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A/ Az éllatkisérletek soran hasznalt adenovirus alapt vektorrendszer humanizalasa.

B/ Az emberi GM-CSF-et kodolo adenovirus alapu vektor ,,klinikai mindségi” eléallitasa.
C/ Primer sejtvonalakat készitiink glioblasztomas betegekbdl eltavolitott daganatbol.

D/ Agydaganatos betegek vakcinalasa GM-CSF-et termeld, autolog daganatsejtekkel.

E/ Vakcinalt betegek klinikai tiineteinek nyomon kovetése.

F/ Az immunrendszer aktivacidjanak a nyomon kdvetése.

G/ Az eljarés hatasfokanak novelése dendritikus sejtekkel valdo kombinacio segitségével.

OSSZEGEZES

l.) Kialakitott aszeptikus laboratériumi részlegiinkben a szdvettenyésztésre alkalmazott
anyagaink ¢és eljardsaink alkalmasnak bizonyultak GM-CSF-t kdédolo, ,,nyers” Adeno 5
vektor virus eldallitdsara nagyobb (1700 ml) mennyiségben eldallitani 10"-10” TCID50/ml
titerrel.

2.) Az altalunk eléallitott progeny vektor virion pool-ok ,.elsd,, €s ,,masodik™ passzasai nem
tartalmaztak infectiv Adeno 5 viriont, azaz passzalasuk alkalmaval nem tortént a vektor
virusok genomjaban back mutacio.

3.) Az altalunk eléallitott virion pool-ok ,.els6” ¢és ,,masodik” passzazsainak biztonsagi
vizsgalatai soran Kkideriilt, hogy azok mentesek barmely aerob, anaerob baktérium
Mycobacterium tuberculosis, és mikroszkopikus gomba, Mycoplasma, Chlamydia,
Hepatitis B és C virus, Cytomegalovirus, Herpes simlex virus 1 és 2. tipusatol és nem
tartalmaznak pyrogén anyagot.

4.) Ezek alapjan az altalunk eldallitott, s GM-CSF-t kodolo, vektor Adeno 5 virionok ,,els6”
és ,masodik” poolozott passzazsa felhasznalhat6 oltévirusként ipari, vagy
laboratoriumi méretit vektor virusok eléallitasara, vagy tovabbi tisztitas és
koncentralasnak alavetve therapias célra is felhasznalhato.

A project soran eldallitott virusanyagot tovabbi hasznositas céljara atadjuk az Orszagos Joliot-
Curie Sugarbiologiai Intézetnek.

1. a.) Aszeptikus koriilmények kozott, H-293 MS 2 permissive sejtkulturakban 1700 ml
GM-CSF-t kodolo Adeno 5 progeny” vektor viriont allitottunk el6.
Az Orszéagos Joliot-Curie Sugérbioldgiai Intézetbdl Dr. Safrany Géza projektvezetd tur
bocsatotta rendelkezésiinkre az un. ,,permissive” - koncentralt és tisztitott- vektor virus
inokulumot és a szaporitasukra alkalmas H-293 MS 2 permissive sejtkultarat (2x0,5 ml).
Az inokulum mennyiségének limitalt volta, valamint a passage-k soran esetleg fellépd
mutaciok, netan ,,jarulékos fertdzések ellendrzésére”, elsOsorban ezzel az inokulummal
fert6zott sejtekben szaporitot progeny virionok anyagat hasznaltuk, s ,.1.passage” jel6léssel
kiilon taroltuk €s ellendriztiik az igy eldallitott egyes sarzsokat.
Az l.passage-bol szarmazo6 vektor virionokbdl szaporitottuk tovabb a vektor virusok egyes
sarzsait, s ,,2.passage” jeloléssel taroltuk és ellendriztiik dket.




A back mutansok ellendrzésére, valamint a mikrotitrator lemezekben végzett virustitralasok
moddszerének kidolgozasara a Hep 2 sejtkulturat és a tisztitott és koncentrélt ,,vad” Adeno 5
virust a SZOTE Mikrobiologiai Intézetébdl, Prof. Pusztai Rozaliatol szereztiik be.

1. b.) A ,,Progeny” vektor virionokat 14 részletben (sarzs) allitottuk elé, 600 ml-es T-
flaskakban kifejlesztett, 3-4 napos permissive (293-as) monolayer kultardkban. Hét esetben
a Dr. Safrany témavezeto urtol kapott 0.1 ml inokulummal (1.passage), hét esetben pedig az
ebbdl a passage-bol szdrmaz6,2—2 ml-es inokulummal fertézott permissive monolayerekben
(2.passage).
Két 6ran at 37°C-on adszorbedltuk a monolayereket az inokulummal, steril PBS-¢l mostuk,
majd 75 ml - steril és pyrogén mentes - 5% GIBCO fetal calf szérumot tartalmazé SIGMA
RPMI mediummal t6ltottiik fel a fert6zott tenyészeteket és 37°C-on 5%-o0s CO, atmoszféran
inkubaltuk az intenziv cytopathogén hatds (5-7 nap) megjelenéséig. Ekkor -70°C-on
lefagyasztottuk a fert6zott tenyészeteket, s ezen a hdmérsékleten taroltuk.

2.) Meghataroztuk a progeny vektor virionok titerét permissive H-293 MS 2 sejtkulturak
mikrotitrator tenyészeteiben, amit atlagosan 10" TCIDsy/ ml -nek talaltunk.
(A TCID50 meghatirozasara a vitalis neutralvorés festésnél sokkal érzékenyebb
1odonitrotetrazolium kloridos festést (1) alkalmaztuk, ami csak az érintetlen dehydrogenaz
enzimaktivitassal rendelkezd, ép sejtekben alakul at oldhatatlan, vords szinli csapadékka. Ez
teszi rendkiviil pontossd a virustitralasok végpontjainak megallapitasat, mivel a fert6zés
kovetkeztében karosodott sejtek nem festhetok meg ezzel az eljarassal.)

Az L.sz. Foton a vektor virionok titralasat mutatjuk be H-293 MS 2 , permissive” mikrotitrator
tenyészetekben, a IL.sz. Foton pedig a hasonl6 koriilmények kozott Hep 2 sejtekben szaporitott
,»vad” Adeno 5 virionok titralasat Hep 2 mikrotitrator tenyészetekben,” terazoliumos festéssel”.

3.) Ellendriztiik a tizennégy 75 ml-es ,,sarzs”-ban eldallitott 1. és 2.passage-bél szarmazo
progeny vektor virion készitmények tisztasagat, négy - négy parhuzamos Oxoid dextrose
tryptone broth (code: CM73)-ban, illetve Oxoid anaerostatban, 5% birka voOrOsvértestet
tartalmazo véresagar taptalajon (Code :AN 25 és BR 42 catalyst), 0.5 - 0.5 ml inokulumot
alkalmazva, aerob, illetve anaerob mikrobak kimutatasara, 37°C-on, 5 napig inkubalva.
(2).

Mikroszkopikus gombak és éleszt6k kimutatdsara is, sarzsonként 4 - 4 Sabouraud
liquid médiumra oltassal (code: CM147) és 5 napos inkubalassal jartunk el. (2)

4.) A vektor virion ,,sarzsok” ,jarulékos,, virusfertozottségét Vero sejtkulturdkban kifejtett
cytopathogén hatasuk alapjan ellenériztiik, mely kozismerten ¢érzékeny human
enterovirusok és herpesvirusok kimutatasara.

A 3. és 4. pontok ellenorzései soran valamennyi vektor virus sarzsot - baktérium és
mikroszkopikus gomba - sterilnek, illetve jarulékos virusfertozéstol mentesnek talaltuk és
két (,,1.” és ,,2.”passage-bol szarmazo) pool-ba egvesitettiik.

5.) A tovabbi ellendrzo vizsgalatokat ezekrdl az egyesitett vektor virion pool-okbol
végeztiik.

5. a.) A Chlamydia (trachomatis, psittaci és pneumoniac) antigén Kimutatast az ANTSZ —ben
hivatalosan bevezetett ELISA modszerével végeztiik el (3., 4.), s a vektor virion pool-okat
chlamydia mentesnek talaltuk.



5. b.) A Mycoplasma pneumoniae kimutatist ugyancsak az ANTSZ-ben hivatalosan
bevezetett tenyésztési eljarassal hajtottuk végre (5.),s a vektor virion pool-okat myco
plasma mentesnek talaltuk.

erer

es (non permissive) Hep 2 monolayer kulturakban és/vagy mikrotitrator tenyészetek ben,
majd ezt kdvetden permissive sejtek mikrotitrator tenyészeteiben ellendriztiik.

(A Hep 2 monolayereket 1 ml, a Hep 2 mikrotitrator tenyészeteket pedig 0.1 ml ,,tomény”
progeny vektor virion ,,1” és ,,2” passage-javal fertdztiik, s 5 napig 37°C-on inkubaltuk.
Mivel a vektor virion fert6zés ezalatt ,,hatdrozatlan cytopathogén™ hatast idézett elé (III. sz.
Foto) az igy eldallitott virion subcultirdt H-293 MS 2 mikrotitrator tenyészetekben
»~ismételten megtitraltuk” a Hep 2 sejtek tomény és kiilonbozd higitasu feliiliszdjaval)
(IV. sz. Foto).

E ,masodik”, un. permissive sejtkultirakban egyetlen esetben sem észleltiink
cytopathogén hatast, sem az ,,1”,sem a ,,2”’passage-bol szarmazo progeny vektor virion
pool-okban. Ez kizarja a GM-CSF-t kddolo Adeno 5 vektor virus back mutacidjanak
valésziniiségét, mind a tisztitott és koncentralt inokulumban, mind pedig az ,,1” és ,,
2”passage-bdl szairmazo, 2 ml-es inokulummal eléallitott sarzsok esetében. (Ugyanis,
hasonlé koriilmények kozott, nem festddo és jellegzetes cytopathogén hatés alakul ki a vad
virussal fert6zott non permissive Hep 2/C sejtekben.)(V.sz. Foto).

5. d.) Az altalunk eldallitott vektor(,,1”. és ,,2”.passage) virion pool-ok pyrogenitiasat a
SIGMA-ALDRICH Kft. modszerével ellendriztiik.
Pozitiv kontrollként a Sigma 210-A 1 E-Toxate reagens kit-jét alkalmaztuk (Procedure No.
210), mely rendkiviil érzékeny kiilonbozd plazmdk, s egyéb folyadékok endotoxin
tartalmanak meghatarozasara.
Pozitiv kontrolunk esetében a pyrogenitas végpontja 0,25 NE/ml endotoxin volt. Az ilyen
érzékenységli pyrogenitasi teszttel, a koncentralt (nem higitott) ,,1” és ,,2” vektor virion
pool-ok ¢és kiilonb6zd, 1:2 alapu higitasai negativnak bizonyultak.
Ezek alapjan allithatjuk, hogy a GM-CFS-t kodolo, altalunk eléallitott progeny vektor
virion pool-ok pyrogén mentesek.

5. e.) Cytomegalo virus jelenlétét az ,,1”. és ,,2”.passage-bol szairmazo progeny vektor
virion pool-okban PCR médszerrel ellendriztiik (6) Dr. Pusztai R6za professzor asszony
segitségével, az un. nested-PCR modszerrel.

Sem az eredeti, koncentralt Sugéarbiologiai Intézettdl rendelkezésiinkre bocsatott,(1.sz.
minta) sem pedig a vele permisszive 293 sejtkulturaban eldallitott progeny virionokban (2,
3, és 4. sz. minta) nem volt jelen kimutathaté Cytomegalovirus.(Lasd: I.sz. Tablazat).

5. f.) Vektorvirus Adeno 5 tipusanak biztonsagi molekularis bioldgiai vizsgalata PCR
modszerrel
Mind az eredeti, Sugérbioldgiai Intézetbdl szarmazo, koncentralt, Adeno 5 tipusti vektor
,01t0 virusban(1.sz. minta), mind az ezzel a 293 sz. kompetens sejtek monolayereiben
eléallitott ,,elsé passzdzsdban” (2.sz. minta), és ,,masodik passzazsiaban™ (3. .sz. minta)
leellendriztik a Szegedi Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Orvos ¢és
Gyogyszerésztudomanyi Centrum Klinikai Mikrobioldgiai €s Diagnosztikai Intézetében (Dr.
Dedk Judit docens asszony segitségével) Arthus és Roche kittekkel a Chlamydia



trachomatis, a Hepatitis B ¢és C, a Cytomegalovirus, az Enterovirusok, a Herpes simplex 1 €s
2. tipusai,valamint a Mycobacterium tuberculosis nukleinsavainak jelenlétét .

A felsorolt korokozok valamennyi esetében negativ eredményt kaptunk. ( I.sz. Tablazat)
(Az errol sz0olo tanusitvanyt csatoljuk).
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A GM-CFS-t k6dolé6 ADENO 5 vektor virus biztonsagi vizsgalata
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MINTAK EREDERTE:

1./ Sugarbiologiai Intézetbdl kapott eredeti, koncentralt vektor virus /2 x 0,5 ml /

2./ Az eredeti minta els6 passzazsa 293 szamu permissziv szovetkultiran / 920 ml pool /

3./ A 2. sz. minta Gjabb /masodik/ passzazsa 293 szamu permissziv szovetkulturan / 850 ml pool /

4./ Az eredeti minta mas sarzsbol szarmazo elsO passzdzsa 293 szamu permissziv szévetkultaran / 850 ml /

JELMAGYARAZAT:
t: tenyésztéssel nyer eredmény, p: PCR technikaval kapott eredmény
vt: Vero szovetkulturan végzett tenyésztés
sa: Sigma-Aldrich pyrogenitési teszt




