentGs szerkezeti véltozdsokat okoz a
DNS molekuldban, amelyet legjobban egy 80—100 nm
4tmérd;jd toroid struktirdba t6rténé kondenzaci6 jelle-
mez [Wagner E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88,
4255-4259 (1991)]. Az adenovirus 4tmérGje szintén
70-80 nm koériil van [Philipson L., Curr. Top. Microbi-
ol. Immunol. 109, 2 (1983)]. Kisérletileg értékelve azt
taldltuk, hogy az adenovirus bevitel a polilizin-antitest-
tel komplexben levé DNS moldris foloslegével a ripor-
ter gén kifejez6désében egy 4lland6 értéket (platd) ért
el egy-egy ardnyndl (4. dbra). Teh4t az optimdlis konju-
gdtum egy egyediili adenovirus-rokon doménbél és ve-
le kapcsolédva egy egyediili polilizin-antitest-DNS-
k&té doménbél 4ll.

4. példa: Adenovirus-polikation-DNS-komplexek

géntranszfer teljesitd-képességének meghatdrozdsa

A komplex limitdl6 higitm4nyait, amelyeket pon-
tosan a 2. példdban leirtak szerint 4llitottunk el§,
abbol a célbél vizsgaltuk, hogy mennyire hatékonyak
a riportergén kimutathaté kifejez6désének elGsegité-
sében HeLa-sejtekben. A komplexképzés utdna
komplex logaritmikus higitisait 2% FCS/DMEM-ben
készitettiik el. A kiilonb6z6 higitmanyok 1 ml alikvot
részét 60 mm-es tenyésztd-csészékre vittiik, amelyek
5x 10° HeLa-sejtet tartalmaztak. Egy6ras inkubilds
utdn (37 °C, 5% CO,) hozzdadtunk 3 ml 5%
FCS/DMEMe-et és a lemezeket tovébbi 16 6rdn ke-
resztiil ugyanazon kériilmények koézott inkubdltuk. A
riportergén kifejezGdésének meghatarozasét a 2. pél-
dandl leirtak szerint végeztiik el. Az 5. dbrdn meg-
adott luciferaz kifejez6dés értékek megfelelnek 3. és
4. kisérlet dtlagértékei + SEM-nek. A vonalkdzott viz-
szintes vonal mutatja a nem kezelt HeLa-sejtek hat-
tér-luciferdz aktivitasat.
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Eredmények

Az adenovirus-polilizin konjugitumok géntranszfe-
rének hatdsossdgat vizsgdltuk az optimalizdlt 1:1 ardny
mellett. A komplex logaritmikus higitmanyait adva a cél-
sejtekhez, az ennek megfelel§ logaritmikus csékkenést
kaptuk a riporter gén kifejez6désben (5. 4bra). 5 x 105
DNS molekula bevitele ezzel a vektor rendszerrel 5 x 10°
HelL a sejtbe, szignifikdnsan kimutathat6 szintet eredmé-
nyezett ariporter gén kifejez6désben. Tehat sejtenként 10
DNS molekula bevitele adenovirus-polilizin-DNS
komplex formdjdban kimutathat6 idegen gén kifejezd-
dést eredményezett. Ez feltGnG ellentétben 411 a DNS
kozvetitette géntranszfer vektorok 4ltal megkfvant beme-
né DNS mennyiségtSl, ahol 500 000 DNS molekuldra
van sziikség sejtenként [Felgner P. L. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84, 7413-7417 (1987); Felgner P. L. et
al., Proc. West. Pharmacol. Soc. 32, 115 (1989); Maurer
R. A.Focus 11,25 (1989)].

Az adenovirus-polilizin-DNS komplexek konfigu-
raciéjdban az adenovirus rész mind endoszéma felsza-
kit6 dgensként, mind a komplex ligandum doménje-
ként funkci6s szerepet tolt be. fgy teht a komplexek
egy adott célsejtre vonatkozé géntranszfer hatékonys4-
gdnak tiikrdznie kell az adenovirus sejtfeliileti recepto-
rok relatfv szimét. Mind a HeLa, mind a KB sejtvona-
lakrél tudott, hogy nagy mennyiségd adenovirus recep-
torral rendelkeznek [Philipson L. et al., J. Virol. 2,
1064-1075 (1968)], ennek megfelelSen az érzékenység
magas szintjét mutattdk az adenovirus-polilizin-DNS
komplexek titjan végzett géntranszfernek (6. 4bra). Ez-
zel ellentétben az MRC-5 [Precious B. és Russell W.
C., Virology: A practical approach, B. W, J. Mahy, ed.
(IRL Press, Oxford, Washington, DC) 193-205 (1985)]
és HBEI (nincs adat) sejteket jellemzd relative ala-
csony adenovirus receptor szdm titkr6z6dik a komple-
xekkel ezekbe a sejtekbe kozvetitett géntranszfer ala-
csonyabb szintjében.

5. példa: Adenovirust és humdn transzferrint tar-

talmazd kiméra komplexek elédllitdsa

A hédrmas komplexek — amelyek adenovirus- és
humén transzferrin-domének kombin4ci6j4t tartalmaz-
zdk — elGéllitaséra az egy epit6ppal elldtott adenovirust
P202-Ad5 (2,5 x10'0 partikula) 750 pl 2%
FCS/DMEM-ben higitottuk és a polilizinnel kapcsolt
monoklonilis antitesttel (2 ng MP301pLys) 250 pl
HBS-ben egyesitettiik. Az inkub4ci6t szobah6mérsék-
leten 30 percig végeztiikk. Ezutdn a pRSVL plazmid-
DNS-t (6 pg) 250 ul HBS-ben meghigitottuk, hozzdad-
tuk a keverékhez és tovdbbi 30 percig szobahdmérsék-
leten inkubaltuk. Az eredményiil kapott adenovirus-
polilizin-DNS  komplexekr6l feltételeztiik, hogy az
0Osszes polilizin-tartalom alapjdn nem teljesen konden-
zdlt DNS-t tartalmaznak. A DNS-kondenz4cié teljessé
tételére €s egy humdntranszferrinnek a komplexekbe
torténd bekebelezése érdekében, 250 pl HBS-ben meg-
higitott 9 pg humdn transzferrin-polilizin-konjugatu-
mot [Wagner E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87,
3410-3414 (1990)] adtunk az adenovirus-polilizin-
DNS-komplexekhez. Végiil 30 percig szobahdmérsék-
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leten inkub4ltuk. A kapott kiméra komplexekkel szo-
vettenyészetek sejtjeit inkubdltuk a lefrds szerint, hogy
a képz6dott komplexek specifikus kotSdését elérjiik
(4 "C-on 2 6ré4n 4t). Ezut4n a lemezeket 3-szor mostuk
jéghideg 2% FCS/DMEM-ben és 2 ml 2%
FCS/DMEM hozzéadé4sa utdn 16 6rdra termosztitba
(37 °C, 5% CO,) tettiik. A riportergén kifejez6désének
mérése az el6zGekben leirtak szerint tortént.

Eredmények

A molekuldris konjugdtum géntranszfer vektorok
specifikus internalizaci6jit a sejtfelszini receptorok
konjugdtum ligandum doménjének tropizmusa vezérli.
Az internaliziciét kovetSen a géntranszfer hatékonysa-
gdt korldtozza a konjugdtumbdl hidnyz6 specifikus me-
chanizmus a sejtvezikulum rendszerben torténé bent-
maradds elkeriilésére. Az adenovirus-polilizin-DNS
komplexek kihasznéljdk az adenovirus kozvetitette en-
dosz6ma felszakitdst a géntranszfer hatékonysdgénak
fokozasara. Ebben a specifikus konfigurdci6ban azon-
ban az adenovirus domén a konjugitum ligandum ré-
szeként is funkciondl, korldtozva ennek a vektornak a
hatésossdgat az adenovirus felszini receptorokat tartal-
maz6 célsejtekre. Az adenovirus endoszéma felszakité
képességének kihasznél4sdra, egy alternativ lehetdség-
ként olyan harmas komplexeket allitottunk 6ssze, ame-
lyek egy véltozé sejtfelszini ligandum részt tartalmaz-
tak egyiitt egy adenovirus résszel. Ebben az elrende-
zésben feltételeztiik, hogy az adenovirus rész kozveti-
tené az endosz6ma felszakitdst az internaliz4ci6 utdn
az adenovirus vagy a valtoz6 ligandum hatdsmechaniz-
musa szerint. Ennek az elképzelésnek az értékelésére,
olyan hirmas komplexeket 4llitottunk Ossze, amelyek
egy humin transzferrin ligandum domént egy adenovi-
rus doménnel egyiitt tartalmaztak. Ezeknek a kiméra
komplexeknek a géntranszfer hatékonysigit vetettiik
Ossze a humdn transzferrin-polilizin-DNS komplexek-
kel [Wagner E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87,
3410-3414 (1990)] és adenovirus-polilizin-DNS
komplexekkel HeLa sejtekben, egy olyan sejtvonalban,
amely adenovirus és transzferrin sejtfelszini receptoro-
kat egyarant tartalmazott [Heubers H. és Finch C.,
Physiol. Rev. 67, 520-582 (1987)]. A harmas komple-
xek jelentdsen magasabb riporter gén kifejezddést
eredményeztek, mint azok a konjugdtumok, amelyek
kizdr6lag transzferrin vagy adenovirus ligandum do-
ménekkel rendelkeztek (7A. 4bra). Ennek a novekedés-
nek a nagysdga nyilvdnvaléan nem a humén transzfer-
rin-polilizin-DNS komplexek plusz adenovirus-polili-
zin-DNS komplexek additiv hatdsdn alapszik. Mivel a
hdrmas komplexek az adenovirus vagy transzferrin t-
vonalon keresztiil internalizdlédhatnak, ez a nyilvanva-
16 egyiittmiikodés azt sugallja, hogy az adenovirus do-
mén mindkét ttvonalon elSsegiti a belépést, valészind-
leg az adenovirus kozvetitette endoszémalizis alapjdn.

A hdrmas komplex adenovirus doménje endoszéma
felszakit6 képességének szelektiv alkalmazdsat bemu-
tatand6, a kiméra komplexeket olyan sejtvonalakba
vittiik be, amelyek valtozé érzékenységet mutattak az
adenovirus-polilizin-DNS komplexckre (7B. dbra). A
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HBEI légzési hdmsejt vonal nagyon alacsony adenovi-
rus-polilizin-DNS kozvetitette géntranszfert mutat a
HeLa sejtekkel dsszevetve (6. dbra), tiikkrozve a relative
alacsony sejtfelszini adenovirus populécict, amely jel-
lemz4 erre a sejtvonalra. Ezzel ellentétben az adenovi-
rus-transzferrin hdrmas komplexek alkalmaz4sa a He-
La sejteknél l4tottakkal Osszehasonlithaté mértékd
génkifejez6dést eredményezett. Ennek a sejtvonalnak
az érzékenysége a hdrmas komplexek utjan végzett
géntranszferre egybevég azzal az elképzeléssel, hogy

~ az adenovirus domén a transzferrin dtvonalon interna-
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liz4lédik, ahol néveli a géntranszfert az endosz6mak
felszakitdsdnak el6segitésével. Tehdt megval6sithaté-
nak tdinik az adenovirus endoszomalitikus sajdtsdgdnak
szelektiv kihaszndldsa molekuldris konjugitum vekto-
rok tervezésénél, amelyek ezdltal rendelkeznek a sejt
vezikulum rendszerb6l val6 kiszabadulds a képességé-
vel. Miut4n részletesen leirtuk a jelen taldlményt, ért-
het§vé vilik, hogy a szakteriileten hasznélatos médsze-
rekkel az eljirdsnak szdmos, vele egyenértékd médoza-
ta val6sithaté meg ugyanigy, mint mas paraméterek-
kel, anélkiil hogy eltérnénk a talilmany vagy annak
bérmely megval6sitdsi formdja oltalmi korétdl.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy nukleinsavval komplex képzésére €s a neve-
zett nukleinsav magasabb rendd eukaridta sejtbe val6
bevitelére képes, egy internaliz4l6 faktort €s egy nukle-
insav-affin anyagot tartalmaz6 konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy az internalizalé faktor egy virus, amely
antitesten keresztiil immunolégiailag kotddik a nukle-
insav-affin anyaghoz, ahol a nevezett virus a konjugé-
tum/nukleinsav komplex alkotérészeként képes a sejt-
be torténd behatoldsra, és az endoszémak tartalmanak
— amelyekben a komplex a sejtbe 1épés utdn lokalizalva
van - a citoplazmaba torténé kibocsdtdsdra.

2. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy az antitest a nevezett virusnak egy olyan
fehérjéjéhez kotdik, amelyik a virus sejtbe torténd
behatoldsanak és az endoszémdk tartalma kibocsatdsa-
nak nativ funkci6jdban nem vesz részt.

3. Az 1. igénypont szerinti konjugdtum, azzal jelle-
mezve, hogy a virus egy adenovirus.

4. A 3. igénypont szerinti konjugétum, azzal jelle-
mezve, hogy az antitest egy, az adenovirus hexon régio-
jdban levé epitéphoz kotddik.

5. A 3. igénypont szerinti konjugatum, azzal jellemez-
ve, hogy az adenovirus egy kiméra virus, amely a hexon-
fehérjét kédolé szekvencidnak megfelelG 188-194. kodo-
nok helyén a Mycoplasma pneumoniae P1 fehérje 914
928. aminosavait kédol6 szekvenciat tartalmazza, €s hogy
az antitest immunoldgiailag a P1-régichoz kotodik.

6. A 2. igénypont szerinti konjugitum, azzal jelle-
mezve, hogy az antitest egy monoklonalis antitest.

7. Az 1. igénypont szerinti konjugétum, azzal jelle-
mezve, hogy a nukleinsav-affin anyag egy polikation.

8. A 7. igénypont szerinti konjugdtum, azzal jelle-
mezve, hogy a polikation polilizin.
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9. Egy nukleinsav és az 1. igénypont szerinti konju-
gatum komplexe.

10. A9. igénypont szerinti komplex, azzal jellemez-
ve, hogy a nukleinsav egy olyan génszerkezet, amely
egy terdpidsan aktiv gént tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti komplex, azzal jelle-
mezve, hogy a gén génterdpidban aktiv gén vagy gén-
szekcid.

12. A 10. igénypont szerinti komplex, azzal jellemez-
ve, hogy a génszerkezet egy olyan nukleinsav-szekvenci-
at tartalmaz, amelyb6l olyan RNS molekuldk irhaték 4t,
amelyek a sejtfunkcidkat specifikusan gétoljk.

13. A9. igénypont szerinti komplex, azzal jellemez-
ve, hogy a konjugdtum tartalmaz egy virust, amely
onmagéban (per se) egy internaliz4l$ faktor a maga-
sabb rendd eukariGta sejt szdmdra.

14. A 9. igénypont szerinti komplex, azzal jellemez-
ve, hogy a konjugdtum tartalmaz egy olyan virust,
amely 6nmagédban nem internaliz416 faktor a magasabb
rendi eukari6ta sejt szdmdra, és hogy a komplex tartal-
maz még egy internaliz4l6 faktort.

15. A 9. igénypont szerinti komplex, azzal jellemez-
ve, hogy tartalmaz még egy nukleinsav-affin anyaghoz
kotott internalizdlé faktorbél 4116 mdsodik konjugétu-
mot, nevezett internaliz4l6 faktor specifikus egy maga-
sabb rendd eukari6ta sejt egy feliileti receptordra, ahol
a virus konjugdtum és az internaliz4l6 faktor konjugs-
tum a nukleinsavval komplexben van.
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16. A 15. igénypont szerinti komplex, azzal jelle-
mezve, hogy a masodik konjugidtum nukleinsav-affin
anyaga egy polikation.

17. A 16. igénypont szerinti komplex, azzal jelle-
mezve, hogy a nevezett polikation polilizin.

18. A 16. igénypont szerinti komplex, azzal jelle-
mezve, hogy a méasodik konjugdtum internaliz4l6 fakto-
ra transzferrin.

19. Eljaras nukleinsav bevitelére magasabb rendi
eukaridta sejtekbe, amely a sejteknek a 9., 14. vagy 15.
igénypontok birmelyike szerinti komplexszel val6 ke-
zelésébdl 4ll.

20. Gyébgyszerkészitmény, amely hat6anyagként a
9., 14. vagy 15. igénypont szerinti komplexet és egy
gyogyszerészetileg elfogadhaté hordozét tartalmaz.

21. Transzfekci6s kit, amely a 9., 14. vagy 15.
igénypontok szerinti komplexek komponenseit kiilén-
4ll6 vagy részben kiilonall6 alkotérészekként tartal-
mazza.

22. Az 1. igénypont szerinti konjugdtum lényegében
ahogy itt lefrtuk hivatkozéssal a mellékelt példdkra.

23. Egy nukleinsav és egy konjugdtum komplexe
lényegében ahogy itt leirtuk hivatkozdssal a mellékelt
példékra.

24, Egy gy6gyszerkészitmény 1ényegében ahogy itt
leirtuk hivatkozéssal a mellékelt példdkra.

25. Egy transzfekci6s kit 1ényegében ahogy itt leir-
tuk hivatkozéssal a mellékelt példdkra.
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