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Beschreibung
Fachgebiet

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet der Biotechnologie im Allgemeinen und insbesondere auf
komplementierende Zelllinien auf Adenovirusbasis.

Hintergrund

[0002] Typischerweise miissen Vektor und Verpackungszellen aneinander angepasst werden, so dass sie
alle notwendigen Elemente aufweisen, aber sie haben keine Uberlappenden Elemente, die durch Rekombina-
tion zu replikationskompetenten Viren fuhren. Daher kénnen die fiir eine ordentliche Transcription des Verpa-
ckungskonstrukts notwendigen Sequenzen heterologe regulatorische Sequenzen sein, die zum Beispiel von
anderen Human-Adenovirus(Ad)-Serotypen, nichthumanen Adenoviren, anderen Viren, wie unter anderem
SV40, Hepatitis-B-Virus (HBV), Rous-Sarkom-Virus (RSV), Cytomegalievirus (CMV) usw., oder von héheren
Eukaryonten, wie Saugern, abgeleitet sind. Im Allgemeinen umfassen diese Sequenzen einen Promotor, En-
hancer und Polyadenylierungssequenzen.

[0003] PER.C6 (ECACC-Hinterlegungsnummer 96 022 940) ist ein Beispiel fur eine Zelllinie ohne Sequenz-
Uberlappung zwischen dem Verpackungskonstrukt und dem adenoviralen Vektor (Fallaux et al., 1998). Rekom-
binante Viren auf der Basis von Untergruppe-C-Adenoviren, wie Ad5 und Ad2, kdnnen auf diesen Verpa-
ckungszellen effizient vermehrt werden. Die Erzeugung und Vermehrung von Adenoviren aus anderen Sero-
typen, wie Untergruppe-B-Viren, hat sich auf PER.C6-Zellen als schwieriger erwiesen. Wie jedoch in der Eu-
ropaischen Patentanmeldung 00 201 738.2 beschrieben ist, kdnnen rekombinante Viren auf der Basis von Un-
tergruppe-B-Virus Ad35 durch Cotransfektion eines Expressionskonstrukts, das die Sequenzen des friihen Be-
reichs 1 von Ad35 (Ad35-E1) enthalt, hergestellt werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass auf Ad35 basierende
Viren, deren E1A-Sequenzen deletiert wurden, auf PER.C6-Zellen effizient replizieren. Die E1A-Proteine von
Ad5 komplementieren also Ad35-E1A-Funktionen, wahrend wenigstens ein Teil der E1B-Funktionen von Ad35
notwendig sind. Diese Serotyp-Spezifitdt in E1B-Funktionen wurde vor kurzem auch fiir rekombinante Ad7-Vi-
ren beschrieben. In einem Versuch, von Untergruppe-B-Virus Ad7 abgeleitete rekombinante Adenoviren zu er-
zeugen, waren Abrahamsen et al. (1997) nicht in der Lage, E1-deletierte Viren auf 293-Zellen ohne Kontami-
nierung mit Wildtyp(wt)-Ad7 zu erzeugen. Bei Viren, die nach der Plaquereinigung auf 293-ORF6-Zellen
(Brough et al., 1996) herausgesucht wurden, wurde gezeigt, dass sie Ad7-E1B-Sequenzen durch nichthomo-
loge Rekombination eingebaut haben. Die effiziente Vermehrung von rekombinanten Ad7-Viren erwies sich
also nur in Gegenwart von Ad7-E1B-Expression und Ad5-E4-ORF6-Expression als moglich. Die E1B-Proteine
wechselwirken bekanntlich mit zellularen sowie viralen Proteinen (Bridge et al., 1993; White, 1995). Moéglicher-
weise ist der zwischen dem E1B-55K-Protein und E4-ORF6 gebildete Komplex, der notwendig ist, um den
mRNA-Export von viralen Proteinen zu erhdhen und den Export der meisten zellularen mRNAs zu hemmen,
entscheidend und in irgendeiner Weise serotypspezifisch.

Beschreibung der Erfindung

[0004] Die vorliegende Erfindung stellt neue Verpackungszelllinien bereit, die auf anderen Serotypen als Vi-
ren der Untergruppe C, wie Serotypen aus der Untergruppe B, basierende rekombinante Adenoviren, wie Ade-
novirus Typ 35, komplementieren kénnen.

[0005] Ineinem Aspekt stellt die Erfindung Verpackungszelllinien bereit, die auf einem Serotyp der Untergrup-
pe B, vorzugsweise des Serotyps 35, basierendes rekombinantes Adenovirus komplementieren kénnen. Der
Ausdruck "auf einem Adenovirus basierend oder davon abgeleitet" bedeutet, dass eine Nucleinsdure verwen-
det wird, die einer Nucleinsaure entspricht, die man in diesem Serotyp findet. Die verwendete Nucleinsaure
kann durch PCR-Klonierung oder andere in der Technik bekannte Verfahren abgeleitet sein.

[0006] In einem Aspekt der Erfindung sind die neuen Verpackungszellen von primaren diploiden humanen
Zellen abgeleitet, wie unter anderem primaren humanen Retinoblasten, primaren humanen embryonalen Nie-
renzellen oder primaren humanen Amniocyten. Eine Transfektion von primaren Zellen oder Derivaten davon
mit dem Adenovirus-E1A-Gen allein kann eine unbeschrankte Vermehrung (Immortalisierung) induzieren, flhrt
aber nicht zu einer vollstdndigen Transformation. Die Expression von E1A fuhrt jedoch in den meisten Fallen
zu einer Induktion von programmiertem Zelltod (Apoptose), und gelegentlich wird eine Immortalisierung erhal-
ten (Jochemsen et al., 1987). Eine Coexpression des E1B-Gens ist erforderlich, um eine Induktion der Apop-
tose zu verhindern, und damit eine vollstdndige morphologische Transformation stattfindet (Ubersicht bei
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White, 1995). Daher werden in einem Aspekt der Erfindung primare humane Zellen oder Derivate davon durch
Expression von Adenovirus-E1-Proteinen einer anderen Untergruppe als Untergruppe C, vorzugsweise Unter-
gruppe B, besonders bevorzugt Adenovirus Typ 35, transformiert. Die kombinierte Aktivitdt der E1A- und
E1B-Proteine etabliert ein unbestimmtes Wachstum der Zellen und ermdéglicht eine Komplementierung von re-
kombinanten Adenoviren.

[0007] Die vollstandige morphologische Transformation von primaren Zellen durch Adenovirus-E1-Gene ist
das Ergebnis der kombinierten Aktivitdten der Proteine, die von den E1A- und E1B-Bereichen codiert werden.
Die Rollen der verschiedenen E1-Proteine bei der lytischen Infektion und bei der Transformation wurden aus-
fuhrlich untersucht (Ubersicht bei Zantema und van der Eb, 1995; White, 1995, 1996). Die Adenovi-
rus-E1A-Proteine sind fiir die Transformation von primaren Zellen wesentlich. Die E1A-Proteine Gben diese
Wirkung durch eine direkte Wechselwirkung mit mehreren zellulédren Proteinen aus, die an der Regulation der
Transcription beteiligt sind. Dazu gehéren die pRB-Proteinfamilie, p300/CBP und TATA-Bindungsprotein. Au-
Rerdem erhoht E1A die Konzentration an p53 in den Zellen. In Abwesenheit von Adenovirus-E1B-Aktivitat fihrt
der Anstieg der p53-Konzentrationen zur Induktion von Apoptose. Beide Proteine, die vom E1B-Bereich codiert
werden, wirken durch verschiedene Mechanismen der Induktion von Apoptose entgegen. E1B-21K scheint der
Apoptose in ahnlicher Weise wie Bcl-2 Gber eine Wechselwirkung mit den Effektorproteinen, die im Apoptose-
weg nachgeschaltet sind, entgegenzuwirken (Han et al., 1996), wahrend E1B-55K Uber eine direkte-Wechsel-
wirkung mit p53 funktioniert. Es ist wichtig, dass der molekulare Mechanismus, durch den die E1B-55K-Prote-
ine von Ad2 und 5 (Untergruppe C) und Ad12 (Untergruppe A) in der Fahigkeit, p53 zu neutralisieren, funktio-
nieren, unterschiedlich sein kann. Wahrend Ad5-E1B-55K stark an p53 bindet und der Komplex sich im Cyto-
plasma lokalisiert, bindet Ad12-E1B-55K nur schwach an p53, und beide Proteine sind im Zellkern lokalisiert
(Zantema et al., 1985; Grand et al., 1999). Beide Proteine hemmen jedoch die Transaktivierung anderer Gene
durch p53 (Yew und Berk, 1992).

[0008] In Nagerzellen ist die Aktivitat von E1A zusammen mit entweder E1B-21K oder 55K fiir eine volle
Transformation ausreichend, obwohl die Expression beider E1B-Proteine zusammen doppelt so effizient ist
(Rao et al., 1992). Bei menschlichen Zellen jedoch scheint die Aktivitat des E1B-55K-Proteins wichtiger zu
sein, da man beobachtet, dass E1B-55K flir die Etablierung von transformierten Zellen unverzichtbar ist (Gal-
limore, 1986). Beispiel 6 dieses Patents beschreibt die Bildung von plG270. In diesem Konstrukt werden die
Ad35-E1-Gene ausgehend vom hPGK-Promotor exprimiert, und die Transcription wird durch HBVpA abgebro-
chen. Der hPGK-Promotor bildet ein Hincll-EcoRI-Fragment der von Singer-Sam et al. (1984) beschriebenen
Promotorsequenz. Das HBVpA befindet sich in einem BamHI-Bglll-Fragment des Hepatitis-B-Virus-Genoms
(Simonsen und Levinson, 1583; siehe auch Genbank HBV-AF090841). Wie bereits erwahnt, kénnen die Pro-
motor- und Polyadenylierungssequenzen der in dieser Erfindung beschriebenen E1-Expressionskonstrukte
auch aus anderen Quellen stammen, ohne von der Erfindung abzuweichen. AuRerdem kénnen auch andere
funktionelle Fragmente der oben erwahnten hPGK- und HBVpA-Sequenzen verwendet werden.

[0009] Die Funktionalitdt von plG270 wurde durch Transformation von primaren Babyratten-Nierenzellen
(BRK-Zellen) gezeigt. Ein Vergleich mit einem &quivalenten Ad5-E1-Expressionskonstrukt lehrte, dass
Ad35-E1-Gene bei der Transformation dieser Zellen weniger effizient sind. Dasselbe zeigte sich bei den
E1-Genen von Ad12 (Bernards et al., 1982).

[0010] Es ist unklar, welches oder welche E1-Proteine den Unterschied in der Transformationseffizienz von
E1-Sequenzen bestimmt, den man bei Adenoviren aus verschiedenen Untergruppen beobachtet. Im Falle von
Ad12 lieBen Transfektionsstudien mit chimarischen E1A/E1B-Genen vermuten, dass die Effizienz der Trans-
formation von BRK-Zellen durch die E1A-Proteine bestimmt wird (Bernards et al., 1982). Im Folgenden wird
gezeigt, dass das E1B-55K-Protein serotypspezifische Funktionen enthalt, die fiir die Komplementierung von
E1-deletierten Adenoviren notwendig sind. Wenn diese Funktionen mit der Regulation der mRNA-Verteilung
oder einer anderen spaten viralen Funktion zusammenhangen, ist es unwahrscheinlich, dass diese an der
Transformationseffizienz beteiligt sind.

[0011] Eine Analyse der funktionellen Domanen in den Ad2- oder Ad5-E1B-55K-Proteinen unter Verwendung
von Insertionsmutanten hat gezeigt, dass Funktionen, die mit der viralen Replikation, spaten Proteinsynthese
und dem Ausschalten von Wirtsproteinen zusammenhangen, nicht auf spezifische Doméanen beschrankt, son-
dern entlang dem Protein verteilt sind (Yew et al., 1990). Unter Verwendung derselben Gruppe von Mutanten
zeigte sich, dass die fur die Wechselwirkung mit p53 und E4-Orf6 wichtigen Domanen restringierter sind. Ne-
ben einem gemeinsamen Bindungsbereich (Aminosauren 262 bis 326) wurde die p53-Bindung durch die Mu-
tationen bei Aminosaure 180 beeinflusst, und die E4-Orf6-Bindung wurde durch Mutationen bei Aminosaure
143 beeinflusst (Yew und Berk, 1992; Rubenwolf et al., 1997).
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[0012] Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass es schwierig ist, die mit der Transformation
(p53-Bindung) und der spaten Proteinsynthese (Orf6-Bindung) zusammenhangenden E1B-55K-Funktionen zu
trennen.

[0013] Die Erfindung offenbart neue E1-Konstrukte, die die hohe Effizienz der Transformation von einem Se-
rotyp mit der serotypspezifischen Komplementierungsfunktion eines anderen Serotyps kombiniert. Diese neu-
en Konstrukte werden verwendet, um primare humane embryonische Retinoblastenzellen und humane Amni-
ocyten zu transformieren.

[0014] In einem anderen Aspekt der Erfindung sind die transformierenden E1-Sequenzen von verschiedenen
Serotypen abgeleitet. Wie in der Europaischen Patentanmeldung 00201738.2 offenbart ist, sind Ad35-E1-Se-
quenzen in der Lage, Babyrattennieren(BRK)-Zellen zu transformieren, wenn auch mit einer geringeren Effizi-
enz, als man sie bei Ad5-E1-Sequenzen beobachtet. Dies wurde auch fiir die E1-Sequenzen von Ad12 beob-
achtet (Bernards et al., 1982). Daher werden in diesem Aspekt der Erfindung primare diploide humane Zellen
oder ihre Derivate mit einem chimarischen E1-Konstrukt transformiert, das aus einem Teil der E1-Sequenzen
eines Serotyps, der eine effiziente Transformation von primaren humanen Zellen oder Derivaten davon ermég-
licht, und einem Teil der E1-Sequenzen eines anderen Serotyps besteht, wobei die E1-Sequenzen fir die se-
rotypspezifischen E1B-Funktionen sorgen, die eine effiziente Vermehrung von E1-deletierten Viren dieses Se-
rotyps ermaoglichen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform dieses Aspekts der Erfindung ist der E1A-Bereich
von einem Untergruppe-C-Adenovirus abgeleitet, wie unter anderem Ad5, und die E1B-codierenden Sequen-
zen sind von einem alternativen Adenovirus, insbesondere von einem Adenovirus der Untergruppe B, insbe-
sondere von Adenovirus Typ 35, abgeleitet. E1B-21K-codierende Sequenzen kénnen auch chimarisch sein
und sowohl Untergruppe C als auch Untergruppe B codierende Sequenzen umfassen. Vorzugsweise umfas-
sen alle oder die meisten E1B-21K Untergruppe-C-codierende Sequenzen. In einer besonders bevorzugten
Ausfuhrungsform sind die E1A-codierenden Sequenzen und die E1B-21K-codierenden Sequenzen von einem
Untergruppe-C-Adenovirus, wie unter anderem Ad5, abgeleitet. In einer Ausfihrungsform umfasst die Zelle
weiterhin E1B-55k-codierende Sequenzen, die vorzugsweise, sofern sie nicht mit den 21K-codierenden Se-
quenzen Uberlappen, von einem Adenovirus der Untergruppe B, insbesondere von Adenovirus Typ 35, abge-
leitet sind. In einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform sind alle E1-codierenden Sequenzen von
einem Untergruppe-C-Adenovirus, wie unter anderem Ad5, abgeleitet, abgesehen von wenigstens dem Teil
der E1B-55K-codierenden Sequenzen, der fur die serotypspezifische Komplementierung einer alternativen
Adenovirus-Untergruppe, insbesondere Adenovirus-Untergruppe B, insbesondere Adenovirus Typ 35, not-
wendig ist. Die Erfindung stellt auch eine Verpackungszelllinie bereit, bei der die primaren diploiden humanen
Zellen oder Derivate davon mit einem chimarischen Adenovirus-E1-Konstrukt transformiert sind, das einen Teil
einer ersten Adenovirus-E1-codierenden Sequenz eines ersten Adenovirus-Serotyps, die eine effiziente
Transformation von primaren humanen Zellen und Derivaten davon ermdglicht, und einen Teil einer zweiten
Adenovirus-E1-codierenden Sequenz eines zweiten Adenovirus-Serotyps umfasst, wobei die zweite Adenovi-
rus-E1-codierende Sequenz fiir die serotypspezifische Adenovirus-E1B-Funktionen sorgt, die eine effiziente
Vermehrung von rekombinanten Adenovirus-E1-deletierten Viren des zweiten Adenovirus-Serotyps ermdégli-
chen. Vorzugsweise ist der erste Adenovirus-Serotyp ein Untergruppe-C-Adenovirus, und der zweite Adenovi-
rus-Serotyp ist ein Untergruppe-B-Adenovirus, insbesondere Adenovirus Typ 35. In einer Ausfihrungsform
umfasst die Verpackungszelllinie der Erfindung bovines Adenovirus E1B-55k. Eine solche, bovines E1B-55k
exprimierende Zelllinie ist besonders gut geeignet, um hohe Ausbeuten eines komplementierten bovinen re-
kombinanten Adenovirus zu erhalten.

[0015] Die primaren diploiden humanen Zellen oder ihre Derivate werden durch Adenovirus-E1-Sequenzen
transformiert, die entweder funktionell mit einem DNA-Molekul verknlpft sind oder sich auf zwei getrennten
DNA-Molekilen befinden. In letzterem Fall tragt ein DNA-Molekiil wenigstens einen Teil der E1-Sequenzen
des Serotyps, der die effiziente Transformation ermdglicht, und das zweite DNA-Molekdl tragt wenigstens ei-
nen Teil der Sequenzen, die fiir die serotypspezifische Komplementierung notwendig sind. Bereitgestellt wird
auch ein Hybridkonstrukt, das E1-Sequenzen des Serotyps, der die effiziente Transformation erméglicht, und
E1-Sequenzen eines anderen Serotyps, der fir die serotypspezifische Komplementierung notwendig ist, um-
fasst. Die Sequenzen, die fiir eine serotypspezifische Komplementierung sorgen, kdnnen selbstverstandlich
auch weitere Aktivitadten enthalten, die zur Transformation beitragen. Vorzugsweise umfassen die Sequenzen,
die eine effiziente Transformation ermdglichen, E1A. Vorzugsweise umfassen diese Sequenzen und die Se-
quenzen, die fir die serotypspezifische Komplementierung notwendig sind, vorzugsweise E1B-Sequenzen.
Besonders bevorzugt umfassen die Sequenzen, die eine effiziente Transformation ermdglichen, E1A- und
E1B-21K-Sequenzen, und die Sequenzen, die fur die serotypspezifische Komplementierung notwendig sind,
umfassen E1B-55K-Sequenzen. Bereitgestellt werden auch Zellen, die mit einem solchen Hybridkonstrukt
transformiert sind. Solche Zellen kénnen glnstigerweise fir die Vermehrung von rekombinantem E1-deletier-
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tem Adenovirus des anderen Serotyps verwendet werden. Selbstverstandlich ist es auch mdglich, beide Funk-
tionen von E1-Sequenzen auf getrennten Konstrukten bereitzustellen. In allen Aspekten sind die Sequenzen
funktionell mit regulatorischen Sequenzen verknipft, die die Transcription und Translation der codierten Pro-
teine ermoglichen. Vorzugsweise umfasst eine Verpackungszelle der Erfindung weiterhin eine DNA, die we-
nigstens E4-orf6 eines Adenovirus der Untergruppe B, vorzugsweise Adenovirus Serotyp 35, codiert. Vorzugs-
weise ist das E4-orf6 von dem anderen Serotyp abgeleitet. Vorzugsweise umfasst die Zelle E1B-55K und
E4-orf6 desselben Serotyps wie der rekombinante Vektor, der vermehrt/komplementiert oder in anderer Weise
produziert werden soll.

[0016] In einem anderen Aspekt der Erfindung werden neue Verpackungszellen beschrieben, die von
PER.C6 (ECACC-Hinterlegungsnummer 96022940; Fallaux et al., 1998) abgeleitet sind und Ad35-E1-Sequen-
zen enthalten, die in ihr Genom integriert sind. Diese Ad35-E1-Sequenzen befinden sich in einer funktionellen
Expressionscassette, enthalten aber vorzugsweise keine Sequenzen, die mit Sequenzen lberlappen, welche
in dem rekombinanten viralen Vektor vorhanden sind. Vorzugsweise besteht die funktionelle Expressionscas-
sette aus einem heterologen Promotor und einem Polyadenylierungssignal, das funktionell mit Ad35-E1-Se-
quenzen verknupft ist. Insbesondere sind die Ad35-E1-codierenden Sequenzen funktionell mit dem humanen
Phosphoglycerat-Gen-Promotor (hPGK) und Hepatitis-B-Virus-Polyadenylierungssignal (HBV-pA) verknipft.
Vorzugsweise umfassen Ad35-E1-codierende Sequenzen die codierenden Bereiche der E1A-Proteine und die
E1B-Promotorsequenzen, die mit den E1B-codierenden Sequenzen bis einschlieRlich dem Stopcodon des
E1B-55K-Proteins verknupft sind. Vorzugsweise umfassen die Ad35-E1-Sequenzen Nucleotid 468 bis Nucle-
otid 3400 der Ad35-Wildtypsequenz. Um transfizierte Zellen selektieren zu kénnen, muss ein dominanter Se-
lektionsmarker, wie zum Beispiel das neo-Gen, in den Expressionsvektor eingebaut werden, oder der
Ad35-Expressionsvektor wird mit einem getrennten Expressionsvektor, der die Expression des Selektionsma-
kers vermittelt, cotransfiziert. In beiden Fallen wird der Selektionsmarker in das zellulare Genom integriert. Es
kdnnen auch andere Ad5-E1-transformierte Zelllinien, wie 293 (Graham et al., 1977) und 911 (Fallaux et al.,
1996), oder etablierte humane Zelllinien, wie A549-Zellen, verwendet werden, ohne von der vorliegenden Er-
findung abzuweichen.

[0017] In einem anderen Aspekt der Erfindung werden von PER.C6 abgeleitete Zellen beschrieben, die funk-
tionelle Ad35-E1B-Sequenzen exprimieren. In einer Ausfihrungsform werden die Ad35-E1B-codierenden Se-
quenzen vom E1B-Promotor angetrieben und durch ein heterologes Polyadenylierungssignal, wie unter ande-
rem HBVpA, terminiert. In einer bevorzugten Ausfihrungsform werden die Ad35-E1B-codierenden Sequenzen
von einem heterologen Promotor, wie unter anderem dem hPGK-Promotor oder dem Promotor des Verlange-
rungsfaktors 1a (EF-1a), angetrieben und durch ein heterologes pA-Signal, wie unter anderem HBVpA, termi-
niert. Diese Ad35-E1B-Sequenzen umfassen vorzugsweise die codierenden Bereiche des E1B-21K- und des
E1B-55K-Proteins, die sich zwischen den Nucleotiden 1611 und 3400 der Wildtyp(wt)-Ad35-Sequenz befin-
den. Besonders bevorzugt umfassen die Ad35-E1B-Sequenzen die Nucleotide 1550 bis 3400 der wt-Ad35-Se-
quenz. In einer ganz besonders bevorzugten Ausfliihrungsform umfassen die E1B-Sequenzen die codierenden
Sequenzen des E1B-55K-Gens, die sich zwischen den Nucleotiden 1916 und 3400 der wt-Ad35-Sequenz be-
finden. In einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform fehlt einer Verpackungszelllinie oder einer Zell-
linie der Erfindung eine funktionelle codierende Sequenz fir E1B-21k. Solche Zelllinien produzieren im Allge-
meinen signifikant mehr rekombinantes Adenovirus als E1B-21K-positive Zelllinien.

[0018] Die Erfindung stellt weiterhin ein Verfahren zum Komplementieren eines rekombinanten Adenovirus
bereit, wobei das Verfahren das Bereitstellen einer Verpackungszelllinie oder einer Zelllinie gemaR der Erfin-
dung mit dem rekombinanten Adenovirus und das Kultivieren der Zelle, um eine Komplementierung zu ermég-
lichen, umfasst. In einer bevorzugten Ausfuihrungsform umfasst das Verfahren weiterhin das Ernten des kom-
plementierten rekombinanten Adenovirus. Vorzugsweise ist das rekombinante Adenovirus von Adenovirus Un-
tergruppe B abgeleitet. Besonders bevorzugt ist das rekombinante Adenovirus von Adenovirus Serotyp 35 ab-
geleitet.

[0019] In einem andren Aspekt stellt die Erfindung ein rekombinantes Adenovirus bereit, das durch ein Ver-
fahren der Erfindung oder mit einer Verpackungszelle der Erfindung erhalten wird. Ein solches Adenovirus
kann im Wesentlichen frei von kontaminierendem Wildtyp-Adenovirus oder replikationskompetentem Adeno-
virus erhalten werden. Solche rekombinanten Adenoviruspraparate sind sehr gut fir die Verabreichung von
therapeutischen Sequenzen an somatische Gewebe in vivo zum Beispiel in einer gentherapeutischen Situation
geeignet. Bevorzugt sind rekombinante Adenoviren, die eine Deletion von Nucleinsaure umfasst, welche we-
nigstens ein Protein des E1-Bereichs codiert. Vorzugsweise umfasst ein solches Adenovirus weiterhin eine De-
letion einer Nucleinsaure, die wenigstens ein Protein des E3-Bereichs codiert. Vorzugsweise umfasst ein sol-
ches Adenovirus weiterhin eine Deletion einer Nucleinsaure, die wenigstens ein Protein des E4-Bereichs co-
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diert. Vorzugsweise umfasst ein solches Adenovirus weiterhin eine Deletion einer Nucleinsaure, die wenigs-
tens ein E4-Orf6-Protein codiert. Aus diesem Grund gibt die Erfindung auch die Verwendung eines rekombi-
nanten Adenovirus der Erfindung fir die Herstellung eines Medikaments an.

[0020] Der hier verwendete Ausdruck "E1B-55K-Protein" bedeutet das Protein, das vom E1B-Bereich in ei-
nem Adenovirus-Serotyp codiert wird, der in diesem Serotyp eine ahnliche Funktion aufweist, wie sie vom
E1B-55K-Protein von Ad5 ausgelibt wird.

[0021] Der hier verwendete Ausdruck "E1B-21K-Protein" bedeutet das Protein, das vom E1B-Bereich in ei-
nem Adenovirus-Serotyp eingeschlossen wird, der in diesem Serotyp eine 8hnliche Funktion aufweist, wie sie
vom E1B-19K-Protein von Ad5 ausgetibt wird. Dieselbe Terminologie gilt fir die Sequenzen, die diese Proteine
codieren. Wenn von Ad35-E1-Sequenzen von einem angegebenen Nucleotid bis zu Nucleotid 3400 die Rede
ist, ist "bis einschlieRlich Nucleotid 3400" gemeint.

[0022] Zelllinien, die den Gegenstand dieser Erfindung bilden, sind unter anderem fiir die Produktion von re-
kombinanten Adenoviren geeignet, die fir die Gentherapie und Impfung vorgesehen sind. Die Zelllinien, die
von Zellen menschlichen Ursprungs abgeleitet sind, eignen sich auch fir die Herstellung von humanen rekom-
binanten therapeutischen Proteinen, wie unter anderem humanen Wachstumsfaktoren, humanen Antikdrpern.
Aulerdem eignen sich die Zelllinien auch fir die Herstellung von anderen humanen Viren als Adenovirus, wie
unter anderem Influenzavirus, Herpes-simplex-Virus, Rotavirus, Masernvirus.

[0023] Ein bevorzugtes Derivat von primaren, diploiden humanen Zellen ist die PER.C6-Zelllinie
(ECACC-Hinterlegungsnummer 960022940).

[0024] Es unterliegt dem Kdnnen des Fachmanns, fur Proteine zu sorgen, die eine gleichartige Funktion ha-
ben wie das Adenovirus-E1-Protein, von dem in diesem Dokument die Rede ist. Zum Beispiel kann ein funkti-
oneller Teil bereitgestellt werden, und/oder ein- Derivat mit einer gleichartigen, wenn auch nicht unbedingt
gleich intensiven Funktion kann bereitgestellt werden.
Kurzbeschreibung der Figuren

[0025] Fig. 1: Balkendiagramm, das den Prozentsatz von Serumproben zeigt, die bei jedem getesteten hu-
manen Wildtyp-Adenovirus positiv in Bezug auf Neutralisation reagierten (siehe Beispiel 1 wegen einer Be-
schreibung des Neutralisationsassays).

[0026] Fig. 2: Graphik, die das Fehlen einer Korrelation zwischen dem VP/CCID50-Verhaltnis und dem Pro-
zentsatz der Neutralisation zeigt.

[0027] Fig. 3: Balkendiagramm, das den Prozentsatz von Serumproben zeigt, die eine neutralisierende Akti-
vitat gegenuber einer Auswahl von Adenovirus-Serotypen zeigt. Die Seren stammten von gesunden Freiwilli-
gen aus Belgien und dem Vereinigten Kdénigreich.

[0028] Fig. 4: Balkendiagramm, das den Prozentsatz von Serumproben zeigt, die eine neutralisierende Akti-
vitat gegenuber den Adenovirus-Serotypen 5, 11, 26, 34, 35, 48 und 49 zeigt. Die Seren stammten aus finf
verschiedenen Orten in Europa und den Vereinigten Staaten.

[0029] Fig. 5: Sequenz von humanem Adenovirus Typ 35.

[0030] Fig. 6: Karte von pAdApt35IP1.

[0031] Fig. 7: Schematische Darstellung der zum Aufbau von pWE.Ad35.pIX-rITR unternommenen Schritte.
[0032] Fig. 8: Karte von pWE.Ad35.pIX-rITR.

[0033] Fig. 9: Karte von pRSV.Ad35-E1.

[0034] Fig. 10: Karte von PGKneopA.

[0035] Fig. 11: Karte von pRSVpNeo.
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Karte von pRSVhbvNeo.

Karte von pIG.E1A.E1B.

Karte von plG135.

Karte von plG270.

Karte von pBr.Ad35.leftITR-pIX.
Karte von pBr.Ad35.leftITR-pIXAE1A.
Karte von pBr.Ad35.A21K.

Karte von pBr.Ad35.A55K1.

Karte von pBr.Ad35ASM.
Schematische Darstellung von Ad35-E1A/E1B-Deletionskonstrukten.
Karte von plG.35BL.

Karte von pRSVneo4.

Karte von plG35Bneo.

Karte von plG35.55K.

Karte von plG535.

Karte von plG635.

Karte von plG735.

Karte von pCC271.

Karte von pCC535s.

Karte von pCR535E1B.

Karte von pCC2155s.

Karte von pCC536s.

Karte von plG536.

Karte von pBr.Ad35.PRn.

Karte von pBr.Ad35.PRnAES3.

: Karte von pWE.Ad35.pIX-rITRAES.

: Ausrichtung der Aminosauresequenzen von E1B-21K (A) und E1B-55K (B) in pCC536s mit

wtAd5- und wtAd35-Sequenzen.

[0063]

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

Die Erfindung wird unter Verwendung der folgenden veranschaulichenden Beispiele naher erlautert.
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Beispiele
Beispiel 1
Hochdurchsatz-Assay zum Nachweis einer neutralisierenden Wirkung in humanem Serum

[0064] Um ein Screening einer grolien Menge an humanem Serum auf das Vorhandensein neutralisierender
Antikorper gegen alle Adenovirus-Serotypen zu ermdglichen, wurde ein automatisierter Assay fir 96 Napfe
entwickelt.

Humane Seren

[0065] Eine Gruppe von 100 Personen wurde ausgewahlt. Freiwillige (50% mannlich, 50% weiblich) waren
gesunde Individuen mit einem Alter zwischen 20 und 60 und ohne Einschrankungen hinsichtlich der Rasse.
Alle Freiwilligen unterschrieben ein Einverstandnisformular. Personen, die berufsmafRig mit der Adenovi-
rus-Forschung zu tun haben, wurden ausgeschlossen.

[0066] Etwa 60 ml Blut wurde in trockene Réhrchen abgezogen. Innerhalb von 2 h nach der Probennahme
wurde das Blut 10 min lang mit 2500 U/min zentrifugiert. Etwa 30 ml Serum wurden in Polypropylenréhrchen
Ubertragen und gefroren bei —20 °C bis zur Weiterverwendung aufbewahrt.

[0067] Serum wurde aufgetaut und 10 min lang bei 56 °C durch Warme inaktiviert und dann aliquot aufgeteilt,
um wiederholte Gefrier-/Tau-Zyklen zu vermeiden. Ein Teil wurde zur Herstellung von funf Stufen von zweifa-
chen Verdunnungen in einem Medium (DMEM, Gibco BRL) in einer Menge, die zum Fullen von etwa 70 Platten
mit je 96 Napfen ausreichend war, verwendet. Aliquote Teile von unverdiinnten und verdiinnten Seren wurden
in Platten mit tiefen Napfen (Format mit 96 Napfen) pipettiert und unter Verwendung eines programmierten Pla-
teMate als aliquote 100-pl-Teile Platten mit 96 Napfen zudosiert. Auf diese Weise wurden die Platten nach dem
unten aufgefuhrten Schema mit acht verschiedenen Seren in duplo (100 pl/Napf) beladen:

S1/2|S1/4 | S1/8 |S1/16|S1/32|S5/2 | S5/4 | S5/8 |S5/16|55/32 | - -

S1/2 | S1/4 | S1/8 |S1/16|51/32| S5/2 | S5/4 | S5/8 |S5/16(S5/32 | - -

S2/2 | S2/4 | S2/8 |S2/16(|S2/32| S6/2 | S6/4 | S6/8 |S6/16{S6/32 | - -

S2/2 | S2/4 | S2/8 |S2/16|S2/32|S6/2 | S6/4 | S6/8 |S6/16|S6/32 | - -

S3/2 | S3/4 | S3/8 |S3/16|S3/32|S7/2 | S7/4 57/8 S7/16|57/32 | - -

S3/2 | S3/4 | S3/8 |{S3/16|S3/32|S7/2 | S7/4 | S7/8 |S7/16|S7/32| - -

S4/2 | S4/4 | S3/8 |S3/16(S3/32|S8/2 [ S8/4 | S8/8 |S8/16|S8/32 | - -

S4/2 | S4/4 | S3/8 |S3/16(S3/32|S8/2 | S8/4 | S8/8 |S8/16|S8/32 | - -

[0068] Wahrend S1/2 bis S8/2 in den Spalten 1 und 6 ein Mal verdiinnte Seren darstellen, stellen Sx/4, Sx/8,
Sx/16 und Sx/32 die zweifachen seriellen Verdiinnungen dar. Die letzten Platten enthielten auch vier Napfe,
die mit 100 pl fetalem Kalbsserum als Negativkontrolle befiillt waren. Die Platten wurden bis zur Weiterverwen-
dung bei -20 °C gehalten.

Herstellung von humanem Adenovirus-Ausgangsmaterial

[0069] Prototypen aller bekannten humanen Adenoviren wurden in T25-Kolben, die mit PER.C6-Zellen (Fal-
laux et al., 1998) beimpft waren, inokuliert und nach vollstandiger CPE (cytopathischer Wirkung) geerntet.
Nach einem Gefrieren/Auftauen wurden 1-2 ml der rohen Lysate zum Inokulieren eines T80-Kolbens mit
PER.C6-Zellen verwendet, und das Virus wurde bei vollstandiger CPE geerntet. Der Zeitrahmen zwischen der
Inokulierung und dem Auftreten der CPE sowie die Virusmenge, die zum Reinfizieren einer neuen Kultur erfor-
derlich war, variierte zwischen den Serotypen. Adenovirus-Ausgangsmaterialien wurden durch Gefrieren/Auf-
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tauen hergestellt und zum Inokulieren von 3-4 T175-cm?-Dreischichtkolben mit PER.C6-Zellen verwendet.
Beim Auftreten der CPE wurden Zellen durch ein Ritteln des Kolbens geerntet, sedimentiert, und Virus wurde
isoliert und mittels eines zweistufigen CsCl-Gradienten wie folgt gereinigt. Zellsedimente wurden in 50 ml eines
Puffers aus 10 mM NaPO, (pH-Wert 7,2) geldst und bei —20 °C eingefroren. Nach Auftauen bei 37 °C wurden
5,6 ml Natriumdeoxycholat (5% Gew./Vol.) zugegeben. Die L6sung wurde vorsichtig gemischt und 5-15 min
lang bei 37 °C inkubiert, um die Zellen vollstéandig zu lysieren. Nach einem Homogenisieren der Lésung wurden
1875 pl 1 M MgCl, zugegeben. Nach der Zugabe von 375 pl DNase (10 mg/ml) wurde die L6sung 30 min lang
bei 37 °C inkubiert. Zellriickstdnde wurden durch ein 30minltiges, bei RT ohne Bremse erfolgendes Zentrifu-
gieren bei 1880 x g entfernt. Der Uberstand wurde anschlieBend durch Extraktion mit Freon (3x) von Proteinen
gereinigt. Der geklarte Uberstand wurde auf einen mit 1 M Tris/HCI gepufferten Casiumchlorid-Blockgradienten
(Bereich: 1,2/1,4 g/ml) aufgegeben und 2,5 h lang bei 10 °C mit 21 000 U/min zentrifugiert. Die Virusbande wird
isoliert, wonach eine zweite Reinigung mittels eines mit 1M Tris/HCI gepufferten kontinuierlichen Gradienten
von 1,33 g/ml Casiumchlorid durchgefiihrt wurde. Das Virus wurde dann 17 h lang bei 10 °C mit 55 000 U/min
zentrifugiert. Die Virusbande wird isoliert, und Saccharose (50% Gew./Vol.) wird bis zu einer Endkonzentration
von 1% zugegeben. Uberschiissiges Casiumchlorid wird durch Dialyse (drei Mal 1 h bei Raumtemperatur) in
Dialyse-Objekttragern (Slide-a-lizer, Ausschlussgrenze 10 000 kDa, Pierce, USA) gegen 1,51 PBS, erganzt mit
CaCl, (0,9 mM), MgCl, (0,5 mM) und eine steigende Saccharosekonzentration (1, 2, 5%) entfernt. Nach der
Dialyse wird das Virus aus dem Slide-a-lizer entfernt, wonach es in Portionen von 25 und 100 pl aliquot aufge-
teilt wird, wonach das Virus bei -85 °C aufbewahrt wird.

[0070] Zur Bestimmung der Anzahl Viruspartikel pro Milliliter werden 50 pl der Viruscharge gemaf der Be-
schreibung von Shabram et al. (1997) in einen Hochdruck-Flissigchromatographen (HPLC) aufgegeben. Viren
wurden unter Verwendung eines von 0 bis 600 mM reichenden NaCl-Gradienten eluiert. Wie in Tabelle | ge-
zeigt, variierte die NaCl-Konzentration, bei der die Viren eluiert wurden, signifikant zwischen den Serotypen.

[0071] Die meisten humanen Adenoviren vermehrten sich in PER.C6-Zellen mit einigen Ausnahmen gut. Die
Adenovirustypen 8 und 40 wurden in 911-E4-Zellen (He et al., 1998) gezlichtet. Gereinigte Ausgangsmateria-
lien enthielten zwischen 5 x 10" und 5 x 10'2 Viruspartikel/ml (VP/ml; siehe Tabelle I).

Titration von gereinigten humanen Adenovirus-Ausgangsmaterialien

[0072] Adenoviren wurden in PER.C6-Zellen titriert, um die Virusmenge zu bestimmen, die erforderlich ist, um
einen vollen CPE innerhalb von 5 Tagen, der Zeitdauer des Neutralisationsassays, zu erhalten. Dazu wurden
100 pl Medium in jeden Napf von Platten mit 96 Napfen dosiert. 25 pl Adenovirus-Ausgangsmaterialien, die um
10%, 105, 10°® oder 107 Mal vorverdiinnt waren, wurden in die 2. Langsreihe einer Platte mit 96 Napfen gegeben
und durch ein 10maliges Herauf- und Herunterpipettieren vermischt. Dann wurden 25 pl von der 2. Langsreihe
in die 3. Langsreihe Ubertragen und erneut vermischt. Dies wurde bis zur 11. Langsreihe wiederholt, wonach
25 pl aus der 11. Langsreihe verworfen wurden. Auf diese Weise wurden ausgehend von einem vorverdiinnten
Ausgangsmaterial serielle Verdiinnungen in 5er-Schritten erhalten. Dann wurden 3 x10* PER.C6-Zellen
(ECACC-Hinterlegungsnummer 96022940) in einem 100-pl-Volumen zugegeben, und die Platten wurden funf
oder sechs Tage lang bei 37 °C, 5% CO, inkubiert. Die CPE wurde mikroskopisch Gberwacht. Zur Berechnung
der eine 50-%ige Hemmung der Zellkultur bewirkenden Dosis (CCID50) wurde das Verfahren von Reed und
Muensch verwendet.

[0073] Parallel wurden identische Platten eingerichtet, die mittels des MTT-Assays (Promega) analysiert wur-
den. Bei diesem Assay werden lebende Zellen durch eine kolorimetrische Farbung quantifiziert. Dazu wurden
20 pl MTT (7,5 mg/ml in PBS) in die Napfe gegeben und 2 h lang bei 37 °C, 5% CO,, inkubiert. Der Uberstand
wurde entfernt, und 100 pl einer 20:1-Lésung von Isopropanol/Triton-X100 wurden in die Napfe gegeben. Die
Platten wurden 3-5 min lang auf einen Schiittler flir 96 Napfe gegeben, um ausgefallenes angefarbtes Material
I6slich zu machen. Die Extinktion wurde bei 540 nm und bei 690 nm (Hintergrund) gemessen. Mit diesem As-
say kénnen Napfe mit fortschreitender CPE oder voller CPE unterschieden werden.

Neutralisationsassay

[0074] Platten mit 96 Napfen mit verdiinnten Proben von humanem Serum wurden bei 37 °C, 5% CO, aufge-
taut. Adenovirus-Ausgangsmaterial, das auf 200 CCID50 pro 50 pl verdiinnt war, wurde hergestellt, und
50-pl-Aliquote wurden zu den Langsreihen 1-11 der Platten mit Serum gegeben. Die Platten wurden 1 h lang
bei 37 °C, 5% CO,, inkubiert. Dann wurden allen Napfen 50 ul PER.C6-Zellen mit 6 x 10°%ml zudosiert und 1
d lang bei 37 °C, 5% CO,, inkubiert. Der Uberstand wurde mit frischen Pipettenspitzen fiir jede Querreihe ent-
fernt, und 200 pl frisches Medium wurde allen Napfen zugegeben, um toxische Wirkungen des Serums zu ver-
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meiden. Platten wurden weitere 4 Tage lang bei 37 °C, 5% CO,, inkubiert. Darlber hinaus wurden parallele
Kontrollplatten mit verdinnten positiven Kontrollseren, die in Kaninchen erzeugt wurden und flr jeden zu tes-
tenden Serotyp spezifisch waren, in Duplikat in den Langsreihen A und B und mit dem negativen Kontrollserum
(FCS) in den Langsreihen C und D eingerichtet. Auch in jeder der Langsreihen E-H wurde eine Titration wie
oben beschrieben in Schritten von fiinffachen Verdinnungen durchgeftihrt, wobei mit 200 CCID50 eines jeden
zu testenden Virus begonnen wurde. Am 5. Tag wurde eine der Kontrollplatten mikroskopisch und mit dem
MTT-Assay analysiert. Der experimentelle Titer wurde anhand der mikroskopisch betrachteten Kontroll-Titrati-
onsplatte berechnet. Wenn gefunden wurde, dass die CPE vollstandig war, d.h. die erste Verdinnung in dem
mittels MTT analysierten Kontroll-Titrationsexperiment zeigt einen klaren Zelltod, wurden alle Assayplatten ver-
arbeitet. War dies nicht der Fall, wurde der Assay fir einen bis mehrere Tage fortgesetzt, bis vollstandige CPE
erkennbar war, wonach alle Platten verarbeitet wurden. In den meisten Fallen wurde der Assay am 5. Tag be-
endet. Bei Ad1, 5, 33, 39, 42 und 43 wurde der Assay sechs Tage lang und bei Ad2 acht Tage lang stehen
gelassen.

[0075] Eine Serumprobe wird als nicht neutralisierend betrachtet, wenn bei der héchsten Serumkonzentration
im Vergleich zu den Kontrollen ohne Serum ein maximaler Schutz von 40% zu sehen ist.

[0076] Die Ergebnisse der Analyse von 44 Prototyp-Adenoviren gegen Serum von 100 gesunden Freiwilligen
sind in Fig. 1 dargestellt. Wie erwartet, war der Prozentwert der Serumproben, die neutralisierende Antikorper
gegen Ad2 und Ad5 enthielten, sehr hoch. Dies galt auch fiir die meisten der Adenoviren mit kleineren Num-
mern. Uberraschenderweise enthielt keine der Serumproben neutralisierende Antikérper geben den Adenovi-
rus-Serotypen 35. Auch die Zahl der Personen mit neutralisierenden Antikdrper-Titern gegeniber den Seroty-
pen 26, 34 und 48 war sehr niedrig. Daher weisen rekombinante, E1-deletierte Adenoviren auf der Grundlage
von Ad35 oder einem der anderen, oben erwahnten Serotypen im Vergleich zu rekombinanten Vektoren auf
der Grundlage von Ad5 mit Bezug auf die Clearance der Viren durch neutralisierende Antikérper einen wichti-
gen Vorteil auf.

[0077] Darlber hinaus werden Vektoren auf der Grundlage von Ad5, bei denen (Teile der) Kapsidproteine, die
in die immunogene Antwort des Wirts einbezogen sind, durch die entsprechenden (Teile der) Kapsidproteine
von Ad35 oder einen der anderen Serotypen ersetzt sind, weniger oder sogar gar nicht von der grofen Mehr-
heit der humanen Seren neutralisiert.

[0078] Wie aus Tabelle | hervorgeht, war das VP/CCID50-Verhaltnis, das aus den Viruspartikeln pro ml und
dem fir jedes Virus in den Experimenten erhaltene CCID50 hochgradig variabel und reichte von 0,4 bis 5 log.
Dies wird wahrscheinlich durch verschiedene Infektionseffizienzen von PER.C6-Zellen (ECACC-Hinterle-
gungsnummer 96022940) und Unterschiede der Replikationseffizienz der Viren verursacht. Weiterhin kénnen
Unterschiede bei Chargenqualitaten eine Rolle spielen. Ein hohes VP/CCID50-Verhaltnis bedeutet, dass zum
Erhalt eines CPE in 5 Tagen mehr Virus in die Napfe gegeben wurde. Folglich kann das Ergebnis der Neutra-
lisationsuntersuchung einen systematischen Fehler aufweisen, weil mehr (inaktive) Viruspartikel die Antikdrper
abschirmen kénnten. Um zu Uberprifen, ob dieses Phanomen aufgetreten war, wurde das VP/CCID50-Ver-
haltnis gegen den Prozentwert der im Assay als positiv ermittelten Serumproben aufgetragen (Eia. 2). Das Di-
agramm zeigt klar, dass es keine negative Korrelation zwischen der Menge der Viren im Assay und der Neu-
tralisation im Serum gibt.

Beispiel 2

Die Pravalenz der Neutralisierungsaktivitat (NA) auf Ad35 ist in humanen Seren von verschiedenen geogra-
phischen Orten gering

[0079] In Beispiel 1 haben wir die Analyse der Neutralisierungsaktivitat (NA) in humanen Seren aus einem
Ort in Belgien beschrieben. Bemerkenswerterweise wurde bei einer Testgruppe von 44 untersuchten Adeno-
virus-Serotypen ein Serotyp, Ad35, bei keinem der untersuchten 100 Seren neutralisiert. Darliber hinaus wur-
de gefunden, dass wenige Serotypen, Ad26, Ad34 und Ad48, bei 8 % oder weniger der getesteten Seren neu-
tralisiert wurden. Diese Analyse wurde weiterhin auf andere Serotypen von Adenoviren ausgedehnt, die zuvor
nicht untersucht wurden, und wurde unter Verwendung einer Auswahl von Serotypen aus dem ersten Scree-
ning auch auf Seren von verschiedenen geographischen Orten ausgedehnt.

[0080] Dazu wurden Adenoviren vermehrt, gereinigt und in dem in Beispiel 1 beschriebenen CPE-Inkubati-

onstest auf Neutralisation getestet. Unter Verwendung der Seren aus derselben Charge wie in Beispiel 1 wur-
den die Adenovirus-Serotypen 7B, 11, 14, 18 bzw. 44/1876 auf Neutralisation getestet. Es wurde gefunden,
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dass diese Viren in 59, 13, 30, 98 bzw. 54 % der Seren neutralisiert wurden. Somit wird aus dieser Serie Ad11
mit einer relativ niedrigen Haufigkeit neutralisiert.

[0081] Weil bekannt ist, dass die Haufigkeit der Isolierung von Adenovirus-Serotypen aus menschlichem Ge-
webe sowie die Pravalenz der NA gegeniiber Adenovirus-Serotypen an verschiedenen geographischen Orten
verschieden sein kann, haben wir weiterhin eine Auswahl der Adenovirus-Serotypen gegen Seren von ver-
schiedenen Orten untersucht. Humane Seren wurden von zwei zusatzlichen Orten in Europa (Bristol, GB, und
Leiden, Niederlande) und von zwei Orten in den Vereinigten Staaten (Stanford, CA, und Great Neck, NY) er-
halten. Adenoviren, bei denen festgestellt wurde, dass sie in 20 % oder weniger der Seren des ersten Scree-
nings neutralisiert wurden, sowie Ad2, Ad5, Ad27, Ad30, Ad38, Ad43 wurden auf die Neutralisierung in Seren
aus GB getestet. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Fig. 4 aufgefihrt. Die Adenovirus-Serotypen 2
und 5 wurden wiederum in einem hohen Prozentsatz humaner Seren neutralisiert. Weiterhin werden einige der
Serotypen, die bei einem niedrigen Prozentsatz von Seren im ersten Screening neutralisiert wurden, bei einem
héheren Prozentsatz von Seren aus GB neutralisiert, z.B. Ad26 (7 % im Vergleich zu 30 %), Ad28 (13 % im
Vergleich zu 50 %), Ad34 (5 % im Vergleich zu 27 %) und Ad48 (8 % im Vergleich zu 32 %). Eine Neutralisie-
rungsaktivitat gegentber Ad11 bzw. Ad49, die beim ersten Screening bei einem relativ niedrigen Prozentsatz
von Seren festgestellt wurde, wurde bei diesem zweiten Screening bei sogar noch einem niedrigeren Prozent-
satz ermittelt (13 % im Vergleich zu 5 % bzw. 20 % im Vergleich zu 11 %). Jetzt wurde festgestellt, dass der
Serotyp Ad35, der bei keinem der Seren des ersten Screenings neutralisiert wurde, bei einem niedrigen Pro-
zentsatz (8 %) von Seren aus GB neutralisiert wurde. Die Pravalenz der NA in humanen Seren aus GB ist ge-
genuber den Serotypen Ad11 und Ad35 am niedrigsten.

[0082] Zur weiteren Analyse wurden Seren aus zwei Orten in den US (Stanford, CA und Great Neck, NY) und
aus den Niederlanden (Leiden) erhalten. In Fig. 5 ist eine Ubersicht von Daten aufgefiihrt, die mit diesen Seren
und den bisherigen Daten erhalten wurden. Mit Ausnahme von Ad5, Ad11 und Ad35 wurden nicht alle Viren in
allen Seren getestet. Die allgemeine Folgerung aus diesem umfassenden Screening von humanen Seren be-
steht darin, dass in westlichen Landern die Pravalenz der Neutralisationsaktivitdt gegenliber Ad35 von allen
Serotypen am niedrigsten ist: Durchschnittlich 7 % der humanen Seren enthalten eine Neutralisationsaktivitat
(5 verschiedene Orte). Ein anderer Adenovirus der B-Gruppe, Ad11, wird ebenfalls von einem niedrigen Pro-
zentsatz von humanen Seren (durchschnittlich 11 % in Seren aus 5 verschiedenen Orten) neutralisiert. Der
Adenovirus-Typ 5 wird in 56 % der humanen Seren, die an 5 verschiedenen Orten erhalten wurden, neutrali-
siert. Obwohl der Serotyp 49 der D-Gruppe nicht in allen Seren getestet wurde, wird er ebenfalls mit einer re-
lativ geringen Haufigkeit in Proben aus Europa und von einem Ort in den US neutralisiert (Mittelwert 14 %).

[0083] Bei den oben beschriebenen Neutralisierungsexperimenten wird ein Serum als nicht neutralisierend
bewertet, wenn in dem Napf mit der hdchsten Serumkonzentration der maximale Schutz des CPE im Vergleich
zu den Kontrollen ohne Serum 40 % betragt. Der Schutz wird wie folgt berechnet:

OD entsprechender Napf — OD Viruskontrolle
1% Schutz = X 100%
OD nichtinfizierte Kontrolle — OD Viruskontrolle

[0084] Gemal der Beschreibung in Beispiel 1 wird das Serum in fiinf verschiedenen, von 4x bis 64x reichen-
den Verdinnungen ausplattiert. Daher ist eine Unterscheidung zwischen niedrigen NA-Titern (d.h. einer Neu-
tralisation nur bei den héchsten Serumkonzentrationen) und hohen NA-Titern (d.h. auch einer Neutralisation
in Napfen mit der niedrigsten Serumkonzentration) mdéglich. Es stellte sich heraus, dass von den in unserem
Screening eingesetzten humanen Seren, von denen festgestellt wurde, dass sie eine Neutralisierungsaktivitat
gegeniber Ad5 aufweisen, 70 % hohe Titer aufwiesen, wahrend nur 15 % derjenigen Seren, die eine NA ge-
genuber Ad35 aufwiesen, hohe Titer aufwiesen. Von den Seren, die hinsichtlich der NA auf Ad11 positiv waren,
hatten nur 8 % hohe Titer. Fir Ad49 betrug dieser Wert 5 %. Daher ist nicht nur die Haufigkeit einer NA gegen-
Uber Ad35, Ad11 und Ad49 im Vergleich zu Ad5 viel niedriger, sondern die Gberwiegende Mehrzahl der Seren,
die eine NA gegeniber diesen Viren aufweist, enthalt niedrige Titer. Daher haben adenovirale Vektoren auf der
Grundlage von Ad11, Ad35 oder Ad49 einen klaren Vorteil gegenlber Vektoren auf der Grundlage von Ad5,
wenn sie als Vehikel fir die Gentherapie oder Impfvektoren in vivo oder in einer beliebigen Anwendung einge-
setzt werden, bei der die Infektionseffizienz durch eine Neutralisierungsaktivitat behindert wird.

[0085] In den folgenden Beispielen wird die Konstruktion eines Vektorsystems zur Erzeugung von sicheren,
von RCA freien Vektoren auf der Grundlage von Ad35 beschrieben.
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Beispiel 3
Sequenz des humanen Adenovirus-Typs 35

[0086] Ad35-Viren wurden auf PER.C6-Zellen vermehrt, und DNA wurde gemaf der Beschreibung in Beispiel
4 isoliert. Die Gesamtsequenz wurde von Qiagen Sequence Services (Qiagen GmbH, Deutschland) erzeugt.
Die gesamte virale DNA wurde durch eine Ultraschallbehandlung geschert, und die Enden der DNA wurde mit-
tels T4-DNA-Polymerase glatt gemacht. Gescherte glatte Fragmente wurden auf Agarosegelen nach der Gro-
Re getrennt, und es wurden Gelscheiben erhalten, die DNA-Fragmenten mit 1,8 bis 2,2 kb entsprachen. DNA
wurde mittels des QIA Gelextraktionsprotokolls von den Gelscheiben gereinigt und in eine Shotgun-Bank von
pUC19-Plasmid klonierenden Vektoren subkloniert. Ein Array von Klonen in Platten mit 96 Napfen, die die
Ziel-DNA 8 (+/- 2) Mal abdeckten, wurde zur Erzeugung der gesamten Sequenz verwendet. Die Sequenzie-
rung erfolgte in Thermocyclern 9700 von Perkin-Eimer unter Verwendung der BigDyeTerminator-Chemie und
AmpliTag-FS-DNA-Polymerase, gefolgt von einer Reinigung mittels Sequenzierungsreaktionen unter Verwen-
dung der DyeEx-96-Technologie von QIAGEN. Sequenzierungs-Reaktionsprodukte wurden dann einer auto-
matisierten Trennung und Detektion der Fragmente auf Sequenzern mit 96 Spuren unterzogen. Die Contig-Se-
quenz der und Licken in der anfanglichen Sequenz wurden durch ein Lesen von Walking Primern der Ziel-DNA
oder durch ein direktes Sequenzieren von PCR-Produkten gefillt. Es stellte sich heraus, dass die Enden des
Virus héchstwahrscheinlich aufgrund von Klonierungsschwierigkeiten, die aus den pTP-Aminosauren, die
nach dem mittels Proteinase K erfolgenden Aufschluss der viralen DNA an den ITR-Sequenzen gebunden blie-
ben, resultierten, in der Shotgun-Bank fehlten. Durch zusatzliche Sequenzlaufe an viraler DNA wurden die
meisten Sequenzen in diesen Bereichen geldst, wobei es jedoch schwierig war, eine klare Sequenz der termi-
nalsten Nucleotide zu erhalten. Bei der am 5'-Ende erhaltenen Sequenz handelte es sich um 5'-CCAATAATA-
TACCT- 3' (SEQ ID Nr. _), wahrend es sich bei der am 3'-Ende erhaltenen Sequenz um 5'-AGGTATATTATT-
GATGATGGG-3' (SEQ ID Nr. _) handelte. Die meisten humanen Adenoviren weisen eine terminate Sequenz
5'-CATCATCAATAATATACC-3' (SEQ ID Nr. ) auf. Dartber hinaus stellte sich auch heraus, dass ein Klon, der
das 3'-Ende der DNA von Ad35 darstellte, die nach dem Klonieren des terminalen Ad35-EcoRI-Fragments mit
7 kb in pBr322 erhalten wurde (siehe Beispiel 4) ebenfalls die typische CATCATCAATAAT...-Sequenz aufwies.
Daher kann Ad35 die typische Endsequenz aufweisen, und die Schwierigkeiten, die beim direkten Sequenzie-
ren an der viralen DNA auftraten, sind auf Artefakte zurtickzufiihren, die mit Run-off-Sequenzlaufen und dem
Vorhandensein von restlichen Aminosauren von pTP zurtickzufuhren sind.

[0087] Die Gesamtsequenz von Ad35 mit korrigierten terminalen Sequenzen ist in Fig. 5 aufgefiihrt. Auf der
Grundlage der Sequenzhomologie mit Ad5 (Genbank-Nr. M72360) und Ad7 (partielle Sequenz Genbank Nr.
X03000) und der Position der offenen Leseraster ist die Organisation des Virus mit der allgemeinen Organisa-
tion der meisten humanen Adenoviren, insbesondere derjenigen von Viren der Untergruppe B, identisch. Die
Gesamtlange des Genoms betragt 34 794 Basenpaare.

Beispiel 4

Konstruktion eines Vektorsystems auf der Grundlage eines Plasmids zur Erzeugung rekombinanter Viren auf
der Grundlage von Ad35.

[0088] Ein funktionelles Vektorsystem auf der Grundlage eines Plasmids zur Erzeugung rekombinanter ade-
noviraler Vektoren umfasst die folgenden Komponenten:
1. Ein Adapterplasmid, umfassend eine linke ITR und Verpackungssequenzen, die von Ad35 und wenigs-
tens einer Restriktionsstelle stammen, zur Insertion einer heterologen Expressionskassette und fehlenden
E1-Sequenzen. Weiterhin enthalt das Adapterplasmid Ad35-Sequenzen in Richtung des 3'-Endes der
E1B-Kodierungsbereichs einschliellich des pIX-Promoters und Kodierungssequenzen, die ausreichend
sind, um eine homologe Rekombination des Adapterplasmids mit einem zweiten Nucleinsduremolekil zu
vermitteln.
2. Ein zweites Nucleinsdauremolekul, umfassend Sequenzen, die zum Adapterplasmid homolog sind, und
Ad35-Sequenzen, die zur Vermehrung und zum Verpacken des rekombinanten Virus erforderlich sind, d.h.
frihe, intermediare und spate Gene, die in der Verpackungszelle nicht vorhanden sind.
3. Eine Verpackungszelle, die wenigstens funktionelle E1-Proteine verflugbar macht, die dazu fahig sind, die
E1-Funktion von Ad35 zu komplementieren.

[0089] Andere Verfahren zur Erzeugung von rekombinanten Adenoviren in komplementierenden Verpa-

ckungszellen sind im Fachgebiet bekannt und kénnen auf Ad35-Viren angewandt werden, ohne von der Erfin-
dung abzuweichen. Als Beispiel wird die Konstruktion eines Systems auf der Grundlage eines Plasmids nach-
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folgend ausfihrlich beschrieben.
1) Konstruktion eines Ad35-Adapterplasmids.

[0090] Dazu wurde das Adapterplasmid pAdApt (beschrieben in der Internationalen Patentanmeldung WO
99/55132) zuerst so modifiziert, dass Adapterplasmide erhalten wurden, die verlangerte Polylinker enthalten
und zweckmaRige einzigartige Restriktionsstellen aufweisen, die die linke ITR und die Adenovirus-Sequenz
am 3'-Ende flankieren, um die Freisetzung des Adenovirus-Inserts von Plasmidvektorsequenzen zu ermogli-
chen. Die Konstruktion dieser Plasmide wird nachfolgend ausfiihrlich beschrieben:

Das Adapterplasmid pAdApt wurde mit Sall aufgeschlossen und zur Verminderung einer erneuten Ligation mit
Shrimp-Alkalischer-Phosphatase behandelt. Ein Linker, der aus den folgenden beiden phosphorylierten und
einem Annealing unterzogenen Oligonucleotiden

ExSalPacF 5'- TCG ATG GCA AAC AGC TAT TAT GGG TAT TAT GGG TTC GAA TTAATT AA-3' (SEQ ID Nr.
_)und

ExSalPacR 5'- TCG ATT AAT TAA TTC GAA CCC ATA ATA CCC ATA ATA GCT GTT TGC CA-3' (SEQ ID Nr.
_) bestand, wurde direkt in das aufgeschlossene Konstrukt ligiert, wodurch die Sall-Restriktionsstelle durch
Pi-Pspl, Swal und Pacl ersetzt wurde. Dieses Konstrukt wurde als pADAPT+ExSalPac-Linker bezeichnet. Wei-
terhin wurde ein Teil der linken ITR von pAdApt unter Verwendung der folgenden Primer mittels PCR amplifi-
Ziert:

PCLIPMSF: 5'- CCC CAATTG GTC GAC CAT CAT CAA TAA TAT ACC TTATTT TGG-3' (SEQ ID Nr. _) und
pCLIPBSRGI: 5'-GCG AAA ATT GTC ACT TCC TGT G-3' (SEQ ID Nr. _). Das amplifizierte Fragment wurde
mit Munl und BsrGl aufgeschlossen und in mit EcoRI teilweise aufgeschlossenes pAdS/Clip (beschrieben in
der Internationalen Patentanmeldung WO 99/55132) kloniert und nach der Reinigung mit BsrGl aufgeschlos-
sen, wodurch die linke ITR und das Verpackungssignal wieder insertiert wurden. Nach einer Analyse mittels
Restriktionsenzymen wurde das Konstrukt mit Scal und SgrAl aufgeschlossen, und ein Fragment mit 800 bp
wurde aus dem Gel isoliert und in einen mit Scal/SgrAl aufgeschlossenen pADAPT+ExSalPac-Linker ligiert.
Das resultierende Konstrukt mit der Bezeichnung pIPspSalAdapt wurde mit Sall aufgeschlossen, dephoshpo-
ryliert und in den oben erwahnten phosphorylierten, doppelstrangigen Linker ExSalPacF/ExSalPacR ligiert. Ein
Klon, bei dem sich die Pacl-Stelle der ITR am nachsten befand, wurde durch Restriktionsanalyse identifiziert,
und die Sequenzen wurden durch Sequenzanalyse bestatigt. Dieses neue pAdApt-Konstrukt mit der Bezeich-
nung plPspAdapt (Fig. 8) erntet somit zwei ExSalPac-Linker, die Erkennungssequenzen fiir Pacl, PI-Pspl und
BstBI enthalten, die den adenoviralen Teil des adenoviralen Adapterkonstrukts umgeben und die zur Lineari-
sierung der Plasmid-DNA vor der Cotransfizierung mit adenoviralten Helferfragmenten verwendet werden kén-
nen.

[0091] Um transgene Klonierungspermutationen weiter zu verstarken, wurde eine Reihe von Polylinkervari-
anten auf der Grundlage von plPspAdapt konstruiert. Zu diesem Zweck wurde pIPspAdapt zuerst mit EcoRI
aufgeschlossen und dephosphoryliert. Ein Linker, der aus den beiden folgenden phosphorylierten und einem
Annealing unterzogenen Oligonucleotiden:

Ecolinker+: 5'-AAT TCG GCG CGC CGT CGA CGA TAT CGA TAG CGG CCG C-3' (SEQ ID Nr. _) und
Ecolinker—: 5-AAT TGC GGC CGC TAT CGA TAT CGT CGA CGG CGC GCG G-3' (SEQ ID Nr. _) bestand,
wurde in dieses Konstrukt ligiert, wodurch Restriktionsstellen fir Ascl, Sall, EcoRV, Clal und Notl erzeugt wur-
den. Beide Orientierungen dieses Linkers wurden erhalten, und Sequenzen wurden durch Restriktionsanalyse
und Sequenzanalyse bestatigt. Das Plasmid, das den Polylinker in der Reihenfolge 5'-HindlIl, Kpnl, Agel, Eco-
RI, Ascl, Sall, EcoRYV, Clal, Notl, Nhel, Hpal, BamHI und Xbal enthielt, wurde als pIPspAdapt1 bezeichnet, wo-
gegen das Plasmid, das den Polylinker in der Reihenfolge Hindlll, Kpnl, Agel, Notl, Clal, EcoRV, Sall, Ascl,
EcoRI, Nhel, Hpal, BamHI und Xbal enthielt, als pIPspAdapt2 bezeichnet wurde.

[0092] Zur Erleichterung des Klonierens von Konstrukten mit einem anderen Sinn oder Antisense-Konstruk-
ten wurde ein Linker konstruiert, der aus den beiden folgenden Oligonucleotiden bestand:

plPspAdapt: HindXba + 5'-AGC TCT AGA GGA TCC GTT AAC GCT AGC GAATTC ACC GGTACCAAGCTT
A-3' (SEQ ID Nr. _) und

HindXba- 5'-CTA GTA AGC TTG GTA CCG GTG AAT TCG CTA GCG TTA ACG GAT CCT CTA G-3' (SEQID
Nr. _), um den Polylinker von pIPspAdapt zu reversieren. Dieser Linker wurde in mit Hindlll/Xbal aufgeschlos-
senes plPspAdapt ligiert, und das richtige Konstrukt wurde isoliert. Die Bestatigung erfolgte durch Restriktions-
enzym-Analyse und Sequenzierung. Dieses neue Konstrukt, pIPspAdaptA, wurde mit EcoRI aufgeschlossen,
und der oben erwahnte Ecolinker wurde in dieses Konstrukt ligiert. Beide Orientierungen dieses Linkers wur-
den erhalten, was zu plPspAdapt3 fihrte (Fig. 10), das den Polylinker in der Reihenfolge Xbal, BamHI, Hpal,
Nhel, EcoRlI, Ascl, Sall, EcoRV, Clal, Notl, Agel, Kpnl und Hindlll enthalt. Alle Sequenzen wurden durch Re-
striktionsenzymanalyse und Sequenzierung bestatigt.
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[0093] Adapterplasmide auf der Grundlage von Ad35 wurden wie folgt konstruiert:

Das linke ITR und die Verpackungssequenz, die den Nucleotiden 1 bis 464 der Wildtyp-Ad35-Sequenzen ent-
sprichi (Fig. 5), wurden mittels PCR unter Verwendung der folgenden Primer an wtAd35-DNA ampilifiziert:
1Primer 35F1:

25'-CGG AAT TCT TAA TTA ATC GAC ATC ATC AAT AAT ATA CCT TAT AG-3' (SEQ ID Nr. )

Primer 35R2:

5'-GGT GGT CCT AGG CTG ACA CCT ACG TAA AAA CAG-3' (SEQ ID Nr. )

[0094] Durch die Amplifizierung wird eine Pacl-Stelle am 5'-Ende und eine Avrll-Stelle am 3'-Ende der Se-
quenz eingefuhrt.

[0095] Zur Amplifizierung wurde das Platinum-Pfx-DNA-Polymeraseenzym (LTI) gemalR den Anweisungen
des Herstellers, aber mit 0,6 yM Primern und mit DMSO, das bis zu einer Endkonzentration von 3 % zugege-
ben wurde, verwendet. Das Amplifizierungsprogramm war wie folgt: 2 min bei 94 °C (30 s bei 94 °C, 30 s bei
56 °C, 1 min bei 68 °C) fur 30 Zyklen, gefolgt von 10 min bei 68 °C.

[0096] Das PCR-Produkt wurde mittels eines PCR-Reinigungskits (LTI) gemaR den Anweisungen des Her-
stellers gereinigt und mit Pacl und Avrll aufgeschlossen. Das aufgeschlossene Fragment wurde dann mittels
des Geneclean-Kits (Bio 101, Inc.) vom Gel gereinigt. Das Adapterplasmid auf der Grundlage von AdS, plP-
spAdApt-3 (Fig. 10) wurde mit Avrll aufgeschlossen und dann teilweise mit Pacl aufgeschlossen, und das
Fragment von 5762, bp wurde in einer Gelscheibe aus LMP-Agarose isoliert und mit dem oben erwahnten
PCR-Fragment ligiert, das mit denselben Enzymen aufgeschlossen und in elektrokompetente DH10B-Zellen
(LTT) transformiert worden war. Der resultierende Klon hat die Bezeichnung pIPspAdApt3-Ad35IITR.

[0097] Parallel wurde ein zweites Stlick Ad35-DNA unter Verwendung der folgenden Primer amplifiziert:
335F3: 5'-TGG TGG AGA TCT GGT GAG TAT TGG GAA AAC-3' (SEQ ID Nr. _)
435R4: 5'-CGG AAT TCT TAA TTA AGG GAA ATG CAA ATC TGT GAG G-3' (SEQ ID Nr. )

[0098] Die Sequenz dieses Fragments entspricht den Nucl. 3401 bis 4669 von wtAd35 (Fig. 5) und enthalt
1,3 kb Sequenzen, die in Richtung des 3'-Endes direkt von der E1B 55k kodierenden Sequenz starten. Die
Amplifizierung und Reinigung erfolgte gemaf der obigen Beschreibung fir das die linke ITR und die Verpa-
ckungssequenz enthaltende Fragment. Das PCR-Fragment wurde dann mit Pacl aufgeschlossen und in den
Vektor pNEB193 (New England Biolabs) subkloniert, der mit Smal und Pacl aufgeschlossen worden war. Die
Integritat der Sequenz des resultierenden Klons wurde durch Sequenzanalyse tberprift. pPNEB/Ad35pF3R4
wurde dann mit Bglll und Pacl aufgeschlossen, und der Ad35-Insert wurde mittels des QIAEXxII-Kits (Qiagen)
vom Gel isoliert. pIPspAdApt3-Ad35IITR wurde mit Bglll und dann teilweise mit Pacl aufgeschlossen. Das
Fragment von 3624 bp (das Vektorsequenzen, die Ad35-ITR- und Verpackungssequenzen sowie den
CMV-Promoter, eine Mehrfach-Klonierungsregion und ein polyA-Signal enthielt), wurde ebenfalls mittels des
QIAExII-Kits (Qiagen) isoliert. Beide Fragmente wurden ligiert und in kompetente DH10B-Zellen (LTI) transfor-
miert. Der resultierende Klon, pAdApt35IP3 (Fig. 11) weist die Expressionskassette von pIPspAdApt3 auf, ent-
halt aber die linke ITR und Verpackungssequenzen von Ad35 und ein zweites, Nucl. 3401 bis 4669 von Ad35
entsprechendes Fragment. Eine zweite Version des Ad35-Adapterplasmids mit der Mehrfach-Klonierungsstel-
le in der gegenliberliegenden Orientierung wurde wie folgt angefertigt:

plPspAdapt1 wurde mit Ndel und Bglll aufgeschlossen, und das Band von 0,7 kbp, das einen Teil des
CMV-Promotors, das MCS und SV40-polyA enthielt, wurde isoliert und in die entsprechenden Stellen von
pAdApt35IP3 insertiert, wodurch pAdApt35IP1 erzeugt wurde (Fig. 6).

[0099] Dann wurden die Adapterplasmide pAdApt35.LacZ und pAdApt35.Luc erzeugt, indem die Transgene
von pcDNA.LacZ (mit Kpnl und BamHI aufgeschlossen) und pAdApt.Luc (mit Hindlll und BamHI aufgeschlos-
sen) in die entsprechenden Stellen in pAdApt35IP1 insertiert wurden. Die Erzeugung von pcDNA.LacZ und pA-
dAptLuc ist in W099/55132 beschrieben.

2) Konstruktion des Cosmids pWE.Ad35.pIX-rITR
[0100] In Fig. 7 sind die verschiedenen Schritte veranschaulicht, die zur Konstruktion des Cosmidklons un-
ternommen wurden, der die Ad35-Sequenzen von bp 3401 bis 34 794 (Ende der rechten ITR), die ausfuhrlich

unten beschrieben sind, enthalt.

[0101] Ein erstes PCR-Fragment (plX-Ndel) wurde unter Verwendung des folgenden Primersatzes erzeugt:
535F5: 5'-CGG AAT TCG CGG CCG CGG TGA GTA TTG GGA AAA C-3' (SEQID Nr. _)
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63586: 5-CGC CAG ATC GTC TAC AGA ACA G-3' (SEQ ID Nr. _)

[0102] Die DNA-Polymerase Pwo (Roche) wurde gemaf den Anweisungen des Herstellers verwendet, wobei
jedoch eine Endkonzentration von 0,6 uM der beiden Primer und 50 ng wt Ad35 DNA als Matrize verwendet
wurden. Die Amplifizierung wurde wie folgt durchgeflhrt: 2 min bei 94 °C, 30 Zyklen von 30 s bei 94 °C, 30 s
bei 65 °C und 1 min 45 s bei 72 °C, gefolgt von 8 min bei 68 °C. Zur Ermdglichung einer Klonierung in den
TA-Klonierungsvektor PCR2.1 wurde eineletzte Inkubierung mit 1 Einheit superTag-Polymerase (HT Biotech-
nology LTD) fir 10 min bei 72 °C durchgefihrt.

[0103] Das amplifizierte Fragment mit 3370 bp enthalt Ad35-Sequenzen von bp 3401 bis 6772 mit einer No-
tl-Stelle, die am 5'-Ende hinzugefligt wurde. Fragmente wurden unter Verwendung des PCR-Reinigungskits
(LTT) gereinigt.

[0104] Ein zweites PCR-Fragment (Ndel-rITR) wurde unter Verwendung der folgenden Primer erzeugt:
735F7: 5'-GAA TGC TGG CTT CAG TTG TAATC-3' (SEQ ID Nr. _)
835R8: 5-CGG AAT TCG CGG CCG CAT TTA AAT CAT CAT CAA TAA TAT ACC-3' (SEQ ID Nr. )

[0105] Die Amplifizierung erfolgte mit pfx-DNA-Polymerase (LTI) gemal den Anweisungen des Herstellers,
aber mit 0,6 uM der beiden Primer und 3 % DMSO, wobei 10 ng wtAd35-DNA als Matrix verwendet wurden.
Das Programm war wie folgt: 3 min bei 94 °C und 5 Zyklen von 30 s bei 94 °C, 45 s bei 40 °C, 2 min 45 s bei
68 °C, gefolgt von 25 Zyklen von 30 s bei 94 °C, 30 s bei 60 °C, 2 min 45 s bei 68 °C. Zur Ermdglichung einer
Klonierung in den TA-Klonierungsvektor PCR2.1 wurde eine letzte Inkubierung mit 1 Einheit superTag-Polyme-
rase fur 10 min bei 72 °C durchgefiihrt. Das amplifizierte Fragment mit 1,6 kb, das von Nucl. 33 178 bis zum
Ende der rechten ITR von Ad35 reichte, wurde mittels des PCR-Reinigungskits (LTI) gereinigt.

[0106] Beide gereinigten PCR-Fragmente wurden in den PCR2.1-Vektor des TA-Klonierungskits (Invitrogen)
ligiert und in STBL-2-kompetente Zellen (LTI) transformiert. Klone, die den erwarteten Insert enthielten, wurden
sequenziert, wodurch die richtige Amplifizierung bestatigt wurde. Als nachstes wurden beide Fragmente durch
einen Aufschluss mit Notl und Ndel aus dem Vektor herausgeschnitten und mittels des Geneclean-Kits (BIO
101, Inc.) vom Gel gereinigt. Der Cosmidvektor pWE15 (Clontech) wurde mit Notl aufgeschlossen, dephos-
phoryliert und auch vom Gel gereinigt. Diese drei Fragmente wurden ligiert und in STBL2-kompetente Zellen
(LTT) transformiert. Einer der richtigen Klone, der beide PCR-Fragmente enthielt, wurden dann mit Ndel aufge-
schlossen, und das lineare Fragment wurde mittels des Geneclean-Kits vom Gel gereinigt. Ad35-wtDNA wurde
mit Ndel aufgeschlossen, und das Fragment von 26,6 kb wurde mittels Agarase-Enzym (Roche) gemaf den
Anweisungen des Herstellers vom LMP-Gel gereinigt. Diese Fragmente wurden zusammenligiert und unter
Verwendung von Verpackungsextrakten des A-Phagen (Stratagene) gemal dem Protokoll des Herstellers ver-
packt. Nach der Infektion in STBL-2-Zellen wurden Kolonien auf Platten gezogen und auf das Vorhandensein
des kompletten Inserts analysiert. Ein Klon, bei dem das grof3e Fragment nach Aufschlissen mit drei Enzymen
(Ncol, Pvull und Scal) in der richtigen Orientierung und mit den richtigen Restriktionsmustern insertiert war,
wurde ausgewabhlt. Dieser Klon hat die Bezeichnung pWE.Ad35.pIX-rITR. Er enthalt die Ad35-Sequenzen von
bp 3401 bis zum Ende und ist von Notl-Stellen flankiert (Fig. 14).

3) Erzeugung von rekombinanten Viren auf der Grundlage von Ad35 in PER.C6

[0107] Ad35-Wildtyp-Virus kann in PER.C6-Verpackungszellen mit sehr hohen Titern geziichtet werden. Es
ist jedoch unbekannt, ob die Ad5-E1-Region, die in PER.C6 vorhanden ist, dazu fahig ist, E1-deletierte, rekom-
binante Ad35-Viren zu komplementieren. Um dies zu testen, wurden PER.C6-Zellen mit dem oben beschrie-
benen Adapterplasmid pAdApt35.LacZ und dem groflen Ruckgrat-Fragment pWE.Ad35.pIX-rITR cotransfi-
ziert. Zuerst wurde pAdApt35.LacZ mit Pacl aufgeschlossen, und pWE.Ad35.pIX-rITR wurde mit Notl aufge-
schlossen.

[0108] Ohne weitere Reinigung wurden 4 pg eines jeden Konstrukts mit DMEM (LTI) vermischt und in
PER.C6-Zellen transfiziert, und ein T25-Kolben wurde am Vortag mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen beimpft,
wobei Lipofectamin (LTl) gemaR den Anweisungen des Herstellers verwendet wurde. Als positive Kontrolle
wurden 6 pg pWE.Ad35.pIX-rITR-DNA, die mit Pacl aufgeschlossen war, mit einem Nhel-Fragment von 6,7 kb
cotransfiziert, das aus Ad35-wt-DNA isoliert worden war, die das linke Ende des die E1-Region enthaltenden
viralen Genoms enthielt. Am nachsten Tag wurde das Medium (DMEM mit 10 % FBS und 10 mM MgCl,) auf-
gefrischt, und Zellen wurden weiter inkubiert. Am 2. Tag nach der Transfektion wurden Zellen mit Trypsin be-
handelt und in T80-Kolben Ubertragen. Der Kolben mit der positiven Kontrolle wies an fliinf Tagen nach der
Transfektion CPE auf, was zeigt, dass das Konstrukt pWE.Ad35.pIX-rITR wenigstens in Gegenwart von
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Ad35-E1-Proteinen funktionell ist. Die Transfektion mit dem Adapterplasmid Ad35LacZ und
pWE.Ad35.pIX-rITR ergab kein CPE. Diese Zellen wurden am 10. Tag im Medium geerntet und ein Mal gefro-
ren/aufgetaut, um das Virus aus den Zellen freizusetzen. 4 ml des geernteten Materials wurden zu einem
T80-Kolben mit PER.C6-Zellen (bei einer Konfluenz von 80 %) gegeben und fir weitere funf Tage inkubiert.
Diese Ernte/Reinfektion wurde zwei Mal wiederholt, aber es gab keinen Hinweis auf einen virusassoziierten
CPE.

[0109] Aus diesem Experiment scheint sich zu ergeben, dass die Ad5-E1-Proteine nicht oder nicht gut genug
dazu fahig sind, Ad35-rekombinante Viren zu komplementieren, es kann aber sein, dass die Sequenziberlap-
pung des Adapterplasmids und des Rickgrat-Plasmids pWE.Ad35.pIX-rITR nicht grof3 genug ist, um effektiv
zu rekombinieren und zu einem rekombinanten Virusgenom zu fihren. Die positive Kontrolltransfektion erfolg-
te mit einem Fragment vom linken Ende mit 6,7 kb, und daher betrug die Sequenziberlappung etwa 3,5 kb.
Das Adapterplasmid und das Fragment pWE.Ad35.pIX-rITR weisen eine Sequenziberlappung von 1,3 kb auf.
Um zu prufen, ob die Sequenziberlappung von 1,3 kb zu klein fur eine effiziente homologe Rekombination ist,
wurde eine Cotransfektion mit pWE.Ad35.pIX-rITR, das mit Pacl aufgeschlossen war, und einem PCR-Frag-
ment von Ad35 wtDNA, die mit dem oben erwahnten 35F1 und 35R4 erzeugt worden war, wobei dieselben
Verfahren verwendet wurden, die oben erwahnt sind. Das PCR-Fragment enthalt somit Sequenzen des linken
Endes bis zu bp 4669 und hat daher dieselben Uberlappungssequenzen mit pWE.Ad35.pIXrITR wie das Ad-
apterplasmid pAdApt35.LacZ, verfugt aber Uber Ad35-E1-Sequenzen. Nach der PCR-S&ulenreinigung wurde
die DNA mit Sall aufgeschlossen, um mogliche intakte Matrixsequenzen zu entfernen. Eine Transfektion mit
dem aufgeschlossenen PCR-Produkt allein diente als negative Kontrolle. Vier Tage nach der Transfektion
transfizierte in den Zellen vorliegendes CPE mit dem PCR-Produkt und dem Fragment Ad35 pIX-rITR und nicht
in der negativen Kontrolle. Dies zeigt, dass Uberlappende Sequenzen von 1,3 kb ausreichend sind, um in Ge-
genwart der Ad35.E1-Proteine Viren zu erzeugen. Wir schlieen aus diesen Experimenten, dass das Vorhan-
densein wenigstens eines der Ad35.E1-Proteine zur Erzeugung von rekombinanten Vektoren auf der Grund-
lage von Ad35 aus Plasmid-DNA in Ad5 komplementierenden Zelllinien notwendig ist.

Beispiel 5
1) Konstruktion von Ad35.E1-Expressionsplasmiden

[0110] Weil Ad5-E1-Proteine in PER.C6 nicht zur effizienten Komplementierung von rekombinanten Ad35-Vi-
ren fahig sind, missen Ad35.E1-Proteine in Ad5 komplementierenden Zellen (z.B. PER.C6) exprimiert werden,
oder eine neuen, Ad35.E1-Proteine exprimierende Verpackungszelllinie muss hergestellt werden, wobei ent-
weder von diploiden, primaren humanen Zellen oder etablierten, Adenovirus-E1-Proteine nicht exprimierenden
Zelllinien ausgegangen werden muss. Um sich der ersten Mdglichkeit zu widmen, wurde die Ad35-E1-Region
gemal der Beschreibung unten in Expressionsplasmiden geklont.

[0111] Zun&chst wurde die Ad35-E1-Region von bp 468 bis bp 3400 aus wtAd35-DNA amplifiziert, wobei der
folgende Primersatz verwendet wurde:

135F11: 5'-GGG GTA CCG AAT TCT CGC TAG GGT ATT TAT ACC-3' (SEQ ID Nr. _)

235F10: 5'-GCT CTA GAC CTG CAG GTT AGT CAG TTT CTT CTC CAC TG-3' (SEQ ID Nr. _)

[0112] Diese PCR fuhrt eine Kpnl- und eine EcoRI-Stelle am 5'-Ende und eine Sbfl- und eine Xbal-Stelle am
3'-Ende ein.

[0113] Eine Amplifizierung an 5 ng Matrix-DNA wurde mit Pwo-DNA-Polymerase (Roche) unter Befolgung der
Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt, wobei aber beide Primer mit einer Endkonzentration von 0,6 uM
verwendet wurden. Das Programm war wie folgt: 2 min bei 94 °C, 5 Zyklen von 30 s bei 94 °C, 30 s bei 56 °C
und 2 min bei 72 °C, gefolgt von 25 Zyklen zu 30 s bei 94 °C, 30 s bei 60 °C und 2 min bei 72 °C, gefolgt von
10 min bei 72 °C. Das PCR-Produkt wurde mittels eines PCR-Reinigungskits (LTI) gereinigt und mit Kpnl und
Xbal aufgeschlossen. Das aufgeschlossene PCR-Fragment wurde dann an den Expressionsvektor pPRSVhbv-
Neo (siehe unten) ligiert, der ebenfalls mit Kpnl und Xbal aufgeschlossen war. Ligationen wurden gemaf den
Anweisungen des Herstellers in kompetente STBL-2-Zellen (LTI) transformiert, und Kolonien wurden auf die
richtige Insertion von Ad35E1-Sequenzen in den Polylinker zwischen dem RSV-Promoter und HBV-polyA ana-
lysiert.

[0114] Der resultierende Klon wurde als pRSV.Ad35-E1 bezeichnet (Fig.9). Die Ad35-Sequenzen in
pRSV.Ad35-E1 wurden durch Sequenzanalyse Uberpruft.

16/87



DE 601 21471 T2 2007.02.08

[0115] pRSVhbvNeo wurde wie folgt erzeugt: pRc-RSV (Invitrogen) wurde mit Pvull aufgeschlossen, mit dem
TSAP-Enzym (LTI) dephosphoryliert, und das Vektorfragment mit 3 kb wurde in Agarose mit einem niedrigen
Schmelzpunkt (LMP) isoliert. Das Plasmid pPGKneopA (Fig. 10; beschrieben in WO96/35798) wurde mit Sspl
vollstandig aufgeschlossen, um das Plasmid zu linearisieren und einen partiellen Aufschluss mit Pvull zu er-
leichtern. Nach dem partiellen Aufschluss mit Pvull wurden die resultierenden Fragmente auf einem LMP-Aga-
rosegel getrennt, und das Pvull-Fragment mit 2245 bp, das den PGK-Promoter, das Resistenz gegen Neomy-
cin verleihende Gen und HBVpolyA enthielt, wurde isoliert. Beide isolierten Fragmente wurden ligiert, wodurch
der Expressionsvektor pRSV-pNeo erhalten wurde, bei dem jetzt die urspriingliche Expressionskassette
SV40promneo-SV40polyA durch eine Kassette PGKprom-neo-HBVpolyA ersetzt war ( Fig. 11). Dieses Plas-
mid wurde zum Ersatz von BGHpA mit HBVpA weiter wie folgt modifiziert: pPRSVpNeo wurde mit Scal lineari-
siert und weiter mit Xbal aufgeschlossen. Das Fragment mit 1145 bp, das einen Teil des Amp-Gens und die
RSV-Promotersequenzen und die Polylinker-Sequenz enthielt, wurde mittels des GeneClean-Kits (Bio Inc.
101) vom Gel isoliert. Als nachstes wurde pRSVpNeo mit Scal linearisiert und weiter mit EcoRlI partiell aufge-
schlossen, und das Fragment mit 3704 bp, das die PGKneo-Kassette und die Vektorsequenzen enthielt, wurde
wie oben aus dem Gel isoliert. Ein drittes Fragment, das die durch Xbal bzw. EcoRI am 5'- bzw. am 3'-Ende
flankierte HBV-polyA-Sequenz enthielt, wurde dann durch PCR-Amplifizierung in pRSVpNeo erzeugt, wobei
der folgende Primersatz verwendet wurde:

3HBV-F: 5'-GGC TCT AGA GAT CCT TCG CGG GAC GTC-3' (SEQ ID Nr. _) und

4HBV-R: 5'-GGC GAA TTC ACT GCC TTC CAC CAA GC-3' (SEQID Nr. )

[0116] Die Amplifizierung erfolgte mit dem Elongase-Enzym (LTIl) gemafl den Anweisungen des Herstellers
unter den folgenden Bedingungen: 30 s bei 94 °C, dann 5 Zyklen zu 45 s bei 94 °C, 1 min bei 42 °C und 1 min
bei 68 °C, gefolgt von 30 Zyklen von 45 s bei 94 °C, 1 min bei 65 °C und 1 min bei 68 °C, gefolgt von 10 min
bei 68 °C. Das PCR-Fragment mit 625 bp wurde dann mittels des Qiaquick-PCR-Reinigungskits gereinigt, mit
EcoRI und Xbal aufgeschlossen und mittels des Geneclean-Kits aus Gel gereinigt. Die drei isolierten Fragmen-
te wurden ligiert und in DH5a-kompetente Zellen (LTI) transformiert, wodurch das Konstrukt pRSVhbvNeo
(Fig. 12) erhalten wurde. Bei diesem Konstrukt sind die transkriptionsregulierenden Regionen der RSV-Ex-
pressionskassette und des Neomycin-Selektionsmarkers modifiziert, um eine Uberlappung mit adenoviralen
Vektoren, die oft die Transkription von CMV und SV40 regulierende Sequenzen enthalten, zu vermindern.

2) Erzeugung von Ad35-rekombinanten Viren in PER.C6-Zellen, die mit einem Ad35-E1-Expressionskonstrukt
cotransfiziert sind.

[0117] Ein T25-Kolben wurde mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen mit PER.C6-Zellen beimpft, und am nachs-
ten Tag wurden die Zellen mit einer DNA-Mischung transfiziert, die Folgendes enthielt:

—1 pg pAdApt35.LacZ, mit Pacl aufgeschlossen;

— 5 pg pRSV.AA35E1, nicht aufgeschlossen;

— 2 ug pWE.Ad35.pIX-rITR, mit Notl aufgeschlossen.

[0118] Die Transfizierung erfolgte mit Lipofectamine gemafl den Anweisungen des Herstellers. 5 h nach der
Zugabe der Transfektionsmischung zu den Zellen wurde das Medium entfernt und durch frisches Medium er-
setzt. Nach zwei Tagen wurden Zellen in T80-Kolben Uberfuhrt und weiter kultiviert. Eine Woche nach der
Transfizierung wurde 1 ml des Mediums zu A549-Zellen gegeben, und an den folgenden Tagen wurden Zellen
auf die Expression von LacZ gefarbt. Blaue Zellen waren nach einem zweistiindigen Farben klar sichtbar, was
darauf hindeutet, dass rekombinante, LacZ exprimierende Viren erzeugt wurden. Die Zellen wurden weiter kul-
tiviert, wobei ein klares Auftreten von CPE aber nicht beobachtet wurde. Nach 12 Tagen erschienen aber Zell-
klumpen in der Einzelzellschicht, und 18 Tage nach der Transfektion wurden Zellen abgetrennt. Dann wurden
die Zellen und das Medium geerntet, ein Mal gefroren/aufgetaut, und 1 ml des rohen Lysats wurde zur Infizie-
rung von PER.C6-Zellen in einer Platte mit 6 Napfen verwendet. Zwei Tage nach der Infektion wurden Zellen
auf eine LacZ-Aktivitat gefarbt. Nach 2 h waren 15 % der Zellen blau gefarbt. Um auf das Vorhandensein von
wt und/oder replikationskompetenten Viren zu testen, wurden A549-Zellen mit diesen Viren infiziert und weiter
kultiviert. Es wurden keine Anzeichen von CPE gefunden, was auf das fehlen von replikationskompetenten Vi-
ren hindeutet. Diese Experimente zeigen, dass rekombinante AdApt35.LacZ-Viren in PER.C6-Zellen erzeugt
wurden, die mit einem Ad35-E1-Expressionskonstrukt cotransfiziert waren.

[0119] Rekombinante Ad35-Viren entgehen der Neutralisation in humanem Serum, das eine neutralisierende
Wirkung gegenuber Ad5-Viren enthalt.

[0120] Die AdApr35.LacZ-Viren wurden dann zur Untersuchung der Infektion in Gegenwart von Serum unter-
sucht, das eine neutralisierende Wirkung gegenuiber Ad5-Viren enthalt. Gereinigte LacZ-Viren auf der Grund-
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lage von Ad5 dienen als positive Kontrolle fur NA. Dazu wurde eine Platte mit 24 Napfen mit PER.C6-Zellen
mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/Napf beimpft. Am nachsten Tag wurde eine humane Serumprobe mit einer
hohen neutralisierenden Aktivitat gegeniiber Ad5 in funf Stufen von flinffachen Verdiinnungen im Kulturmedi-
um verdinnt. 0,5 ml verdiinntes Serum wurden dann mit 4 x 10° Viruspartikeln des Virus AdAprt.LacZ in 0,5
ml Medium vermischt, und nach 30 min einer Inkubierung bei 37 °C wurden 0,5 ml der Mischung in doppelter
Ausfihrung zu PER.C6-Zellen gegeben. Fur die AdApr35.LacZ-Viren wurden 0,5 ml der verdiinnten Serum-
proben mit 0,5 ml rohem, das AdApt35.LacZ-Virus enthaltenden Lysat vermischt, und nach der Inkubation wur-
den 0,5 ml dieser Mischung in Duplikat zu PER.C6-Zellen gegeben. Als positive Kontrolle fur die Infektion wur-
den Virusproben verwendet, die in Medium ohne Serum inkubiert worden waren. Nach 2 h bei einer Infektion
bei 37 °C wurde Medium zugegeben, wodurch ein Endvolumen von 1 ml erreicht wurde, und die Zellen wurden
weiter inkubiert. Zwei Tage nach der Infektion wurden Zellen auf die LacZ-Aktivitat gefarbt. Die Ergebnisse sind
in Tabelle Il aufgefihrt. Aus diesen Ergebnissen geht klar hervor, dass, wahrend AdApt5-LacZ-Viren effizient
neutralisiert werden, AdApt35.LacZ-Viren unabhangig vom Vorhandensein von humanem Serum infektios blei-
ben. Dies beweist, dass rekombinante Viren auf der Grundlage von Ad35 der Neutralisation in humanen Seren,
die NA gegen Viren auf der Grundlage von Ad5 enthalten, entgehen.

Beispiel 6
Erzeugung von Zelllinien, die zur Komplementierung von E1-deletierten Ad35-Viren fahig sind
Erzeugung von plG135 und plG270

[0121] Das Konstrukt pIG.E1A.E1B (Fig. 13) enthalt Sequenzen der E1-Region von Ad5, die den Nucleotiden
459 bis 3510 der wt-Ad5-Sequenz (Genbank-Zugangsnummer M72360) entsprechen, die mit dem humanen
Phosphoglycerat-Kinase-Promotor (PGK) und den polyA-Sequenzen des Hepatitis-B-Virus operativ verbun-
den sind. Die Erzeugung dieses Konstrukts ist in WO97/00326 beschrieben. Die E1-Sequenzen von Ad5 wur-
den wie folgt durch entsprechende Sequenzen von Ad35 ersetzt. pRSV.Ad35-E1 (in Beispiel 5 beschrieben)
wurde mit EcoRI und Sse83871 aufgeschlossen, und das den E1-Sequenzen von Ad35 entsprechende Frag-
ment mit 3 kb wurde aus Gel isoliert. Das Konstrukt pIG.E1A.E1B wurde mit Sse83871 vollstandig und mit Eco-
RI teilweise aufgeschlossen. Das Fragment von 4,2 kb, das Vektorsequenzen ohne den E1-Bereich von Ad5
entsprach, aber noch den PGK-Promotor aufwies, wurde auf LMP-Agarosegel von den anderen Fragmenten
abgetrennt, und das richtige Band wurde aus dem Gel herausgeschnitten. Beide erhaltenen Fragmente wur-
den ligiert, was zu plG.Ad35-E1 fuhrte.

[0122] Dieser Vektor wurde weiter dahingehend modifiziert, dass die im pUC119-Vektorriickgrat vorhandenen
LacZ-Sequenzen entfernt wurden. Dazu wurde der Vektor mit BsaAl und BstXl aufgeschlossen, und das grof3e
Fragment wurde vom _ Gel isoliert. Ein doppelstrangiges Oligonucleotid wurde hergestellt, indem die beiden
folgenden Oligonucleotide einem Annealing unterzogen wurden:

1BB1: 5'-GTG CCT AGG CCA CGG GG-3' (SEQ ID Nr. _) und

2BB2: 5-GTG GCC TAG GCA C-3' (SEQID Nr. _)

[0123] Die Ligation des Oligonucleotids und des Vektorfragments flihrte zum Konstrukt plG135 (Fig. 14). Die
richtige Insertion des Oligonucleotids stellt die Stellen BsaAl und BstXI wieder her und fuhrt eine einzigartige
Avrll-Stelle ein. Als Nachstes flhrten wir eine einzigartige Stelle am 3'-Ende der Ad35-E1-Expressionskassette
in plG135 ein. Dazu wurde das Konstrukt mit Sapl aufgeschlossen, und die am 3'-Ende hervorstehenden En-
den wurden -durch eine Behandlung mit T4-DNA-Polymerase glatt gemacht. Das so behandelte lineare Plas-
mid wurde weiter mit BsrGl aufgeschlossen, und das grof3e, den Vektor enthaltende Fragment wurde vom Gel
isoliert. Zur Wiederherstellung des 3'-Endes der HBVpolyA-Sequenz und zur Einflhrung einer einzigartigen
Stelle wurde ein PCR-Fragment mit den folgenden Primern erzeugt:

3270F: 5'-CAC CTC TGC CTA ATC ATC TC-3' (SEQ ID Nr. _) und

4270R: 5'-GCT CTA GAA ATT CCA CTG CCT TCC ACC-3' (SEQID Nr. _)

[0124] Die PCR wurde mit plG.Ad35.E1-DNA unter Verwendung von Pwo-Polymerase (Roche) gemaf den
Anweisungen des Herstellers durchgefihrt. Das erhaltene PCR-Produkt wurde mit BsrGl aufgeschlossen und
mittels des Tsap-Enzyms (LTI) dephosphoryliert, wobei Letzteres die Dimerisierung des Inserts an der Bs-
rGl-Stelle verhindert. Das PCR-Fragment und das Vektorfragment wurden ligiert, wodurch das Konstrukt
plG270 erhalten wurde (Fig. 15).
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E1-Sequenzen von Ad35 sind dazu fahig, primare Rattenzellen zu transformieren

[0125] Neugeborene WAG/RIJ-Ratten wurden in der 1. Trachtigkeitswoche getotet, und die Nieren wurden
isoliert. Nach sorgfaltiger Entfernung der Kapsel wurden die Nieren durch mehrere Inkubationsrunden in Tryp-
sin/EDTA (LTI) bei 37 °C und eine Isolierung von schwimmenden Zellen in kaltem, 1 % FBS enthaltenden PBS
zu einer einzelligen Suspension zerkleinert. Wenn der Hauptteil der Niere mit Trypsin behandelt war, wurden
alle Zellen in DMEM resuspendiert, das um 10 % FBS erganzt war, und durch sterile Gaze filtriert. Von einer
Niere erhaltene Baby-Rattennierenzellen wurden in 5 Schalen (Greiner, 6 cm) ausplattiert. Wenn eine Konflu-
enz von 70-80 % erreicht war, wurden die Zellen mit 1 oder 5 ug DNA/Schale transfiziert, wobei der
CaPO,-Ausfallungskit (LTI) gemal den Anweisungen des Herstellers verwendet wurde. Die folgenden Kon-
strukte wurden in getrennten Transfektionen verwendet: plG.E1A.E1B (die Ad5-E1-Region exprimierend),
pRSV.Ad35-E1, plG.Ad35-E1 und plG270 (wobei Letzteres die Ad35-E1 exprimiert). Zellen wurden bei 37 °C,
5 % CO, inkubiert, bis Herde von transformierten Zellen erschienen. In Tabelle 1V ist die Anzahl von Herden
aufgefiihrt, die aus mehreren Transfektionsexperimenten unter Verwendung von zirkularer oder linearer DNA
resultierten. Wie erwartet transformierte die E1-Region von Ad5 BRK-Zellen effizient. Herde erschienen auch
in der mit E1 von Ad35 transfizierten Zellschicht, wenngleich mit geringerer Effizienz. Die durch Ad35 transfor-
mierten Herde erschienen zu einem spateren Zeitpunkt: etwa 2 Wochen nach der Transfektion, verglichen mit
7-10 Tagen fur Ad5-E1. Diese Experimente zeigen klar, dass die E1-Gene des B-Gruppenvirus Ad35 dazu fa-
hig sind, primare Nagerzellen zu transformieren. Dadurch werden die Funktionalitat der Ad35-E1-Expressions-
konstrukte bewiesen und friiher Befunde der Transformationskapazitat der B-Gruppen-Viren Ad3 und Ad7 be-
statigt (Dijkema, 1979). Um zu testen, ob es die Zellen im Herd tatsachlich transformiert waren, wurden einige
Herde abgeimpft und expandiert. Es stellte sich heraus, dass von den 7 abgeimpften Herden wenigstens 5 als
etablierte Zelllinien wuchsen.

Erzeugung neuer, von primaren humanen Amniozyten stammenden Verpackungszellen

[0126] Nach einer Amniozentese isolierte Amnionflissigkeit wurde zentrifugiert, und Zellen wurden in Amni-
oMax-Medium (LTI) resuspendiert und in Gewebekulturkolben bei 37 °C und 10 % CO, kultiviert. Wenn Zellen
gut wuchsen (etwa eine Zellteilung/24 h), wurde das Medium durch eine 1:1-Mischung des vollstandigen Am-
nioMix-Mediums und DMEM-Medium mit niedrigem Glucosegehalt (LTl), das um Glutamax | (Endkonzentrati-
on 4 mM, LTI) und Glucose (Endkonzentration 4,5 g/I, LTI) und 10 % FBS (LTI) erganzt war, ersetzt. Zur Trans-
fizierung wurden ~5 x 10° Zellen in Gewebekulturschalen von 10 cm ausplattiert. Am nachsten Tag wurden
Zellen mit 20 pg zirkularem plG270/Schale transfiziert, wobei der CaPO,-Transfektionskit (LTl) gemaf den An-
weisungen des Herstellers verwendet wurde, und Zellen wurden tber Nacht mit dem DNA-Prazipitat inkubiert.
Am nachsten Tag wurden Zellen zur Entfernung des Prazipitats 4 Mal mit PBS gewaschen und fur Gber drei
Wochen weiter inkubiert, bis Herde aus transformierten Zellen erschienen. Ein Mal pro Woche wurde das Me-
dium durch frisches Medium ersetzt. Andere Transfektionsmittel wie, ohne darauf beschrankt zu sein, Lipofec-
tAmine (LTI) oder PEI (Polyethylenimin, hohe Molmasse, wasserfrei, Aldrich) wurden verwendet. Von diesen
drei Mitteln erreichte PEI bei primaren humanen Amniozyten die beste Transfektionseffizienz: ~1 % blaue Zel-
len in 48 h nach der Transfektion von pAdApt35.LacZ.

[0127] Herde werden wie folgt isoliert. Das Medium wird entfernt und durch PBS ersetzt, wonach Herde iso-
liert werden, indem die Zellen mittels einer 50-200-pl-Gilson-Pipette mit einer Einweg-Filterspitze vorsichtig ab-
gekratzt werden. In 10 pl PBS enthaltene Zellen wurden in eine Platte mit 96 Napfen tberfihrt, die 15 pl Tryp-
sin/EDTA (LTI) enthielt, und eine Einzellensuspension wurde durch Herauf- und Herunterpipettieren und eine
kurze Inkubation bei Raumtemperatur erhalten. Nach der Zugabe von 200 pl der oben beschriebenen 1:1-Mi-
schung aus kompletten AmnioMax-Medium und DMEM mit Ergénzungen und 10 % FBS wurden Zellen weiter
inkubiert. Klone, die weiterwuchsen, wurden ausgestrichen, und ihre Fahigkeit zum Komplementieren des
Wachstums von E1-deletierten adenoviralen Vektoren verschiedener Untergruppen, insbesondere denjenigen,
die von Viren der B-Gruppe, insbesondere von Ad35 oder Ad11 stammen, wurde analysiert.

Bildung neuer Verpackungszelllinien aus HER-Zellen

[0128] HER-Zellen werden isoliert und in DMEM-Medium kultiviert, das um 10 % FBS (LTI) erganzt war. Am
Tag vor der Transfektion wurden ~5 x 10° Zellen in 6-cm-Schalen ausplattiert und tGiber Nacht bei 37 °C und 10
% CO, kultiviert. Die Transfektion erfolgt unter Verwendung des CaPO,-Ausfallungskits (LTI) gemaR den An-
weisungen des Herstellers. Jede Schale wird 8-10 pg plG270-DNA entweder als zirkulares Plasmid oder als
gereinigtes Fragment transfiziert. Zum Erhalt des gereinigten Fragments wurde plG270 mit Avrll und Xbal auf-
geschlossen, und das der Ad35-E1-Expressionskassette entsprechende Fragment mit 4 kb wurde durch Aga-
rase-Behandlung (Roche) vom Gel isoliert. Am folgenden Tag wird das Prazipitat vorsichtig durch vier Wasch-
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vorgange mit sterilem PBS weggewaschen. Dann wird frisches Medium zugegeben, und transfizierte Zellen
werden weiter kultiviert, bis Herde von transformierten Zellen erscheinen. Wenn die Herde gro genug sind
(>100 Zellen), werden sie abgeimpft und in die oben beschriebenen Platten mit 96 Napfen berflihrt. Klone von
transformierten humanen embryonischen Retinoblasten, die weiter wachsen, werden ausgestrichen und auf
ihre Fahigkeit zur Komplementierung des Wachstums von E1-deletierten adenoviralen Vektoren verschiedener
Untergruppen, insbesondere denjenigen, die von Viren der Gruppe B, insbesondere von Ad35 oder Ad11,
stammen, getestet.

Neue, von PER.C6 stammende Verpackungszelllinien

[0129] GemaR der Beschreibung in Beispiel 5 ist es mdglich, E1-deletierte Ad35-Viren mit einer Cotransfek-
tion eines Ad35-E1-Expressionskonstrukts, z.B. pRSV.Ad35.E1, in PER.C6-Zellen zu erzeugen und zu ziehen.
Eine im groRen Maf3stab erfolgende Erzeugung von rekombinanten Adenoviren unter Verwendung dieses Ver-
fahrens ist aufwendig, weil fur jeden Amplifizierungsschritt eine Transfektion des Ad35-E1-Konstrukts erforder-
lich ist. Dadurch wird bei diesem Verfahren die Gefahr einer nichthomologen Rekombination zwischen dem
Plasmid und dem Virusgenom mit hohen Wahrscheinlichkeiten fir die Bildung von rekombinanten, E1-Sequen-
zen umfassenden Viren erhoht, was zu replikationskompetenten Viren fuhrt. Um dies zu vermeiden, muss die
Expression von Ad35-E1-Proteinen in PER.C6 durch integrierte Kopien des Expressionsplasmids im Genom
vermittelt werden. Weil PER.C6-Zellen bereits transformiert sind und Ad5-E1-Proteine exprimieren, kann eine
Erganzung um eine zusatzliche Expression von Ad35-E1 flr die Zellen toxisch sein, wobei es jedoch nicht un-
moglich ist, transformierte Zellen mit E1-Proteinen stabil zu transfizieren, weil AD5-E1 exprimierende
Ad549-Zellen erzeugt worden sind.

[0130] In einem Versuch, vom Virus 7 der Untergruppe B rekombinante Adenoviren zu erzeugen, waren Ab-
rahamsen et al. (1997) nicht in der Lage, in 293-Zellen E1-deletierte Viren ohne eine Kontaminierung von wt
Ad7 zu erzeugen. Es zeigte sich, dass Viren, die nach einer Plattenreinigung in 293-ORF6-Zellen abgeimpft
wurden (Brough et al., 1996), durch eine nicht homologe Rekombination eingearbeitete Ad7-E1B-Sequenzen
enthielten. Somit erwies sich, dass eine effiziente Fortpflanzung von Ad7-rekombinanten Viren nur in Gegen-
wart einer Ad7-E1B-Expression und einer Ad5-E4-ORF6-Expression mdglich war. Es ist bekannt, dass die
E1B-Proteine sowohl mit zellularen als auch mit viralen Proteinen wechselwirken (Bridge et al., 1993; White,
1995). Moglicherweise ist der zwischen dem E1B-55K-Protein und E4-ORF6 gebildete Komplex, der zur Ver-
starkung des mRNA-Exports von viralen Proteinen und zur Hemmung des Exports der meisten zellularen
mRNA erforderlich ist, kritisch und in gewisser Weise serotypenspezifisch. Das obige Experiment lasst vermu-
ten, dass die E1A-Proteine von Ad5 dazu fahig sind, eine Ad7-E1A-Deletion zu komplementieren und dass
eine Expression von Ad7-E1B in Adenovirus-Verpackungszellen an sich nicht ausreichend ist, um eine stabile,
komplementierende Zelllinie zu erzeugen. Um zu testen, ob eines der Ad35-E1B-Proteine oder beide der ein-
schrankende Faktor bei einer effizienten Fortpflanzung des Ad35-Vektors in PER.C6-Zellen ist bzw. sind, ha-
ben wird ein Ad35-Adapterplasmid erzeugt, dass den E1B-Promotor und E1B-Sequenzen enthalt, dem aber
der Promotor und die kodierende Region fiir E1A fehlt. Dazu wurde das linke Ende von wtAd35-DNA mittels
der Primer 35F1 und 35R4 (beide in Beispiel 7 beschrieben) mit Pwo-DNA-Polymerase (Roche) gemafl den
Anweisungen des Herstellers amplifiziert. Das PCR-Produkt mit 4,6 kb wurde mittels des PCR-Reinigungskits
(LTT) gereinigt und mit den Enzymen SnaBl und Apal aufgeschlossen. Das resultierende Fragment von 4,2 kb
wurde dann mittels des QIAEXxII-Kits (Qiagen) vom Gel gereinigt. Als Nachstes wurde pAdApt35IP1 (Beispiel
4) mit SnaBl und Apal aufgeschlossen, und das den Vektor mit 2,6 kb enthaltende Fragment wurde mittels des
GeneClean-Kits (BIO 101, Inc.) vom Gel gereinigt. Beide isolierten Fragmente wurden ligiert, wodurch
pBr/Ad35.1eftITR-pIX erhalten wurde (Fig. 16). Die richtige Amplifizierung wahrend der PCR wurde wie folgt
durch einen Funktionalitatstest verifiziert:

Die DNA wurde mit BstBl aufgeschlossen, um den Ad35-Insert von Vektorsequenzen zu befreien, und 4 pg
dieser DNA wurden mit 4 ug pWE/Ad35.pIX-rITR (Beispiel 4), das mit Notl aufgeschlossen war, in PER.C6-Zel-
len cotransfiziert. Die transfizierten Zellen wurden am 2. Tag in T80-Kolben Uberflhrt, und wiederum zwei Tage
spater hatten sich CPE gebildet, wodurch gezeigt wird, dass die neue pBr/Ad35.leftITR-pIX-Konstruktion funk-
tionelle E1-Sequenzen enthalt. Das pBr/Ad35.leftITR-pIX-Konstrukt wurde dann wie folgt weiter modifiziert.
Die DNA wurde mit SnaBl und Hindlll aufgeschlossen, und der Hindll-Uberhang am 5'-Ende wurde mittels des
Klenow-Enzyms aufgefiillt. Die erneute Ligation der aufgeschlossenen DNA und die Transformation in kompe-
tente Zellen (LTI) ergab den Konstrukt pBr/Ad35leftITR-pIXAE1A (Fig. 17). Dieses letztere Konstrukt enthalt
das linke Ende von Ad35 mit 4,6 kb mit Ausnahme der E1A-Sequenzen zwischen bp 450 und 1341 (Numme-
rierung gemafl wtAd35, Fig. 5), und somit fehlt ihr der E1A-Promotor und die meisten E1A-kodierenden Se-
quenzen. pBr/Ad35.1eftITR-pIXAE1A wurde dann mit BstBIl aufgeschlossen, und 2 ug dieses Konstrukts wur-
den mit 6 pg pWE/Ad35.pIX-rITR (Beispiel 4), das mit Notl aufgeschlossen war, in PER.C6-Zellen cotransfi-
ziert. Eine Woche nach der Transfektion hatten sich in den transfizierten Zellen vollstandige CPE gebildet.
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[0131] Dieses Experiment zeigt, dass die Ad35-E1A-Proteine durch eine Expression von Ad5-E1A in PER.C6
funktionell komplementiert werden und dass wenigstens eines der Ad35-E1B-Proteine durch eine Expression
von Ad5-E1 in PER.C6 nicht komplementiert werden kann. Es zeigt weiterhin, dass es mdglich ist, eine kom-
plementierende Zelllinie flr E1-deletierte Ad35-Viren herzustellen, indem Ad35-E1B-Proteine in PER.C6 ex-
primiert werden. Eine stabile Expression von Ad35-E1B-Sequenzen aus integrierten Kopien im Genom von
PER.C6-Zellen kann vom E1B-Promotor angetrieben und von einem heterologen Polyadenylierungssignal
wie, ohne darauf beschrankt zu sein, HBVpA, terminiert werden. Das heterologe pA-Signal ist erforderlich, um
eine Uberlappung zwischen dem E1B-Insert und dem rekombinanten Vektor zu verhindern, weil die natiirliche
E1B-Terminierung sich in der plX-Transkriptionseinheit befindet, die im adenoviralen Vektor vorhanden sein
muss. Alternativ kann die E1B-Sequenz von einem heterologen Promotor wie, ohne darauf beschrankt zu sein,
den humanen PGK-Promotor oder von einem induzierbaren Promotor wie, ohne darauf beschrankt zu sein,
den 7xtetO-Promotor (Gossen und Bujard, 1992) getrieben werden. Auch in diesen Fallen wird die Transkrip-
tion durch eine heterologe pA-Sequenz, z.B. HBV-pA, vermittelt werden. die Ad35-E1b-Sequenzen umfassen
zumindest einen der kodierenden Bereiche der Proteine E1B 21K und E1B 55K, die sich zwischen den Nucle-
otiden 1611 und 3400 der wt-Ad35-Sequenz befinden. Der Insert kann auch (einen Teil der) Ad35-E1B-Se-
quenzen zwischen den Nucleotiden 1550 und 1611 der wt-Ad35-Sequenz einschlielen.

Beispiel 7

[0132] Viren auf Ad35-Basis, bei denen die E1A- und E1B-21K-Gene deletiert wurden, vermehren sich effizi-
ent auf Ad5-komplementierenden Zelllinien.

[0133] Die Erzeugung von auf Ad35 basierenden Viren, bei denen E1A deletiert ist und der volle E1B-Bereich
erhalten bleibt, ist in Beispiel 6 dieser Anmeldung beschrieben. Solche Viren kénnen auf der Ad5-komplemen-
tierenden Zelllinie PER.C6 erzeugt und vermehrt werden. Der E1B-Bereich umfasst partiell Giberlappende co-
dierende Sequenzen fir die beiden Hauptproteine 21K und 55K (Bos et al., 1981). Wahrend der produktiven
wt-adenoviralen Infektion sind zwar sowohl 21K als auch 55K am Entgegenwirken der apoptoseinduzierenden
Wirkungen von E1A-Proteinen beteiligt, doch wurde vorgeschlagen, dass das E1B-55K-Protein zuséatzliche
Funktionen wahrend der spaten Phase der Virusinfektion hat. Dazu gehéren die Akkumulation von viralen
mRNAs, die Steuerung der Expression von spaten viralen Genen und das Ausschalten der meisten
Wirts-mRNAs auf dem Niveau des mRNA-Transports (Babiss et al., 1984, 1985; Pilder et al., 1986). Ein zwi-
schen E1B-55K und dem ORF6-Protein, das vom friihen Adenovirus-Bereich 4 codiert wird (Leppard und
Shenk, 1989; Bridge und Ketner, 1990), gebildeter Komplex tibt wenigstens einen Teil dieser Funktionen aus.

[0134] Um zu analysieren, welche der E1B-Proteine fir die Vermehrung von Ad35-E1A-deletierten rekombi-
nanten Viren auf PER.C6-Verpackungszellen erforderlich sind, wurde weiterhin der E1B-Bereich im Konstrukt
pBr.Ad35.leftiITR-pIXAE1A (siehe Beispiel 6 und Fig. 17) deletiert. In einem ersten Konstrukt, pBr.Ad35A21K,
bleibt die volle E1B-55K-Sequenz erhalten und sind E1A sowie E1B-21K deletiert. Dazu wurde pBr.Ad35.lef-
tITR-pIXAE1A mit Ncol und BspE1 verdaut, und das 5-kb-Vektorfragment wurde aus Agarose-Gel isoliert, wo-
bei der Geneclean-Kit (BIO 101, Inc.) gemaR den Anweisungen des Herstellers verwendet wurde. Dann wurde
ein PCR-Fragment mit pBr.Ad35.leftITR-pIXAE1A als Matrizen-DNA unter Verwendung der folgenden Primer
erzeugt:

135D21: S'-TTA GAT CCA TGG ATC CCG CAG ACT C-3'(SEQ ID Nr. _) und

235B3: 5'-CCT CAG CCC CAT TTC CAG-3' (SEQ ID Nr. _).

[0135] Eine Amplifikation erfolgte unter Verwendung von Pwo-DNA-Polymerase (Roche) gemal den Emp-
fehlungen des Herstellers unter Zugabe von DMSO (Endkonzentration 3%) in das Reaktionsgemisch. Das
PCR-Programm war wie folgt: 2 min bei 94 °C, dann 30 Zyklen mit 30 s bei 94 °C, 30 s bei 58 °C und 45 s bei
72 °C und ein letzter Schritt von 8 min bei 68 °C, um glatte Enden zu gewahrleisten.

[0136] Durch diese PCR werden Ad35-E1B-Sequenzen von Nucleotid 1908 bis 2528 (Sequenz Ad35, Fig. 5)
amplifiziert und eine Ncol-Stelle am Startcodon des E1B-55K-codierenden Sequenz (halbfett im Primen
35D21) eingefuhrt. Das 620-bp-PCR-Fragment wurde unter Verwendung des PCR-Reinigungskits (Qiagen)
gereinigt und dann mit Ncol und BspEl verdaut, wie oben ausgehend von einem Agarose-Gel gereinigt und mit
dem oben beschriebenen Ncol/BspE1-verdauten Vektorfragment ligiert, was pBr.Ad35A21K ergab (Fig. 18).

[0137] Da die codierenden Bereiche des 21K- und des 55K-Proteins tberlappen, ist es nur mdglich, einen Teil
der 55K-codierenden Sequenzen zu deletieren, wahrend 21K erhalten bleibt. Dazu wurde pBr.Ad35.lef-
tITR-pIXAE1A mit Bglll verdaut, und das Vektorfragment wurde religiert, was pBr.Ad35A55K1 ergab (Fig. 19).
Diese Deletion entfernt E1B-codierende Sequenzen von Nucleotid 2261 bis 3330 (Ad35-Sequenz in Fig. 5). In
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diesem Konstrukt bleiben die N-terminalen 115 Aminosauren erhalten und werden mit 21 zusatzlichen Amino-
sauren aus dem richtigen Leseraster fusioniert, bevor ein Stopcodon auftritt. Der 21K-codierende Bereich ist
im Konstrukt pBr.Ad35A55K1 intakt.

[0138] Ein drittes Konstrukt, das eine Deletion von E1A, 21K und des groften Teils der 55K-Sequenzen auf-
weist, wurde wie folgt erzeugt. pBr.Ad35.1eftITR-pIX (Fig. 16) wurde mit SnaBl und Mfel (Isoschizomer von Mu-
nl) verdaut, und der 5'-Uberhang, der aus dem Mfel-Verdau resultiert, wurde mit Hilfe von Klenow-Enzym auf-
geflllt. Das 4,4-kb-Vektorfragment wurde unter Verwendung des Geneclean-Kits (Bio 101, Inc.) gemaf den
Anweisungen des Herstellers aus Gel isoliert und religiert, was das Konstrukt pBr. Ad35ASM ergab (Fig. 20).
In diesem Konstrukt sind die Ad35-Sequenzen zwischen Nucleotid 453 und 2804 deletiert, und somit bleiben
596 Nucleotide des 3'-Endes von E1b-55K erhalten. Eine weitere Deletion von 55K-Sequenzen erfolgte im
Konstrukt pBr.Ad35.AE1AAE1B durch Verdau von pBr.Ad35.leftITR-pIX mit SnaBl und Bglll, Klenow-Fragment
zum Auffullen der klebrigen Bglll-Enden und Religierung. Fig. 21 zeigt eine schematische Darstellung der oben
genannten Konstrukte.

[0139] Um zu testen, ob mit diesen Konstrukten Ad35-basierte Viren erzeugt werden kénnen, wurde jedes
dieser Konstrukte mit Notl-verdautem pWE.Ad35pIX-rITR (siehe Beispiel 4) auf PER.C6-Zellen cotransfiziert.
Dazu wurden die jeweiligen Fragmente durch PCR unter Verwendung der Primer 35F1 und 35R4 (siehe Bei-
spiel 4) amplifiziert. Diese PCR-Amplifikation wurde durchgefihrt, da einige der Konstrukte schwierig in aus-
reichenden Mengen zu isolieren waren. So wurde eine gleiche Qualitat der verschiedenen Adapterfragmente
gewabhrleistet. Fir die Amplifikation wurde Pwo-DNA-Polymerase (Roche) gemaf den Anweisungen des Her-
stellers verwendet, wobei aber DMSO (3% Endkonzentration) zu dem PCR-Gemisch gegeben wird. Von jeder
Matrize wurden ca. 50 ng DNA verwendet. Die Bedingungen fiir die PCR waren wie folgt: 2 min bei 94 °C, dann
5 Zyklen mit 30 s bei 94 °C, 45 s bei 48 °C und 4 min bei 72 °C, danach 25 Zyklen mit 30 s bei 94 °C, 30 s bei
60 °C und 4 min bei 72 °C, und ein letzter Schritt von 8 min bei 68 °C.

[0140] PCR-Fragmente wurden aus pBr.Ad35.leftITR-plX, pBr.Ad35.leftiITR-pIXAE1A, pBr.Ad35A21K,
pBr.Ad35A55K1, pBr.Ad35ASM und pBr.Ad35AE1AAE1B erzeugt. Alle Fragmente wurden unter Verwendung
des PCR-Reinigungskits (Qiagen) gemafl den Anweisungen des Herstellers erhalten, und die Endkonzentra-
tionen wurden auf mit EtBr angefarbtem Agarose-Gel unter Verwendung des Systems Eagle Eye Il Still Video
und EagleSight-Software (Stratagene) mit dem Smart-Ladder-Molekulargewichtsmarker (Eurogentec) als Re-
ferenz abgeschatzt. PER.C6-Zellen wurden in einer Dichte von 2,5 x 10° Zellen in einem T25-Kulturkolben in
DMEM, das 10% fetales Kélberserum (FCS) und 10 mM MgSO, enthielt, ausgesét und in einem feuchtgehal-
tenen Inkubator bei 37 °C, 10% CO, kultiviert. Am nachsten Tag wurden jeweils 3 mg der PCR-Fragmente mit
5 pg Notlverdautem pWE.Ad35plIX-rITR cotransfiziert, wobei man LipofectAmine (GIBCO, Life Technologies
Inc.) gemaRl den Anweisungen des Herstellers verwendete. Zwei Tage nach der Transfektion wuirden alle Zel-
len in einen T80-Kolben lbergefuhrt und weiter kultiviert. Dann wurden die Kulturen beztglich des Auftretens
von CPE Uberwacht. Im Einklang mit dem Ergebnis friherer Experimente, die in den Beispielen 4 und 6 be-
schrieben sind, zeigten pBr.Ad35.leftiITRpIX und pBr.Ad35.leftITR-pIXAE1A innerhalb einer Woche nach der
Transfektion eine fast vollstandige CPE. Von den Fragmenten mit verschiedenen E1B-Deletionen zeigten nur
pBr.Ad35A21K zu demselben Zeitpunkt eine CPE wie die obigen beiden Fragmente. Die Konstrukte
pBr.Ad35A55K1, pBr. Ad35ASM und pBr.Ad35AE1AAE1B ergaben Uberhaupt keine CPE, auch nicht nach dem
Ernten durch Frieren-Tauen und Reinfektion des rohen Lysats auf frischen PER.C6-Zellen.

[0141] Aus diesen Experimenten kann geschlossen werden, dass Ad35-E1B-55K und nicht E1B-21K fiir die
Erzeugung und Vermehrung von Viren auf Ad35-Basis auf Ad5-komplementierenden Zelllinien notwendig ist.
Daher kénnen Viren auf Ad35-Basis mit einer Deletion der E1A- und E1B-21K-Gene, die das E1B-55K-Gen
oder ein funktionelles Fragment davon aufweisen, auf Ad5-komplementierenden Zelllinien geziichtet werden.
Alternativ dazu kénnen Viren auf Ad35-Basis auch auf PER.C6-Zellen geziichtet werden, die den vollen
E1B-Bereich oder das E1B-55K-Gen oder ein funktionelles Fragment davon stabil exprimieren. Das
Ad35-E1B-55K-Gen oder funktionelle Teile davon kénnen ausgehend von einem heterologen Promotor, wie
unter anderem dem humanen PGK-Promotor, dem Immediate-Early-Promotor des humanen Cytomegalievirus
(CMV), dem Rous-Sarkom-Virus-Promotor usw., exprimiert und von einer heterologen Polyadenylierungsse-
quenz (pA), wie unter anderem der Hepatitis-B-Virus-Polyadenylierungssequenz (HBVpA), der Simian-Vi-
rus-40-Polyadenylierungssequenz (SV40pA) usw., terminiert werden. Als nichteinschrankende Beispiele sind
im Folgenden PER.C6-Zellen, die den Ad35-E1B-Bereich unter der Kontrolle des E1B-Promotors und HBVpA
exprimieren, PER.C6-Zellen, die den Ad35-E1B-Bereich unter der Kontrolle des humanen PGK-Promotors und
HBVpA exprimieren, und PER.C6-Zellen, die ein funktionelles Fragment von Ad35-E1B-55K unter der Kontrol-
le des humanen PGK-Promotors und HBVpA exprimieren, beschrieben.
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Erzeugung von pIG35BL und plG35BS

[0142] Wir beschreiben die Erzeugung von zwei Expressionskonstrukten, plG.35BS und plG.35BL, die beide
die Ad35-E1B-Gene und einen Neomycin-Selektionsmarker tragen. Die beiden Konstrukte unterscheiden sich
in der Lange des Fragments, das den E1B-Promotor enthalt. In 35BL ist das Promotorfragment langer und be-
inhaltet das 3'-Ende des E1A-Bereichs (103 Nucleotide codierende Sequenz und pA). Der E1B-Bereich wird
durch HBVPolyA terminiert, das neo’-Gen wird durch eine hPGK-Promotor/HBVpA-Cassette gesteuert.

[0143] plG.35BL wurde wie folgt hergestellt. Das Konstrukt pRSV.Ad35E1 (beschrieben in Beispiel 5, Fig. 9)
wurde mit Nrul und Hindlll verdaut, und die vorstehenden Enden wurden durch Klenow-Behandlung aufgefillt.
Das 7-kb-Vektorfragment wurde auf Gel von den kleineren Fragmenten abgetrennt und mit Hilfe des Genec-
lean-Kits (BIO 101, Inc.) isoliert. Nach der Religierung der DNA und Einflihrung in kompetente STBL2-Zellen
(Gibco, LTI) durch Transformation wurden korrekte Klone isoliert. pIG.35BL (Fig. 22) enthalt 273 Nucleotide
stromaufwarts der Startstelle des E1B-21K-codierenden Bereichs.

[0144] plG.35BS wurde in derselben Weise wie plG.35BL hergestellt, auler dass pRSV.Ad35R1 mit Nrul und
Hpal verdaut wurde (bei de Enzyme lassen glatte Enden zuriick), was zu einem kiirzeren Fragment stromauf-
warts des codierenden Bereichs von E1B-21K von 97 Nucleotiden flihrt.

[0145] Um Ad35-E1B-exprimierende Zellen zu erzeugen, wurden PER.C6-Zellen in 10-cm-Schalen in einer
Menge von 1 x 10° Zellen/Schale ausgesat. Zwei Tage spater wurden die Zellen mit Scal-linearisierten Kon-
strukten transfiziert. Vier Schalen wurden mit 1 und vier mit 2 pyg DNA (insgesamt 16 Schalen; Lipofectamin
(Gibco, LTI) keine Trager-DNA verwendet) gemaf den Anweisungen des Herstellers transfiziert. Am nachsten
Tag erhielten die transfizierten Zellen G418-haltiges Medium (0,75 mg/ml). Kontrolltransfektionen unter Ver-
wendung von LacZ-Expressionskonstrukten (2 ug) wurden nach 48 h angefarbt und zeigten eine Transfekti-
onseffizienz von ~25%. Vier Tage nach der Addition von Selektionsmedium begannen nicht transfizierte Zellen
abzusterben, und wiederum drei Tage spater wurden Klone sichtbar. Eine Woche spater wurden die ersten Klo-
ne herausgesucht. Die Transfektion mit 1 ug fihrte zu weniger und auch anfangs kleineren Klonen (insgesamt
~20 Klone/Schale gegeniber > 50 Klone/Schale bei der Transfektion mit 2 ug DNA). Die positive Kontrolltrans-
fektion unter Verwendung von 2 pg pcDNAZ3 (Invitrogen) fiihrte zu ~50 Klonen.

[0146] Insgesamt wurden 120 Klone herausgesucht, und 107 wurden erfolgreich etabliert (55 aus pIG35BS
und 52 aus plG35BL).

Erzeugung von plG35Bneo

[0147] plG35Bneo ist ein Ad35-E1B-Expressionsplasmid, aus dem heraus die E1B-Gene ausgehend von ei-
nem heterologen Promotor (hPGK) exprimiert werden und das auch eine Neomycin-Resistenz-Expressions-
cassette enthalt. Um eine Instabilitat des Plasmids aufgrund von Rekombinationsereignissen auf homologe
Sequenzen zu vermeiden, steuert der RSV-Promotor das neo-Gen. Um dies zu erreichen, wurde das Kon-
strukt pPRSVhbv.Neo (beschrieben in Beispiel 5, Fig. 12) mit Scal und BamHI verdaut, und die vorstehenden
Enden wurden unter Verwendung von Klenow-Enzym aufgefillt. Das 1070-bp-Fragment, das einen Teil des
Ampicillin-Gens und den RSV-Promotor enthalt, wurde unter Verwendung des Geneclean-Kits (BIO 101, Inc.)
aus Gel isoliert. Dann wurde pRSVhbvNeo mit Scal und EcoRI verdaut, mit Klenow-Enzym glatt gemacht, und
das 3,2-kb-Fragment, das das neo-Gen, HBVpA, einen Vektor und einen Teil des Ampicillin-Gens enthalt, wur-
de wie oben isoliert. Die zwei Fragmente wurden dann ligiert, was pRSVneo4 ergab (Fig. 23). Dann wurde das
Konstrukt plG270 (Fig. 15, beschrieben in Beispiel 6) mit EcoRI und Ncol verdaut, und klebrige Enden wurden
mit Klenow-Enzym glatt gemacht. Das vektorhaltige Fragment wurde aus dem Gel isoliert, wie es oben be-
schrieben ist, und religiert, was plG270delE1A ergab. Dieses Konstrukt wurde mit Avrll und Xbal verdaut, und
die vorstehenden Enden wurden mit Hilfe von Klenow-Enzym aufgefillt. Das 2,9-kb-Fragment, das den
hPGK-Promotor und Ad35.E1B-Sequenzen enthielt, wurde wie oben aus dem Gel isoliert. Dann wurde
pRSVneo4 mit Bglll verdaut, mit Klenow-Enzym glatt gemacht, dephosphoryliert und aus dem Gel isoliert.
Dann wurde das glatt gemachte Avrll/Xbal-Ad35.E1B-Fragment mit dem oben hergestellten pRSVneo4-Vek-
torfragment ligiert, und die resultierenden Klone wurden analysiert. Ein Klon, der beide Expressionscassetten
in derselben Orientierung enthielt, wurde ausgewahlt und plG35Bneo genannt (Fig. 24). Eine detaillierte Ana-
lyse dieses Klons zeigte, dass eine zusatzliche Bglll-Stelle vorhanden war, wahrscheinlich aufgrund einer un-
vollstandigen Klenow-Reaktion (Bglll-Stelle bei Nuclotid 2949 in Fig. 24).
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Erzeugung von plG35.55K

[0148] Das Konstrukt plG35.55K ist plG35Bneo ahnlich, doch fehlt ihm der codierende Bereich von
Ad35.E1B-21K. Dazu werden zuerst sowohl die E1A- als auch die E1B-21K-Sequenzen wie folgt aus plG270
deletiert:

Das Konstrukt plG270 wird mit EcoRI verdaut, mit Klenow-Enzym behandelt und unter Verwendung eines
PCR-Reinigungskits (Qiagen) gemal den Anweisungen des Herstellers gereinigt. Dann wird die gewonnene
DNA mit Agel verdaut, und das ~5 kg groRe Vektorfragment wurde wie oben aus dem Gel isoliert. Dann wurden
Ad35-E1B-55K-Sequenzen durch PCR auf plG270-Matrizen-DNA unter Verwendung der folgenden Primer
amplifiziert:

535D21: 5'-FTA GAT CCA TGG ATC CCG CAG ACT C-3' (SEQ ID Nr. _) und

635B3: 5'-CCT CAG CCC CAT TTC CAG-3' (SEQ ID Nr. ).

[0149] Die fir die Amplifikation verwendeten Bedingungen sind wie oben beschrieben. Das PCR-Fragment
wird unter Verwendung des PCR-Reinigungskits (Qiagen) gereinigt und mit Ncol verdaut. Nach einer Kle-
now-Behandlung zum Auffillen der vorstehenden Enden wird die DNA weiter mit Agel verdaut und wiederum
einer Saulenreinigung unterzogen. Das so behandelte PCR-Fragment wird dann in das oben hergestellte Eco-
RI/Agel-verdaute Vektorfragment kloniert, was plG270.AE1AA21K ergab. Die letzten Schritte, um plG35.55K
(Fig. 25) zu erhalten, sind aquivalent zu den oben beschriebenen letzten Schritten zur Erzeugung von
plG35Bneo ausgehend von plG270.AE1AA21K anstelle von plG270.AE1A.

[0150] Dann wird plG35.55K mit Scal linearisiert und verwendet, um PER.C6-Zellen zu transfizieren, wie es
oben beschrieben ist. Klone, die gegen G418-Selektion resistent sind, werden herausgesucht und auf ihre Fa-
higkeit analysiert, die vermehrung von E1-deletierten Ad35-Viren zu komplementieren.

Beispiel 8

[0151] Neue Verpackungszelllinien fur die Erzeugung und Vermehrung von E1-deletierten Vektoren auf
Ad35-Basis, die von primaren humanen Zellen abgeleitet sind

[0152] Die vollstandige morphologische Transformation von primaren Zellen durch Adenovirus-E1-Gene ist
das Ergebnis der kombinierten Aktivitdten der Proteine, die von den E1A- und E1B-Bereichen codiert werden.
Die Rollen der verschiedenen E1-Proteine bei der lytischen Infektion und bei der Transformation wurden aus-
fuhrlich untersucht (Ubersicht bei Zantema und van der Eb, 1995; White, 1995, 1996). Die Adenovi-
rus-E1A-Proteine sind fur die Transformation von primaren Zellen wesentlich. Die E1A-Proteine Uben diese
Wirkung durch eine direkte Wechselwirkung mit mehreren zellulédren Proteinen aus, die an der Regulation der
Transcription beteiligt sind. Dazu gehéren die pRB-Proteinfamilie, p300/CBP und TATA-Bindungsprotein. Au-
Rerdem erhoht E1A die Konzentration an p53 in den Zellen. In Abwesenheit von Adenovirus-E1B-Aktivitat fihrt
der Anstieg der p53-Konzentrationen zur Induktion von Apoptose. Beide Proteine, die vom E1B-Bereich codiert
werden, wirken durch verschiedene Mechanismen der Induktion von Apoptose entgegen. E1B-21K scheint der
Apoptose in ahnlicher Weise wie Bcl-2 Giber eine Wechselwirkung mit den Effektorproteinen, die im Apoptose-
weg nachgeschaltet sind, entgegenzuwirken (Han et al., 1996), wahrend E1B-55K uUber eine direkte Wechsel-
wirkung mit p53 funktioniert. Es ist wichtig, dass der molekulare Mechanismus, durch den die E1B-55K-Prote-
ine von Ad2 und 5 (Untergruppe C) und Ad12 (Untergruppe A) in der Fahigkeit, p53 zu neutralisieren, funktio-
nieren, unterschiedlich sein kann. Wahrend Ad5-E1B-55K stark an p53 bindet und der Komplex sich im Cyto-
plasma lokalisiert, bindet Ad12-E1B-55K nur schwach an p53, und beide Proteine sind im Zellkern lokalisiert
(Zantema et al., 1985; Grand et al., 1999). Beide Proteine hemmen jedoch die Transaktivierung anderer Gene
durch p53 (Yew und Berk, 1992).

[0153] In Nagerzellen ist die Aktivitat von E1A zusammen mit entweder E1B-21K oder 55K fiir eine volle
Transformation ausreichend, obwohl die Expression beider E1B-Proteine zusammen doppelt so effizient ist
(Rao et al., 1992). Bei menschlichen Zellen jedoch scheint die Aktivitat des E1B-55K-Proteins wichtiger zu
sein, da man beobachtet, dass E1B-55K fiir die Etablierung von transformierten Zellen unverzichtbar ist (Gal-
limore, 1986). Beispiel 6 dieses Patents beschreibt die Bildung von plG270. In diesem Konstrukt werden die
Ad35-E1-Gene ausgehend vom hPGK-Promotor exprimiert, und die Transcription wird durch HBVpA abgebro-
chen. Der hPGK-Promotor bildet ein Hincll-EcoRI-Fragment der von Singer-Sam et al. (1984) beschriebenen
Promotorsequenz. Das HBVpA befindet sich in einem BamHI-Bglll-Fragment des Hepatitis-B-Virus-Genoms
(Simonsen und Levinson, 1983; siehe auch Genbank HBV-AF090841). Wie bereits erwahnt, kénnen die Pro-
motor- und Polyadenylierungssequenzen der in dieser Erfindung beschriebenen E1-Expressionskonstrukte
auch aus anderen Quellen stammen, ohne von der Erfindung abzuweichen. AuRerdem kénnen auch andere
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funktionelle Fragmente der oben erwahnten hPGK- und HBVpA-Sequenzen verwendet werden.

[0154] Die Funktionalitdt von plG270 wurde durch Transformation von primaren Babyratten-Nierenzellen
(BRK-Zellen) gezeigt. Ein Vergleich mit einem &quivalenten Ad5-E1-Expressionskonstrukt lehrte, dass
Ad35-E1-Gene bei der Transformation dieser Zellen weniger effizient sind. Dasselbe zeigte sich bei den
E1-Genen von Ad12 (Bernards et al., 1982).

[0155] Es ist unklar, welches oder welche E1-Proteine den Unterschied in der Transformationseffizienz von
E1-Sequenzen bestimmt, den man bei Adenoviren aus verschiedenen Untergruppen beobachtet. Im Falle von
Ad12 lielBen Transfektionsstudien mit chimarischen E1A/E1B-Genen vermuten, dass die Effizienz der Trans-
formation von BRK-Zellen durch die E1A-Proteine bestimmt wird (Bernards et al., 1982). Im Folgenden wird
gezeigt, dass das E1B-55K-Protein serotypspezifische Funktionen enthalt, die fiir die Komplementierung von
E1-deletierten Adenoviren notwendig sind. Wenn diese Funktionen mit der Regulation der mRNA-Verteilung
oder einer anderen spaten viralen Funktion zusammenhangen, ist es unwahrscheinlich, dass diese an der
Transformationseffizienz beteiligt sind.

[0156] Eine Analyse der funktionellen Domanen in den Ad2- oder Ad5-E1B-55K-Proteinen unter Verwendung
von Insertionsmutanten hat gezeigt, dass Funktionen, die mit der viralen Replikation, spaten Proteinsynthese
und dem Ausschalten von Wirtsproteinen zusammenhangen, nicht auf spezifische Doméanen beschrankt, son-
dern entlang dem Protein verteilt sind (Yew et al., 1990). Unter Verwendung derselben Gruppe von Mutanten
zeigte sich, dass die fur die Wechselwirkung mit p53 und E4-Orf6 wichtigen Domanen restringierter sind. Ne-
ben einem gemeinsamen Bindungsbereich (Aminosduren 262 bis 326) wurde die p53-Bindung durch die Mu-
tationen bei Aminosaure 180 beeinflusst, und die E4-Orf6-Bindung wurde durch Mutationen bei Aminosaure
143 beeinflusst (Yew und Berk, 1992; Rubenwolf et al., 1997).

[0157] Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass es schwierig ist, die mit der Transformation
(p53-Bindung) und der spaten Proteinsynthese (Orf6-Bindung) zusammenhangenden E1B-55K-Funktionen zu
trennen.

[0158] Die Erfindung offenbart neue E1-Konstrukte, die die hohe Effizienz der Transformation von einem Se-
rotyp mit der serotypspezifischen Komplementierungsfunktion eines anderen Serotyps kombiniert. Diese neu-
en Konstrukte werden verwendet, um primare humane embryonische Retinoblastenzellen und humane Amni-
ocyten zu transformieren.

Die Erzeugung von plG535, plG635 und plG735

[0159] Das Konstrukt plG535 enthalt den Ad5-E1A-Bereich und E1B-Promotorsequenzen, die mit den
Ad35-E1B-Sequenzen verknlpft sind. Dazu wurde plG270 (Fig. 15; siehe Beispiel 6) mit EcoRI und Ncol ver-
daut. Dann wurde das 5,3-kb-Vektorfragment aus Gel isoliert, wobei der Geneclean-Kit (BIO Inc. 101) geman
den Anweisungen des Herstellers verwendet wurde. Dann wurde das Konstrukt pIG.E1A.E1B (Fig. 13; siehe
Beispiel 6) mit EcoRI und Xbal verdaut, und das resultierende 890-kb-Fragment wurde wie oben isoliert. Ein
drittes Fragment wurde durch PCR-Amplifikation auf plG.E1A.E1B unter Verwendung der folgenden Primer er-
zeugt:

15E1A-F: 5'-GAG ACG CCC GAC ATC ACC TG-3' (SEQ ID Nr. _) und

25E1B-R: 5'-CAA GCC TCC ATG GGG TCA GAT GTA AC-3' (SEQ ID Nr. _).

[0160] Das folgende PCR-Programm wurde verwendet: 2 min bei 94 °C, dann 30 Zyklen mit 30 s bei 94 °C,
30 s bei 60 °C und 1 min bei 72 °C und ein letzter Schritt von 10 min bei 72 °C, um glatte Enden zu gewahr-
leisten.

[0161] Das resultierende 400-bp-PCR-Fragment wurde mit Xbal und Ncol verdaut. Nach der Gelisolierung
wie oben wurden die drei Fragmente ligiert und durch Transformation in STBL-2-Bakterien eingefuhrt. Eine Ko-
lonie, die alle drei Fragmente in der richtigen Reihenfolge enthielt, wurde ausgewahlt und als plG535 bezeich-
net (Fig. 26).

[0162] Das Konstrukt plG635 enthalt den Ad5-E1A- und einen chiméarischen Ad5-Ad35-E1B-Bereich, so dass
die 21K-Sequenz im Wesentlichen aus Ad5 stammt und mit den Ad35-E1B-55K-Sequenzen verknupft ist, so-
lange sie nicht mit den 21K-Sequenzen Uberlappt. Zuerst wird ein Teil der Ad5-E1-Sequenzen durch PCR am-
plifiziert, wobei man plG.E1A.E1B als Matrize und die folgenden Primer verwendet:

45AK: 5'-GAG CGA AGA AAC CCA TCT GAG-3' (SEQ ID Nr. _) und
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52155R: 5'-GGT CCA GGC CGG CTC TCG G-3' (SEQID Nr. ).

[0163] Die Amplifikation wird mit Pwo-DNA-Polymerase (Roche) gemaf den Anweisungen des Herstellers er-
reicht. Dann werden die 210-bp-Fragmente unter Verwendung des PCR-Reinigungskits (Qiagen) aus den Pri-
mersequenzen gereinigt.

[0164] Ein zweites PCR-Fragment wird aus plG270-DNA amplifiziert, wie es oben beschrieben ist, aber mit
den folgenden Primern:

62155F: 5'-CCG AGA GCC GGC CTG GAC-3' (SEQ ID Nr. _) und

735F10: 5'-GCT CTA GAC CTG CAG GTT AGT CAG TTT CTT CTC CAC TG-3' (SEQ ID Nr. _).

[0165] Das amplifizierte 1,3-kb-Fragment wird wie oben gereinigt und in einem Stoffmengenverhaltnis von 1:1
mit dem ersten PCR-Fragment gemischt. Dann wird das Gemisch zuerst einer PCR-Reaktion ohne die Zugabe
von Primern unterzogen, wobei Pwo-DNA-Polymerase und das folgende Programm verwendet wurden: 2 min
bei 94 °C und dann 5 Zyklen von 30 s bei 94 °C, 30 s bei 60 °C, 90 s bei 72 °C. AnschlieRend werden die Primer
5AK und 35F10 in einer Konzentration von 0,6 uM hinzugefiigt, und danach wird mit einer letzten PCR ein
1,5-kb-Fragment amplifiziert. Dazu wurde die Temperatur wie folgt eingestellt: 2 min bei 94 °C, dann 30 Zyklen
mit 30 s bei 94 °C, 30 s bei 60 °C und 90 s bei 72 °C, dann ein letzter Schritt von 10 min bei 72 °C, um glatte
Enden zu gewahrleisten. Das resultierende Produkt wird unter Verwendung des PCR-Reinigungskits (Qiagen)
wie oben gereinigt und mit Kpnl und Sbfl (Isoschizomer von Sse83871) verdaut. Dann wird die verdaute DNA
unter Verwendung des Geneclean-Kits (BIO Inc., 101) aus dem Gel isoliert. Das Konstrukt pIG.E1A.E1B wird
mit Kpnl und Sbfl verdaut, und das vektorhaltige Fragment wird wie oben aus dem Gel isoliert. Das Fragment
wird mit dem oben hergestellten endgultigen PCR-Produkt ligiert, und das Ligierungsgemisch wird durch
Transformation (Gibco, LTI) gemall den Anweisungen des Herstellers in STBL-2-Zellen eingefiihrt. Dies ergibt
das Konstrukt plG635 (Fig. 27).

[0166] Im Konstrukt plG735 befindet sich die Grenze zwischen von Ad5 abgeleiteten Sequenzen und von
Ad35 abgeleiteten Sequenzen weiter in Richtung 3' als bei dem Konstrukt plG635. Zuerst wird eine BspEI-Stel-
le in die Ad5-Sequenz des Konstrukts plG.E1A.E1B eingefihrt, ohne die Aminosauresequenz zu andern. Dazu
werden Ad5-Sequenzen aus plG.E1A.E1B amplifiziert, wobei man die folgenden PCR-Primer verwendete:
5AK: siehe oben und Bsp-R: 5'-GCT CTA GAC CTG CAG GGT AGC AAC AAT TCC GGA TAT TTA CAA G-3'
(SEQ ID Nr. _). Die Amplifikation wird unter Verwendung von Pwo-DNA-Polymerase (Roche) gemal den An-
weisungen des Herstellers erreicht. Das folgende PCR-Programm wird verwendet: 2 min bei 94 °C, dann 30
Zyklen mit 30 s bei 94 °C, 30 s bei 60 °C und 30 s bei 72 °C und ein letzter Schritt von 10 min bei 72 °C, um
glatte Enden zu gewahrleisten. Das resultierende 0,6-kb-Fragment wird wie oben gereinigt und mit Kpnl und
Sbfl verdaut und mit dem oben geschriebenen, mit Kpnl/Sbfl verdauten plG.E1A.E1B-Vektorfragment ligiert.
Die Auswahl von Kolonien nach der Transformation von STBL-2-Bakterien (Life Techn. Inc.) ergibt das Kon-
strukt plG.E1A55K. Dann wird plG.E1A55K mit Sbfl und partiell mit BspEl verdaut. Dann wird das 6,4 kb grof3e,
mit Sbfl und partiell mit BspEl verdaute Vektorfragment mit Hilfe des Geneclean-Kits (BIO 101, Inc.) aus dem
Gel isoliert. Dann wird plG270 mit BspEl und Sbfl verdaut, und das resultierende 915-bp-Fragment wird wie
oben aus dem Gel isoliert. Dieses Fragment wird dann mit dem oben hergestellten, mit Sbfl und partiell mit
BspEl verdauten plG.E1A55K-Vektorfragment ligiert und durch Transformation in kompetente STBL-2-Zellen
eingeflihrt. Dies ergibt das Konstrukt pIG735 (Fig. 28). Die Klone werden durch Restriktionsenzymverdau und
Sequenzieren analysiert, um die korrekte Ligierung der Fragmente zu gewahrleisten. Die Konstrukte plG535,
plG635 und plG735 kdnnen verwendet werden, um komplementierende Zelllinien aus primaren humanen Zel-
len zu erzeugen, wie es in Beispiel 6 beschrieben ist.

Beispiel 9
Auf PER.C6 basierende komplementierende Zelllinien fur E1-deletierte Ad35-Viren

[0167] PER.C6-Zellen wurden in 10-cm-Kulturschalen in einer Dichte von 3 x 10° Zellen/Schale in DMEM
(Gibco BRL) ausgesét, das bis zu 10% mit FBS (Gibco BRL) und 10 mM MgCl, (4,9 M Stammlésung, Sigma)
erganzt war. Zwei Tage spater wurden 9 Schalen mit 1 ug Scal-linearisierter pIG35.55K-DNA (siehe Beispiel
7) transfiziert, und 9 Schalen wurden mit 1,5 ug Scal-linearisierter plG35.55K-DNA transfiziert. Getrennte Kon-
trollschalen wurden mit 1 oder 1,5 pg Scal-linearisiertem pAdApt35.LacZ zur Uberwachung der Transfektions-
effizienz und mit 1 oder 1,5 pg Scal-linearisiertem pcDNA.nIsLacZ linearisiert. pcDNA.nlsLacZ ist ein auf
pcDNAS3 basierendes Plasmid (invitrogen) mit dem nlsLacZ-Gen (Bonnerot et al., 1987), das vom CMV-Pro-
motor gesteuert wird. pcDNA.niIsLacZ enthalt auch eine neo’-Expressionscassette. Als negative Kontrolle wur-
de eine zusatzliche Schale mit linearisiertem pAdApt35.LacZ transfiziert, einem Konstrukt, dem das neo'-Se-
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lektionsgen fehlt. Alle Transfektionen wurden mit dem LipofectAmin-Transfektionskit (Invitrogen/Life Technolo-
gies) gemal den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt, wobei 5 ml LipofectAmin-Reagens/ug DNA ver-
wendet wurden. Die Zellen wurden 4 h lang mit dem Transfektionsgemisch inkubiert, und danach wurde das
Medium durch PER.C6-Kulturmedium ersetzt. Am nachsten Tag wurde das Medium durch Kulturmedium, das
0,5 mg/ml G418 (Gibco BRL) enthalt, ersetzt, auBer bei den beiden Schalen, die mit 1 bzw. 1,5 g
pAdApt35.LacZ transfiziert wurden. Die letzteren Schalen wurden verwendet, um die LacZ-Expression zwei
Tage nach der Transfektion zu berwachen. Nach der Anfarbung dieser Kulturen mit X-gal wurde die Trans-
fektionseffizienz auf ungeféahr 40% geschatzt, wobei in der mit 1,5 ug DNA transfizierten Schale etwas mehr
blaue Zellen waren. Das Selektionsmedium wurde in den ubrigen transfizierten Schalen zweimal pro Woche
erneuert. Innerhalb von zwei Wochen nach der ersten Zugabe von Selektionsmedium waren die meisten Zellen
in der negativen Kontrollschale (transfiziert mit 1,5 pg pAdApt35.LacZ) tot. In den Schalen, die mit pcDNA.nls-
LacZ transfiziert waren, wurden Zellklone sichtbar. Da die mit plG35.55K transfizierten Zellen resistenter gegen
G418 zu sein schienen, wurde die Konzentration 3 Wochen nach der Transfektion auf 0,75 mg/ml erhéht. Drei
Tage bzw. sieben Tage spater wurden insgesamt 196 Zellklone aus den mit plG35.55K transfizierten Schalen
herausgesucht und in getrennten Napfen von 96-Napf-Platten ausgesat.

[0168] Zellen, die nach dem Heraussuchen von Kolonien aus zwei 10-cm-Schalen der Transfektion mit 1 pg
plG35.55K-DNA (brig blieben, wurden trypsinisiert, vereinigt und expandiert, was den Pool PER55K(1.0) er-
gab. Dasselbe wurde mit zwei Schalen der 1,5-ug-Transfektion durchgefiihrt. Der PER55K(1.0)-Zellpool wurde
expandiert und fir die Transfektion zum Testen der Viruserzeugung in vier T25-Kolben in einer Dichte von 3,5
x 108 Zellen/Kolben ausgesat. AuBerdem wurden drei T25-Kolben mit parentalen PER.C6-Zellen mit derselben
Dichte ausgesat. pAdApt35.eGFP (ein Adapterplasmid, das das griine fluoreszente Protein als Marker-Gen
enthalt; siehe Beispiel 4) wurde mit Pacl verdaut, um die adenoviralen Sequenzen aus dem Plasmidgerust frei-
zusetzen. pWE.Ad35.pIXrITS (siehe Beispiel 4) wurde mit Notl verdaut, um die adenoviralen Sequenzen aus
dem Cosmid-Rickgrat freizusetzen. Zwei Kolben mit PER.C6-Zellen und zwei Kolben mit PER55K(1.0)-Zellen
wurden jeweils mit 2 ug verdautem pAdApt35.eGFP und 6 pg verdautem pWE.Ad35.pIX-rITR transfiziert. Ein
Kolben von jeder Zelllinie wurde mit 8 ug pAdApt35.LacZ transfiziert, um die Transfektionseffizienz zu iberwa-
chen. Der verbleibende Kolben mit PER55K(1.0)-Zellen diente als negative Kontrolle und wurde wie die ande-
ren behandelt, erhielt jedoch nicht das Transfektionsgemisch. Alle Transfektionen wurden mit LipofectAmin (In-
vitrogen/Life Techn.) gemaf den Anweisungen des Herstellers durchgefihrt, wobei man fur jede Transfektion
insgesamt 8 uyg DNA und 40 pl LipofectAmin-Reagens verwendete. Das Transfektionsgemisch wurde nach 4
h Inkubation entfernt, und frisches Kulturmedium wurde hinzugefiigt. Transfektionen wurden am Tag nach dem
Aussaen der Zellen durchgefiihrt, und wiederum zwei tage spater wurden die Zellen in den T25-Kolben in einen
T80-Kolben ubergefiihrt, abgesehen von den LacZ-Kontrolltransfektionen. Diese wurden nach einer milden Fi-
xierung mit X-gal-Lé6sung angefarbt. Nach funf Stunden Inkubation mit Anfarbungslésung wurde der Prozent-
satz an blauen Zellen in beiden Kolbe auf ungefahr 90% geschatzt, was zeigte, dass die Transfektion flur beide
Zelllinien gut verlief. Vier Tage nach der Passage auf die T80-Kolben zeigten die transfizierten
PER55K(1.0)-Kulturen beginnende CPE (cytopathogene Wirkung, was eine Virusreplikation anzeigt) mit un-
gefahr 100 Ereignissen/Kolben. Die untransfizierten PER55K(1.0)-Zellen wurden bis zur Konfluenz geziichtet,
ohne Anzeichen von CPE. Bei den transfizierten PER.C6-Kulturen waren in der konfluenten Monoschicht von
Zellen nur drei CPE-Ereignisse sichtbar. Wiederum drei Tage spater zeigten die transfizierten
PER55K(1.0)-Kulturen eine volle CPE, wobei alle Zellen abgerundet und in Klumpen abgelést waren. Dagegen
waren die wenigen CPE-Ereignisse in den PER.C6-Kulturen nicht fortgeschritten, und die Zellen befanden sich
immer noch in einer Monoschicht. Dies bestatigt frihere Beobachtungen, dass die Erzeugung von E1-deletier-
ten, auf Ad35 basierenden Viren auf PER.C6 sehr ineffizient ist. Aulerdem zeigten die untransfizierten
PER55K(1.0)-Kulturen, wie erwartet, eine konfluente Monoschicht ohne CPE. Die Zellen und das Medium in
den PER55K(1.0)-Kolben mit voller CPE wurden geerntet und zwei Frie/Tau-Zyklen unterzogen, und danach
wurden die Zelltrimmer durch 10 Minuten Zentrifugation mit 3000 U/min mit einer Tischzentrifuge entfernt. Ei-
nes der resultierenden rohen Lysate wurde verwendet, um eine frische Kultur von PER55K(1.0)-Zellen in ei-
nem T175-Kolben (1,5 ml/Kolben) zu infizieren. Zellen und Medium wurden vier Tage spater mit voller CPE
geerntet. Dies zeigt, dass sich bei den anfanglichen Transfektionen infektidse Viren gebildet hatten. Die
GFP-Expression wurde durch Fluoreszenzmikroskopie von A549-Zellen, die mit dem rohen Lysat infiziert wa-
ren, bestatigt. Dann wurde das rohe Lysat verwendet, um die Komplementierung dieses E1-deletierten
Ad35.AdApt.eGFP-Virus in den individuellen Klonen zu analysieren, wie im Folgenden beschrieben ist.

[0169] Die oben beschriebenen Klone, die aus den mit pIG35.55K transfizierten PER.C6-Zellen herausge-
sucht worden waren, wurden expandiert und funktionelle auf die Fahigkeit getestet, die Replikation von
Ad35.AdApt.eGFP zu unterstitzen. Dazu wurden die Klone in zwei Dichten in 6-Napf-Platten ausgesat und ei-
nen Tag spater mit 15 ml des oben beschriebenen rohen Lysats infiziert. CPE wurde am Tag danach Uber-
wacht. Von den so getesteten 146 Klonen ergaben 19 eine volle CPE am Tag 2 oder 3, und 68 ergaben eine
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volle CPE am Tag 5 oder 6. Die Gibrigen Klone wiesen nur eine partielle CPE auf oder zeigten nur wenige, nicht
fortschreitende Ereignisse. Letztere waren von PER.C6-Zellen, die als negative Kontrolle mitgenommen wur-
den, nicht zu unterscheiden.

[0170] Auf der Basis dieser Ergebnisse wurde eine Auswahl von 24 Klonen getroffen, die weiter auf die Fa-
higkeit durchmustert wurden, nach der Transfektion des pAdApt35.GFP-Adapterplasmids und des grofen
pWE.Ad35.pIX-rITR-Cosmidklons rekombinante E1-deletierte Viren zu erzeugen. Dazu wurden Klone in
T25-Kolben ausgestrichen und mit 2 ug des Adapters und 6 ug des Gerlstplasmids transfiziert, wobei man
LipofectAmin verwendete, wie es oben beschrieben ist. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen auf
T80-Kolben (ibertragen, um eine Uberkonfluenz der Kulturen zu verhindern. Fiinf von den 24 Klonen ergaben
drei Tage nach der Passage auf T80 eine volle CPE, und weitere 13 Klone ergab am Tag danach einen Fort-
schritt zur vollen CPE. Die ubrigen 6 Klone zeigten keine oder nur beginnende CPE. Zum Vergleich: Die Rou-
tineerzeugung von E1-deletierten Ad5-Vektoren auf PER.C6-Zellen fuhrt im Allgemeinen vier bis sechs Tage
nach der Ubertragung auf T80-Kolben zu voller CPE.

[0171] Dies zeigt, dass die neuen Klone E1-deletierte Adenovirus-Vektoren effizient komplementieren. Einer
der oben beschriebenen Klone (Klon Nr. 16) wurde verwendet, um mehrere Chargen von E1- und E1/E3-de-
letierten Ad35-Viren, die verschiedene Transgene enthielten, zu erzeugen und zu produzieren. Dazu wurden
Viren in rohen Lysaten, die aus Transfektionen gemaR der obigen Beschreibung, aber unter Verwendung ver-
schiedener Adapterplasmide resultierten, einer Plaque-Reinigung auf der neuen Zelllinie unterzogen. Einzelne
Plaques wurden auf Transgenaktivitat getestet und dann fir die Produktion im mittleren MaRstab in 4-8-Drei-
fachschichtkolben (3 x 175 cm/Kolben) amplifiziert. Die Zellen wurden mit voller CPE geerntet, und das Virus
wurde freigesetzt und gereinigt, wie es routinemafig fur Adenoviren geschieht und in Beispiel 1 beschrieben
ist: Der Extraktionsschritt mit Freon zur Entfernung von Zelltrimmern wurde jedoch durch einen Zentrifugati-
onsschritt ersetzt. So wurden die Zelltrimmer nach der Inkubation mit DNase | in konischen 50-ml-Réhrchen
(Greiner) 30 Minuten lang bei 4 °C mit 8000 U/min in einer Tischzentrifuge (Beckman Coulter Allegra 21R mit
Festwinkelrotor) zentrifugiert. Dieser Schritt wird in einem frischen 50-mI-Réhrchen wiederholt, bis der Uber-
stand klar war (gewdhnlich einmal). Die Menge an Viruspartikeln wurde durch HPLC bestimmt (Shabram et al.,
1997). Tabelle 1V zeigt die Ausbeuten nach der nachgeschalteten verarbeitung von Produktionen von E1- und
E1/E3-deletierten Ad35-Viren im mittleren MafRstab auf Dreifachschichtkolben mit PER55K-Klon-Nr.-16-Zel-
len. Die Menge der gereinigten Viruspartikel ist mit den Ausbeuten an Vektoren auf Ad5-Basis auf PER.C6-Zel-
len vergleichbar.

[0172] Wir schlieRen daraus, dass wir multiple Zelllinien erzeugt haben, die vollstandig E1-deletierte Vektoren
auf Ad35-Basis effizient komplementieren. So erleichtert die Ad35-E1B-55K-Expression in einer Ad5-komple-
mentierenden Zelllinie die Replikation von Ad35-Vektoren.

Beispiel 10
Neue komplementierende Zelllinien aus priméaren Zellen

[0173] Beispiel 8 beschrieb die Erzeugung des Konstrukts plG535, eines Hybrid-Ad5E1A-Ad35E1B-Expres-
sionsplasmids. pCC536s und plG536 sind ebenfalls Hybrid-Ad5-Ad35-E1-Konstrukte, aber mit dem E1A-Be-
reich, dem E1B-Promotor und dem gré3ten Teil des E1B-19K-Gens, das von Ad5 abgeleitet ist, und dem grof3-
ten Teil des E1B-55K-Gens, das von Ad35 abgeleitet ist. Die Konstrukte pCC536s und plG536 unterscheiden
sich nur in der heterologen Polyadenylierungssequenz, die das E1B-Transcript terminiert: plG536 weist die
HBV-pA-Sequenz auf, und pCC536s weist eine synthetische pA-Sequenz (SpA) auf. Die 5pA-Sequenz besteht
aus dem Upstream-Sequenzelement (USE) des humanen C2-Komplement-Gens (Moreira et al., 1995) und
der synthetischen pA-Sequenz (SPA), die von Levitt et al., 1989, beschrieben wurde.

[0174] Die synthetische PolyA-Sequenz wird mit Hilfe der folgenden Oligonucleotide aufgebaut:

C2SPA-1: 5-CCC TGC AGG GAC TTG ACT CAT GCT TGT TTC ACT TTC ACA TGG AAT TTC CCA GTT
ATG AAA TTA ATA AAG-3'

C2SPA-2: 5'-GTC TAG ACA CAC AAA AAA CCA ACA CAC TAT TGC AAT GAA AAT AAATTT CCTTTATTA
ATT TCA TAA CTG-3'

[0175] Die Oligonucleotide wurden in einer Konzentration von 10 pM in 1x-Assoziationspuffer (10 mM
Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) miteinander gemischt, und unter Verwendung einer PCR-Ma-
schine wurde die Lésung 5 Minuten lang auf 94 °C erhitzt und dann mit 0,5 °C/Sekunde auf 65 °C abgekuhlt,
und nach 5 Minuten Inkubation bei 65 °C wurde sie weiter mit 0,05 °C/Sekunde auf 20 °C abgekihlt. Anschlie-
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Rend wurden 10 pl 2 mM dNTPs, 0,5 pl 1 M MgCl, und 3 pl Klenow-Fragment (New England Biolabs) zu 87 pl
der assoziierten Probe gegeben, und das Gemisch wurde 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurde 1 pl der assoziierten und Klenow-behandelten Probe unter Verwendung der folgenden Primer am-
plifiziert:

C2for: 5-CGG GAT CCC CTG CAG GGA CTT GAC -3'und

SPArev: 5'-TTG CGA CTT AAG TCT AGA CAC ACA AAA AAC C-3'

[0176] Dabei wurde Pwo-DNA-Polymerase (Roche) gemal den Anweisungen des Herstellers verwendet,
aber unter Zugabe von DMSO (Sigma) bis zu einer Endkonzentration von 3%. Das PCR-Programm wurde 2
Minuten lang auf 94 °C eingestellt, und danach folgten 30 Zyklen von 30 s bei 94 °C, 30 s bei 55 °C und 20 s
bei 72 °C. Wenn in diesem Dokument PCR-Programme beschrieben werden, bedeutet "min" die Zeit im Minu-
ten, und "s" bedeutet die Zeit in Sekunden. Dann wurde die amplifizierte DNA unter Verwendung des QIA-
quick-PCR-Reinigungskits (Qiagen) gereinigt und mit Xbal und Sbfl verdaut. Das Verdauungsprodukt wurde
dann erneut mit dem PCR-Reinigungskit gereinigt, um die kleinen verdauten Enden zu entfernen. Das Kon-
strukt plG270 wurde ebenfalls mit Xbal und Sbfl (Isoschizomer von Sse83871) verdaut, und das resultierende
5,9-kb-Vektorfragment wurde unter Verwendung des GeneClean-II-Kits (Bio101, Inc.) aus dem Gel isoliert.
Dann wurden der behandelte Vektor und das PCR-Insert ligiert, was pCC271 ergab (Fig. 29). pCC271 enthalt
also den PGK-Promotor, den Ad35-E1-Bereich (Nucleotide 468 bis einschlief3lich 3400 aus der Ad35-Sequenz
in Beispiel 3 und FRigur 5) und das synthetische pA (SpA). Dann wurde die synthetische pA-Sequenz wie folgt
ebenfalls in das Konstrukt plG535 kloniert.

[0177] plG535 wurde mit EcoRl, Pstl und Scal (alles Enzyme von New England Biolabs, verdaut in NEB-Puf-
fer 3) verdaut, und das 3-kb-Insert, das dem chimarischen Ad5-Ad35-E1-Bereich entsprach, wurde unter Ver-
wendung des GeneClean-lI-Kits (Bio 101, Inc.) gereinigt. Das Konstrukt pCC271 wurde mit EcoRI und Pstl ver-
daut, und das 3-kb-Vektorfragment, das das SpA und den PGK-Promotor enbthalt, wurde wie oben isoliert. Bei-
de isolierten Fragmente wurden ligiert und durch Transformation in kompetente STBL-2-Zellen (Invitrogen/Life
Technologies) eingefiihrt, was pCC535s ergab (Fig. 30). pCC535s enthalt dieselben Ad5-Ad35-E1-Sequen-
zen wie plG535, aber eine andere pA-Sequenz.

[0178] Fur den Aufbau von pCC536s wurde ein Subklon mit den neuen Hybrid-E1B-Sequenzen hergestellt.
Dazu wurden Ad5-E1A/E1B-21K-Sequenzen unter Verwendung der Primer 5AK: 5'-GAG CGA AGA AAC CCA
TCT GAG-3' und 2155R: 5-GGT CGA GGC CGG CTC TCG G-3' mit plG.E1A.E1B (siehe Beispiel 6 und
Fig. 13) als Matrizen-DNA unter Verwendung von Pwo-Polymerase (Roche) gemal den Anweisungen des
Herstellers und zuséatzlich einer Endkonzentration von 3% DMSO amplifiziert. Das Programm wurde eingestellt
auf: 2 min bei 94 °C, dann 30 Zyklen mit 30 s bei 94 °C, 30 s bei 58 °C und 45 s bei 72 °C und schlie8lich 8
min bei 68 °C. Dies flihrte zu einem 210-bp-Fragment, das den Nucleotiden 2022-2233 der Ad5-Sequenz ent-
sprach. Eine zweite PCR wurde an pCC271 mit den Primern

2155F: 5'-CCG AGA GCC GGC CTG GAC C-3'und

3510: 5'-GCT CTA GAC CTG CAG GTT AGT CAG TTT CTT CTC CAC TG-3' durchgefiihrt.

[0179] Dasselbe PCR-Programm wurde verwendet, aber jetzt mit einer Verlangerungszeit von 90 s. Das re-
sultierende 1,3-kb-FRagment entspricht den Nucleotiden 2112 bis 3400 der Ad35-Sequenz mit einer Sbfl-Stel-
le am 3'-Ende. Man beachte, dass die Primer 2155 und 2155R vollstandig komplementar sind, was ein Zusam-
menfiigen der beiden Fragmente wie folgt ermdglicht:

Beide PCR-Fragmente wurden unter Verwendung des Qiagen-Gel-Extraktionskits aus Gel gereinigt. Dann
wurden Aliquote der gereinigten Proben im aquimolaren Verhaltnis gemischt und als Matrize fir eine Zusam-
menfligungs-PCR-Amplifikation mit den Primern 5AK und 3510 mit Pwo-DNA-Polymerase wie oben unter Ver-
wendung der folgenden Programmeinstellungen verwendet: 2 min bei 94 °C und 5 Zyklen von 30 s bei 94 °C,
30 s bei 60 °C und 2 min bei 72 °C, gefolgt von 25 Zyklen von 30 s bei 94 °C, 30 s ber 58 °C und 90 s bei 72
°C. Das resultierende 1,5-kb-Fragment wurde unter Verwendung des QIAquick-Gel-Extraktionskits (Qiagen)
aus Gel gereinigt, mit dem pCR-Script/Amp-Klonierungsvektor (Stratagene) ligiert und durch Transformation
in kompetente DH5a-Zellen (Invitrogen/Life Technologies) eingefuhrt, was zu pCR535E1B fuhrte (Fig. 31).
Dieses Konstrukt wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzieren geprift, um die korrekte Amplifikation
der Zielsequenzen zu bestatigen.

[0180] Dann wurde pCR535E1B mit Notl verdaut, und die vorstehenden Enden wurden mit Klenow-Fragment
glatt gemacht. Dann wurde die DNA unter Verwendung des QIAquick-PCR-Reinigungskits (Qiagen) gereinigt,
und die eluierte DNA wurde mit Pstl verdaut. Das 1,5-kb-Fragment, das die chimarischen E1-Sequenzen aus
dem pCR535E1B-Vektor enthielt, wurde unter Verwendung des Geneclean-Kits (Bio 101, Inc.) aus Gel gerei-
nigt. Dieses Fragment wurde mit dem mit Pvull und Pstl verdauten Vektor pCC535s ligiert und durch Transfor-
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mation in kompetente STBL-2-Zellen (Invitrogen/Life Technologies) eingefuhrt, was pCC2155s ergab (Fig. 32).
Zur Vervollstadndigung des pCC536s-Konstrukts wurden dann Ad5-E1-Sequenzen in den pCC2155s-Subklon
kloniert. Dazu wurde plG.E1A.E1B mit EcoRI und Kpnl verdaut, und das 1,6-kb-Fragment, das Ad5-E1A und
Ad5-E1B-21K (Nucleotide 459 bis 2048 der Ad5-Sequenz) entspricht, wurde unter Verwendung des GeneC-
lean-Kits vom Gel isoliert. pCC2155s wurde mit EcoRI und Kpnl verdaut, und das vektorhaltige Fragment wur-
de ebenfalls einer Gelreinigung unterzogen. Die Ligierung der beiden isolierten Fragmente und die TRansfor-
mation von elektrokompetenten DH10B-Zellen (Invitrogen/Life Technologies) fiihrte zu pCC536s (Fig. 33). Die
Hybrid-E1B-Sequenzen sind in Fig. 38 ausflhrlicher gezeigt. Fig. 38A zeigt eine Ausrichtung von Proteinse-
quenzen von E1B-21K im pCC536s-Konstrukt mit Wildtyp(wt)-Ad35- und -Ad5-Sequenzen. Wie man sieht, ist
der groRte Teil des E1B-21K-Proteins in pCC536s von Ad5 abgeleitet, auRer den 6 C-terminalen Aminosauren,
die mit Ad5-E1B-21K identisch sind. Fig. 38B zeigt dieselbe Ausrichtung fur die E1B-55K-Proteine. In diesem
Fall sind die N-terminalen Aminosauren von pCC536s mit Ad5 bis zu Aminosaure 65 identisch. Der Rest ist mit
Ad35-E1B-55K identisch. Offensichtlich kbnnen unter Verwendung des oben skizzierten allgemeinen Verfah-
rens verschiedene Hybrid-E1B-55K-Konstrukte gestaltet werden, ohne von der Erfindung abzuweichen.

[0181] Das Konstrukt pIG536 wurde hergestellt, indem man ein Fragment mit dem SpA in pCC536s durch
das entsprechende Fragment aus plG270 (Beispiel 6, Fig. 15), das HBVpA enthielt, ersetzte. Dazu wurde
plG270 mit BamHI und Bgll verdaut, und das 1,8-kb-Insert wurde unter Verwendung des GeneClean-lI-Kits
(Bio101, Inc.) aus dem Gel isoliert. pCC536s wurde mit denselben Enzymen verdaut, und das 4,8-kb-Vektor-
fragment wurde wie oben aus dem Gel gereinigt. Die Ligierung beider isolierter Fragmente und die Transfor-
mation von kompetenten STBL-2-Zellen (Invitrogen/Life Technologies) ergab das Konstrukt plG536 (Fig. 34).

[0182] Die erzeugten E1-Konstrukte wurden in primaren Babyrattennieren(BRK)-Zellen getestet, wie es in
Beispiel 6 beschrieben ist. Die Ergebnisse (Tabelle V) bestatigen frihere Beobachtungen, dass Ad5-E1-Gene
primare BRK-Zellen effizienter transformieren als Ad35-E1-Gene. Die chimarischen Ad5-Ad35-E1-Expressi-
onskonstrukte pCC535s und pCC536s produzierten mehr transformierte Kolonien als die vollen Ad35-E1-Kon-
strukte plG270 und pCC271. Weiterhin fihrte die Verwendung einer synthetischen Polyadenylierungssequenz
in pCC535s zu etwas mehr Herden im Vergleich zur HBVpA-Variante plG535.

[0183] Humane embryonale Retinoblasten-Zellen (HER-Zellen) wurden aus den Augen von fehlgeborenen
Feten im Alter von 18 und 21 Wochen isoliert. Die Augen wurden in eine 6-cm-Schale mit PBS gebracht und
von dem umgebenden Gewebe befreit. Ein Einschnitt wurde gemacht, um die Innenseite zu erreichen, und die
graue Zellschicht auf der inneren Riickseite der Augen, die die Retinoblasten enthielt, wurde abgekratzt. Diese
Schicht wurde in ein 14-mlI-Réhrchen in 2 ml PBS Ubergefiihrt, und das Gewebe wurde sedimentieren gelas-
sen, und danach wurde das PBS entfernt. 2 ml Trypsin (0,25%, kein EDTA, GibcoBRL) wurden hinzugefugt,
und es wurde 5 Minuten lang bei 37 °C unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Man lie3 die Gewebestlicke
sedimentieren, und 1 ml Trypsin mit Zellen wurde in ein neues Rohrchen Gbergefihrt. Zu diesem Réhrchen
wurden 4 ml Kulturmedium (DMEM mit 10% FCS) gegeben, und das Réhrchen wurde auf Eis gelagert. Die
Ubrigen Gewebestlicke in Trypsin wurden in eine 6-cm-Schale gebracht und in kleinere Stlicke geschnitten.
Diese wurden nach Zugabe von 2 ml frischem Trypsin erneut in einem 14-ml-Rdéhrchen bei 37 °C unter gele-
gentlichem Schwenken inkubiert. Dann wurde dieses Gemisch zu den ersten isolierten Zellen in Kulturmedium
gegeben, und das Ganze wurde in einer Tischzentrifuge mit 1000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt, und die Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Die isolierten HER-Zellen wurden in zwei
6-cm-Schalen ausgestrichen und bei 37 °C/10% CO, inkubiert. Bei 90% Konfluenz wurden die Kulturen 1:3
aufgeteilt und weiter inkubiert. Dieses Verfahren wurde wiederholt, bis genligend Schalen erhalten worden wa-
ren, um sie fur die Transfektion und weiteres Kultivieren- zu verwenden. Die Transfektionen erfolgten mit un-
terschiedlichen Passagezahlen unter Verwendung des CaPQ,-Cotransfektionskits (Invitrogen/Life Technolo-
gies) gemal den Anweisungen des Herstellers. Fur jede Schale (50-70% Konfluenz) wurden 20 ug DNA ver-
wendet. Die anfanglichen Transfektionen wurden mit pIG.E1A.E1B, einem Ad5-E1-Expressionskonstrukt, und
mit plG535, dem Hybrid-Ad5-E1A/Ad35-E1B-Expressionskonstrukt, durchgeflihrt. Zwei bis drei Wochen nach
der Transfektion wurden transformierte Herde in den mit pIG.E1A.E1B transfizierten Schalen sichtbar. Im
Durchschnitt wurden 15-20 Herde/Schale in den Schalen gefunden, die mit plG.E1A.E1B transfiziert waren.
Uber 30 Klone wurden herausgesucht und auf 96-Napf-Platten iibertragen. Nach der Konfluenz wurden die
Zellen in groRere Kulturplatten oder -kolben bergefiihrt und schlief3lich aus einem T175-Kolben lebensfahig
in Ampullen in flissigem Stickstoff eingefroren. Alle herausgesuchten Klone wurden in dieser Weise etabliert.
Transformierte Herde traten in den Schalen, die mit pIG535 transfiziert waren, viel spater auf, die ersten etwa
funf Wochen nach der Transfektion. Im Durchschnitt wurden 3—4 Klone pro Schale gefunden. Insgesamt 46
Klone wurden zwischen 7 Wochen und 3 Monate nach den Transfektionen herausgesucht, von denen 14 le-
bensfahig waren und mehrmals einer Passage unterzogen werden konnten. Von diesen wurden 2 Klone (Klon
Nr. 45 und Nr. 75) bis zu einem T175-Kolben gezichtet und lebensfahig in Ampullen in flissigem Stickstoff
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eingefroren.
[0184] Primare HER-Zellen wurden auch mit den Konstrukten pCC535s und pCC536s transfiziert.

[0185] Die Transfektion von pCC535s fuhrte zu durchschnittlich 2 Klonen/Schale, und insgesamt 50 Klone
wurden herausgesucht. Von diesen herausgesuchten Klonen konnten 2 etabliert werden. Von der Transfektion
mit pCC536s konnte wenigstens ein Klon etabliert werden.

[0186] Die oben beschriebenen Experimente zeigen, dass primare HER-Zellen mit Hybrid-Ad5-Ad35-E1-Se-
quenzen transformiert werden kdnnen. Die Transformationseffizienz war geringer, als sie mit dem vollstandi-
gen Ad5-E1-Bereich erhalten wurde. Dann testeten wir, ob die neuen Zelllinien rekombinante, auf Ad35 basie-
rende E1-deletierte Vektoren komplementieren kénnen. Dazu wurde der Klon Nr. 45, der aus der
plG535-Transfektion erhalten wurde, in T25-Kolben in einer Dichte von 7 x 10° Zellen/Kolben ausgesat und mit
Ad35.AdApt.eGFP-Virus (siehe Beispiel 9) mit einer Infektionsmultiplizitdt (MOI) von 5 und 25 Virusparti-
keln/Zelle infiziert. Eine volle CPE wurde an den Tagen 4 und 5 fir die MOI 25 bzw. 5 beobachtet. Zum Ver-
gleich ergaben parallele Kulturen von Klon-Nr.-45-Zellen, die mit AdS.AdApt.eGFP-Viren infiziert waren, an
den Tagen 7 und 8 fur die MOI 25 bzw. 5 eine volle CPE. Die anfangliche Infektionseffizienz war fur Ad5- und
Ad35-Viren vergleichbar, ca. 80% (MOI = 5) bzw. ca. 95% (MOI = 25) der Zellen waren einen Tag nach der
Infektion mit GFP-Virus infiziert, was durch Fluoreszenzmikroskopie gemessen wurde. Zellen vom Klon Nr. 75
wurden in einer 6-Napf-Platte in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/Napf ausgesat und mit Ad35.AdApt.eGFP oder
AdS.AdApt.eGFP mit einer MOI von 5 (VP/Zelle) infiziert. Wiederum war die anfangliche Infektionseffizienz fur
beide Viren vergleichbar. Die volle CPE wurde im Falle der Ad35.AdApt.eGFP-Infektion am Tag 4 beobachtet,
wahrend mit Ad5.AdApt.eGFP infizierte Klon-Nr.-75-Zellen eine volle CPE am Tag 7 ergaben. Der Unterschied
in der Replikationseffizienz auf Ad35-komplementierenden Zellen zwischen rekombinanten Ad35- und
Ad5-Vektoren ist noch deutlicher, wenn das Virus durch Plasmidtransfektion erzeugt wird. Dies wird beispiel-
haft durch das folgende Transfektionsexperiment veranschaulicht. Klon-Nr.-45-Zellen wurden in T25-Kolben in
einer Dichte von 3,5 x 10° Zellen ausgesat und drei Tage spéter unter Verwendung von LipofectAmin-Reagens
(Invitrogen/Life Technologies) gemafR den Anweisungen des Herstellers und der obigen Beschreibung transfi-
ziert. 2 ug pAdApt35.eGFP-Adapterplasmid, das mit Pacl verdaut wurde, wurde mit 6 ug pWE.Ad35.pIX-rITR
oder pWE.Ad35.pIXrITRAE3-Gerlstcosmid, das mit Notl verdaut wurde, cotransfiziert. 2 ug pAdApt.eGFP
(Ad5-Adapterplasmid, beschrieben in WO 00/70071), das mit Pacl verdaut wurde, wurde mit 6 ug pWE.AdS.Af-
I1I-rITRsp (Ad5-Gerustplasmid, beschrieben in WO-00/70071), das ebenfalls mit Pacl verdaut wurde, cotrans-
fiziert. Ein T25 wurde nicht transfiziert und diente als negative Kontrolle. Einen Tag spater wurden die Trans-
fektionseffizienzen durch Fluoreszenzmikroskopie tiberwacht und bei allen e GFP-Transfektionen auf 10-15%
geschatzt. Drei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen auf T80-Kolben tbertragen und bei 37 °C/10%
CO, weiter inkubiert. Wiederum drei Tage spater wurden CPE-Ereignisse in den Kulturen sichtbar, die mit dem
pAdApt35.eGFP und dem pWE.Ad35pIX-rI TR+ oder -E3 transfiziert waren. Die Transfektionen mit dem E3-de-
letierten Gerust enthielten mehr griine fluoreszente Zellen und mehr CPE-Ereignisse. Die Transfektion mit
Ad5-Plasmiden zeigte nur etwa 20% griine fluoreszente Zellen, von denen die meisten am Sterben waren, und
keine CPE-Ereignisse. Zwei Tage spater war dieser Unterschied groRer geworden, da Kulturen, die mit dem
pAdApt35.eGFP und dem pWE.Ad35pIX-rITRAE3 transfiziert waren, 80% CPE zeigten und Kulturen, die mit
dem pAdApt35.eGFP und den pWE.Ad35pIX-rITR-Konstrukten transfiziert waren, fortschreitende CPE-Ereig-
nisse zeigten. Die mit Ad5 transfizierte Kultur zeigte keinerlei Fortschritt. Tabelle VI fasst diese Ergebnisse zu-
sammen. Wir schlief3en daraus, dass die oben beschriebenen neuen komplementierenden Zelllinien die Rep-
likation von E1-deletierten, auf Ad35 basierenden Viren effizient unterstiitzen und dass die Erzeugung und Re-
plikation von E1-deletierten, auf Ad5 basierenden Viren weniger effizient ist. Anscheinend bilden auch
Ad35-E1B55K-Proteine keinen funktionellen Komplex mit Ad5-E40rf6-Proteinen. Die Serotypspezifitat der
Komplementierung ist jetzt also auch fir rekombinante Ad5-Vektoren auf Ad35-Verpackungszellen gezeigt
worden.

Beispiel 11
Erzeugung von pWE.Ad.pIX-rITRAE3
[0187] Der frihe Bereich 3 von humanen Adenoviren enthalt multiple codierende Bereiche fur Proteine, die
die Immunantwort des Wirtes auf die adenovirale Infektion stéren. Wenn adenovirale Vektoren als Impfstofftra-
ger verwendet werden, ist eine solche Stérung unerwunscht. Daher konstruierten wir ein Ad35-Gerustcosmid,

dem der E3-Bereich fehlt.

[0188] Dazu wurde das Konstrukt pBr.Ad35.PRn (Fig. 35; beschrieben in Beispiel 13 in Publikation EP 1 054
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064 A1) mit Stul und Mlul verdaut, und das 17,3-kb-Vektorfragment wurde aus Gel mit niedrigem Schmelz-
punkt (LMP) unter Verwendung von Agarase-Enzym (Roche) gemaRl den Anweisungen des Herstellers gerei-
nigt. Dann wurde ein PCR-Fragment auf pBr.Ad35.PRn unter Verwendung der folgenden Primer erzeugt:
35E3for: 5'-AAT GAC TAA TGC AGG TGC GC-3' und

35E3rev: 5'-CGA CGC GTT GTA GTC GTT GAG CTT CTA G-3',

[0189] Fur die Amplifikation wurde Pwo-DNA-Polymerase (Roche) gemafl den Anweisungen des Herstellers
verwendet, und das Programm wurde eingestellt auf 2 min bei 94 °C, 30 Zyklen von 30 s bei 94 °C, 30 s bei
58 °C und 1 min bei 72 °C und eine letzte Inkubation von 8 min bei 68 °C. Das 833-bp-PCR-Produkt wurde
unter Verwendung des QIAquick-PCR-Reinigungskits (Qiagen) gereinigt und mit Mlul und Stul verdaut. Die
verdaute DNA wurde unter Verwendung des QlAquick-Gel-Extraktionskits (Qiagen) aus dem Gel gereinigt.
Beide isolierten Fragmente wurden ligiert und durch Transformation in kompetente DH5a-Zellen (Invitro-
gen/Life Technologies) eingefiihrt, was pBr.Ad35.PRnAE3 ergab (Fig. 36). Das Plasmid wurde durch Restrik-
tionsanalyse und Sequenzierung des PCR-amplifizierten Inserts Uberprift. Dann wurde die E3-Deletion in das
pWE.Ad35.pIX-rITR-Cosmidgerust kloniert. Dazu wurde pWE.Ad35.pIX-rITR (siehe Beispiel 4 und Fig. 8) mit
Pacl verdaut, und die DNA wurde durch Fallung mit Isopropanol und Waschen mit 70% EtOH gereinigt. Nach
der Resuspension in milliQ-Wasser wurde die DNA mit Swal verdaut, und das 22,8-kb-Vektorfragment wurde
unter Verwendung von Agarase-Enzym wie oben aus dem LMP-Gel gereinigt.

[0190] Das Konstrukt pBr.Ad35.PRnNAE3 wurde in derselben Weise mit Pacl und Swal verdaut, und das
16,6-kb-Fragtment wurde ebenfalls unter Verwendung von Agarase-Enzym isoliert. Beide isolierten Fragmente
wurden unter Verwendung von 0,5-0,6 ug jedes Fragments ligiert. Dann wurden die ligierten Fragmente unter
Verwendung von A-Phage-Verpackungsextrakten (Stratagene) gemal den Anweisungen des Herstellers ver-
packt und mit STBL-2-Zellen gemischt. Bakterien wurden auf LB+Amp-Platten ausgestrichen, und die resultie-
renden Kolonien wurden auf die Anwesenheit des richtigen Konstrukts analysiert. Dies ergab das Konstrukt
pWE.Ad35.pIX-rITRAE3 (Fig. 37). Die E3-Deletion erstreckt sich von Nucleotid 27648 bis 30320 der Ad35-Se-
quenz (Beispiel 3) und Uberspannt so einen Bereich von 2,6 kb. Eine Cotransfektion von Notl-verdautem
pWE.Ad35.pIX-rITRAE3 und plPsp-1-verdautem pAdApt35.eGFP auf PER55-Klon-Nr.-16-Zellen (siehe Bei-
spiel 9), wie es oben beschrieben ist, fihrte zu GFP-exprimierenden Viren auf Ad35-Basis. Nach der Isolierung
von viraler DNA aus diesen Viren zeigte eine PCR-Amplifikation des E3-Bereichs, dass die Viren wie erwartet
bezlglich 2,6 kb E3-Sequenzen deletiert waren.

Tabelle |
Serotyp |Elution [NaCl] mM | VP/ml CCID50 logsy VP/CCID50-Verhaltnis
1 597 8,66 x 10! |5,00 x 10’ 3,2
2 574 1,04 x 10*? 3,66 x 10 |0,4
3 131 1,19 x 10** [1,28 x 10’ 4,0
4 260 4,84 x 10** 2,50 x 10° 3,3
5 1533 5,40 x 10 |1,12x10° [1,7
6 477 1,05 x 10%% [2,14x 10" [1,7
7 328 1,68 x 10 |2,73 x 10° 2,4
9 379 4,99 x 10** [3,75 x 10’ 4,1
10 387 8,32 x 10 [1,12 x 10° 3,9
12 305 3,64 x 10'* [1,46 x 10’ 4,4
13 231 4,37 x 10** 7,31 x 10° 3,8
15 443 5,33 x 10** [1,25 x 10° 3,6
16 312 1,75 x 10" 5,59 x 10° 3,5
17 478 1,39 x 10** [1,45 x 10° 3,0
19 430 8,44 x 10' [8,55 x 10’ 4,0
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20 156 1,41 x 10** [1,68 x 10’ 3,9
21 437 3,21 x 10** 1,12 x 10° 3,5
22 365 1,43 x 10** [5,59 x 10’ 3,4
23 132 2,33 x 10* [1,57 x 10’ 4,2
24 405 5,12 x 10%% 4,27 x 10° 4,1
25 405 7,24 x 10*! |5,59 x 10’ 4,1
26 356 1,13 x 10 [1,12 x 10® 4,0
27 342 2,00 x 10" {1,28 x 10° 4,2 .
28 347 2,77 x 10*? |5,00 x 10’ 4,7
29 386 2,78 x 10! 2,00 x 10’ 4,1
30 409 1,33 x 10** |5,59 x 10° 3,4
31 303 8,48 x 10'° 2,19 x 10’ 3,6
33 302 1,02 x 10*% 1,12 x 10’ 5,0
34 425 1,08 x 10*% |1,63x 10" 0,8
35 446 3,26 x 10*2 [1,25x 10" [1,4
36 325 9,26 x 10*% |3,62 x 10° 3,4
37 257 5,86 x 10*% [2,8 x 10° 3,3
38 337 3,61 x 10** [5,59 x 10’ 4,8
39 241 3,34 x 10*! [1,17 x 10’ 4,5
42 370 1,95 x 10%% [1,12 x 10° 4,2
43 284 2,42 x 10%% 1,81 x 10° 4,1
44 295 8,45 x 10! |2,00 x 10’ 4,6
45 283 5,20 x 10* {2,99 x 10’ 4,2
46 282 9,73 x 10*? 2,50 x 10° 4,6
47 271 5,69 x 10 [3,42 x 10’ 4,2
48 264 1,68 x 10** [9,56 x 10° 3,3
49 332 2,20 x 102 18,55 x 10’ 4,4
50 459 7,38 x 10*? 2,80 x 10° 3,4
51 450 8,41 x 10* [1,88 x 10° 3,7

Legende zu Tabelle 1:

[0191] Alle humanen Adenoviren, die in den Neutralisationsexperimenten verwendet wurden, wurden auf
PER.C6-Zellen (Fallaux et al., 1998) erzeugt und auf CsClI gereinigt, wie es in Beispiel 1 beschrieben ist. Die
NaCl-Konzentration, bei der die verschiedenen Serotypen aus der HPLC-Saule eluierten, ist gezeigt. Die Vi-
ruspartikel/ml (VP/ml) wurden anhand eines Ad5-Standards berechnet. Der Titer in dem Experiment (CCID50)
wurde an PER.C6-Zellen gemal der Beschreibung in Beispiel 1 durch Titrationen bestimmt, die parallel zu
dem Neutralisationsexperiment durchgefiihrt wurden. Das CCID50 ist fiir die 44 Viren, die in dieser Studie ver-
wendet wurden, gezeigt und spiegelt die Verdiinnung des Virus wider, die notwendig war, um in 50% der Napfe
nach 5 Tagen eine CPE zu erhalten. Das Verhaltnis VP/CCID50 ist als log,, angegeben und ist ein MaR fur die
Infektiositat der verschiedenen Chargen in Bezug auf PER.C6-Zellen.

Tabelle Il. AdApt35.LacZ-Viren entkommen der Neutralisation durch Humanserum

Verdinnung des Humanserums

Virus kein Serum 10 x 50 x 250 x 1‘250 X 16250 x
AdApt5.LacZ 100% . 0% 0% 1% 40% 80%
MOI: 5 VP/Zelle

AdApt35.LacZ 100% 100% |100% |100% {100% 100%
250 pl Rohlysat
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Tabelle 11I: Die Anzahl der Herde, die mit den verschiedenen E1-Expressionskonstrukten in BRK-Transforma-
tionsexperimenten erhalten wurden

Mittlere Zahl der Herde/Schale:

Konstrukt 1 ug 5 Mg
Experiment 1 pIG.E1A.E1B nb 60
pIG.E1A.E1B nb 35
pRSVAd35E1 0 3
plG.Ad35.E1 3 7
Experiment 2 pIG.E1A.E1B |37 nb
plG.Ad35.E1 nb 2
Experiment 3 pIG.E1A.E1B nb 140
pIG.Ad35.E1 nb 20
pIG270 nb 30

Tabelle 1V: Ausbeuten von E1- und E1/E3-deletierten Ad35-Viren auf Klon-Nr.-16-Zellen, die in Dreifach-
schichtkolben produziert wurden.

Virus MalBstab Gesamtzahl der VP/Zelle
(T175111-Kolben) |Viruspartikel nach DSP
Ad35.AdApt.eGFP 4 7,5 x 10" 2500
Ad35.AE3.AdApt.empty |8 2 x 10** 3300
Ad35.AE3.AdApt.LacZ |8 3,8 x 10™ 600
Ad35.AE3.AdApt.MV-F |4 8,8 x 10* 2900
Ad35.AE3.AdApt.MV-H |8 2,6 x 10*? 4250
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Tabelle V: Transformationseffizienzen an BRK-Zellen mit verschiedenen Ad-E1-Expressionskonstrukten

Konstrukt Transfizierte DNA Zahl der Herde pro Schale
(1g)
Experiment 1 |pIG.E1A.E1B |5 44
plG270 5 0
pIG271 5 0
pIG535 5
pIG535s 5 2,5
Experiment 2 |plG.E1A.E1B (4 15
pIG271 4 0
pIG535s 4
pIG536s 4 3
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Patentanspriiche

1. Verpackungszelllinie, die auf einem Serotyp der Untergruppe B basierendes rekombinantes Adenovirus
komplementieren kann, wobei die Zelllinie von einer humanen Zelle abgeleitet ist, die mit E1-codierenden Se-
quenzen eines Adenovirus transformiert wurde, wobei die Sequenz, die das E1B-55K-Protein codiert, aus der
Untergruppe B stammt.

2. Verpackungszelllinie gemaR Anspruch 1, wobei die humane Zelle eine primére diploide Zelle oder ein
Derivat davon ist.

3. Verpackungszelllinie gemal Anspruch 1 oder 2, wobei das Adenovirus der Untergruppe B zum Serotyp
35 gehort.

4. Verpackungszelllinie gemaf einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die E1-codierenden Sequenzen funk-
tionell mit regulatorischen Sequenzen verkniipft sind, die die Transcription und Translation der codierten Pro-
teine ermdglichen.

5. Verpackungszelllinie gemal einem der Anspriche 1 bis 4, wobei die Adenovirus-E1-codierenden Se-
quenzen entweder auf einem einzigen DNA-Molekul funktionell verknupft sind oder sich auf zwei getrennten
DNA-Molekulen befinden.

6. Verpackungszelllinie gemaf einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die primaren humanen Zellen aus der
Gruppe ausgewahlt sind, die aus primaren Retinoblasten, primaren embryonalen Nierenzellen und primaren
Amniocyten besteht.

7. Verpackungszelllinie gemaR einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei es sich bei dem Adenovirus der Unter-
gruppe B um Adenovirus Serotyp 35 handelt und wobei alle E1-codierenden Sequenzen vom Serotyp 35 sind.

8. Verpackungszelllinie gemafR Anspruch 7, wobei die E1-codierenden Sequenzen die codierenden Berei-
che der E1A-Proteine und die E1B-Promotorsequenz, die mit den E1B-codierenden Sequenzen bis einschlief3-
lich dem Stopcodon des E1B-55K-Proteins verknupft ist, umfassen.

9. Verpackungszelllinie gemaR einem der Anspriche 1 bis 6, wobei es sich bei dem Adenovirus der Unter-
gruppe B um Adenovirus Serotyp 35 handelt und wobei die E1-codierenden Sequenzen die Nucleotide 468 bis
3400 einer Ad35-Wildtypsequenz umfassen.

10. Verpackungszelllinie, die auf einem Serotyp der Untergruppe B basierendes rekombinantes Adenovi-
rus komplementieren kann, wobei die Zelllinie von einer Zelle abgeleitet ist, die mit einem chimarischen Ade-
novirus-E1-Konstrukt transformiert wurde, das E1A-codierende Sequenzen und wenigstens einen Teil der
E1B-21K-codierenden Sequenzen aus einem Adenovirus, das nicht zur Untergruppe B gehdrt, umfasst und
weiterhin E1B-55K-codierende Sequenzen aus einem Adenovirus der Untergruppe B umfasst.

11. Verpackungszelllinie gemafR Anspruch 10, wobei die E1B-55K-codierenden Sequenzen, die nicht mit
den E1B-21K-codierenden Sequenzen Uberlappen, von einem Adenovirus der Untergruppe B stammen.

12. Verpackungszelllinie gemafl Anspruch 8 oder 9, wobei es sich bei dem Adenovirus der Untergruppe B
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um Adenovirus Serotyp 35 handelt.

13. Verpackungszelllinie gemaf einem der Anspriiche 8 bis 10, wobei die Adenovirus-E1-codierenden Se-
quenzen funktionell mit regulatorischen Sequenzen verknipft sind, die die Transcription und Translation der
codierten Proteine ermoglichen.

14. Verpackungszelllinie gemaf einem der Anspriche 10 bis 13, wobei die Zelle eine priméare diploide hu-
mane Zelle oder ein Derivat davon ist.

15. Verpackungszelllinie gemafR Anspruch 14, wobei die primaren humanen Zellen aus der Gruppe ausge-
wahlt sind, die aus primaren Retinoblasten, primaren embryonalen Nierenzellen und primaren Amniocyten be-
steht.

16. Verpackungszelllinie, die auf einem Serotyp der Untergruppe B basierendes rekombinantes Adenovi-
rus komplementieren kann, wobei die Zelllinie von einer Zelle abgeleitet ist, die mit E1-codierenden Sequenzen
eines Adenovirus, das nicht zur Untergruppe B gehort, transformiert wurde und wobei die Zelle weiterhin eine
E1B-55K-codierende Sequenz eines Adenovirus der Untergruppe B umfasst, die in das Genom der Zelle inte-
griert ist.

17. Verpackungszelllinie gemafR Anspruch 16, wobei es sich bei dem Adenovirus der Untergruppe B um
Adenovirus Serotyp 35 handelt.

18. Verpackungszelllinie gemaf Anspruch 16 oder 17, wobei die E1-codierenden Sequenzen funktionell
mit regulatorischen Sequenzen verknupft sind, die die Transcription und Translation der codierten Proteine er-
moglichen.

19. Verpackungszelllinie gemaf einem der Anspruiche 16 bis 18, wobei die E1B-55K-codierende Sequenz
von einem E1B-Promotor gesteuert und durch ein heterologes Polyadenylierungssignal abgebrochen wird.

20. Verpackungszelllinie gemaR einem der Anspriche 16 bis 18, wobei die E1B-55K-codierende Sequenz
von einem heterologen Promotor gesteuert wird.

21. Verpackungszelllinie gemafR einem der Anspriche 16 bis 20, wobei die Adenovirus-E1-codierenden
Sequenzen entweder auf einem einzigen DNA-Molekul funktionell verknUpft sind oder sich auf zwei getrennten
DNA-Molekulen befinden.

22. Verpackungszelllinie gemaR einem der Anspriiche 16 bis 21, wobei die Zelle eine priméare diploide hu-
mane Zelle oder ein Derivat davon ist.

23. Verpackungszelllinie gemal Anspruch 22, wobei die primaren humanen Zellen aus der Gruppe ausge-
wahlt sind, die aus primaren Retinoblasten, primaren embryonalen Nierenzellen und primaren Amniocyten be-
steht.

24. Verpackungszelllinie gemaf Anspruch 22, wobei die Zelle, die mit den Adenovirus-E1-codierenden Se-
quenzen der Untergruppe C transformiert ist, eine PER.C6-Zelle (ECACC-Hinterlegungsnummer 96022940),
eine 293-Zelle, eine 911-Zelle oder eine A549-Zelle oder ein Derivat einer dieser Zellen ist.

25. Verpackungszelllinie gemaR einem der Anspruche 1 bis 24, wobei die E1-Sequenzen des Adenovirus
der Untergruppe B keine Sequenzen enthalten, die mit in einem assoziierten rekombinanten viralen Vektor vor-
handenen Sequenzen uberlappen.

26. Verpackungszelllinie gemaf einem der Anspriiche 10 bis 25, wobei es sich bei dem Adenovirus, das
nicht zur Untergruppe B gehdrt, um Adenovirus Serotyp 5 handelt.

27. Verfahren zum Komplementieren eines rekombinanten Adenovirus, das auf einem Serotyp der Unter-
gruppe B basiert, wobei das Verfahren das Bereitstellen einer Verpackungszelllinie gemaf einem der Anspri-
che 1 bis 26 mit einer Nucleinsaure, die das rekombinante Adenovirus codiert, und das Kultivieren der Zelllinie,
um eine Komplementierung zu ermdglichen, umfasst.

28. Verfahren gemafl Anspruch 27, das weiterhin das Ernten des komplementierten rekombinanten Ade-
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novirus umfasst.

29. Verfahren gemafR Anspruch 27 oder 28, wobei das rekombinante Adenovirus auf dem Serotyp 35 be-
ruht.

Es folgen 47 Blatt Zeichnungen
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Figur 2
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Figur 3

Neutralisation in Humanseren
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Figur 4

Neutralisation in Humanseren von verschiedenen geographischen Orten
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CATCATCAAT
GCCBTCTHET
TGEGGEGETEEA
CTACTTAGTT
ATTTTCEEGC
TTETTCAGES
CCGCBTAECE
GETTTETETC
ATARAARGAT
GBAGCTTGTG
CTTCAGEAAC
TTACCBATTC
TCCAGGGGTE
TTGCACTGCT
CTGCAGLEEE
TGECTGTA
ATEAGAAL
TCACATET

AG
GC
AT

| ATCTCCTEAT

CCTGETBA4GC
BACCTTTEEGA
ACCTCAATAT
TEEGCEEGHGA
ATECAGETT
TCTCCBEHTT
TAAACAAGAA
GTTCACTTTA
CTTTTCTIAC
CATAGCCACA
cueccrrgss

AABAGGAGAA
CTGCAACGGE
GTGGTACTGA
SCATRAGETT
ARRACATGTT
GGCCTCATAA
GGCTGAGETE
BTAGTCGHETA
TTATGGCCAA
CTEEEEACAS
ABTCAATTET
GGGTLCCETCA

TTTTAAGGGE
GTTATERGAT
TAABTTCTC

AATEGGTTAC
AABTTACT[TE
CCGAGTTGrG
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AATATACCTT
BATTEECTGT
GTTTTTTIGL
TTCCCALGSET
GAAAACTGAA
CCABCTAGAC
TGTCAAAGTC
AAGABGCCAC
CAGAGATTTG
GTECACGCCE
TETATGATTT
TATGCTTTTA
ATTGTGBAAA
ATBAAGALGE
TGAGEGAGTSE
TCTTGTGAAT
ACTGCCACTT
ATTRAGTETE
TCTACTACCT
TTAAGCCTGS
CTTEAGTACA
TIGTCTRAGA
CTCABGTATA
GGGCCATTTT
TTEGAGATTC
TTTGAAAAGT
AAGAARAAGT
TTYTATATTA
GCATTGTEGA
GTETAGCRGG
CCCBAGABCC
TGCTTACTGE
TGCTAGATLCT
CAGARARAGE
GGTTEGAGCL
ACAGTATAAG
BTAATAGATA
TGGAAGCAGT
TACCAAACTT
BTTAGTGTAC
CTCYGAAGAA
CTRCGCTTCT
TETGETGCTT
CTGTGCATAT
CATBCATGCA
TTGEAACCAR
TCCTBAGGTA
GCCGBTGTAT
TTCGGATCCA
CACAGATTGA
BGAGTCTTCA
CTACTETERA
ACCTTTGEAC
TATEGGAAGCA
TCCTTTTIGGRC
ABTACAAACT

ATAGATGGAA
GGRGTTAACC
AAGTTETCEC
ATTTAACAGG
TEAGGAAGTS
TTTBACCCAT
JTCIGTTTTT
TETTGAGTEC
CGATTTCTGL
TGATGGGAGA
AGAGGTAGAB
GCTGCYAATS
GCGETACAEE
GTTTCCTCCR
AAGGCYGCCA
TTCACAGGAA
TATTTACAGT
AGTTTTCTGE
CACCTCCTEA
GAAACGTCCA
CGEARACETC
GTESCAATGTA
TAASTAGAAG
GGAAGACCTT
TGBTTCGCTA
TSTYGGTAGA
TTTATCAGTT
GATAAATGGA
BAACATEGAA
AATCCTGAGE
BGCCTGEACC
ATCTACGTCC
GAGTTGECTT
CAAGCCATCA
AGAGGATGAT
ATCABTAGAC
CTCAAGACAA
CACTTYTGTA
ATATTGCATS
GBGECTLTAG
ATECATATIC
ACAGATACTG
CCGATGAEAG
TETTYCCCAT
GGTGEECETA
ATGCCTTTTC
TGATGATACE
STAGATGTGA
BTEGAGAAGA
GTARAAATTT
GCCCTTATCY
TGGAABACCE
GCABCTGCAG
TCETEGCTAA
CCAGCTEGAG
GAGTCTECTG

TEETGLCAAT
ETTAAARAGGE
SGCAAATBTT
AAATGAGETA
TTTTTCTGAA
TACGTGGAEG
ACGTAEGTET
CAGCGAGAAG
CTCAGGAAAT
CBATCCGRAR
GGATCGGAGE
AAGGATTAGA
TGTAAGAAAA
AGTGATGAGE
ATGTTGGTTT
AAATACTEEA
AAGTETGTTT
TTCTTATTAT
TATTCAAGCA
CCAGTGGAGA
CAAGACAATA
ATAAARATAT
CAGACCTGTE
AGGAABACTA
GTGAATTAGC
TTGCCCAGEA
TTAGACTTTT
TCCCGRCAGAL
GETTCGCAAG
CATCCACCGG
CTCCAGTGGA
ACTGGACGEE
TAAGTTTAAT
AGTTTCTGTA
TEGGCEGTEE
GGATTAATAT
BACAGTTATT
AATGTTAAGT
GTTGTAGCTT
TTITCTATGCE
CAAABATGTA
CATGTTTTAT
BCCTTATCAA
CAACGCAAAA
BABGAATGTT
CAGAATBAGC
AGATCGAGES
CCBAAGATCT
AACTGALTAA
GTTTTITTCTG
GACAGGGLET
BTTCAACCCG
CCGCTGCCGL
TTCCACTTCC
ECTTTGACLCT
TEGGCACEEC
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ATGTARATEA
GCGGLRCRET
ACGCATAAAA
BTTTTGACCE
TAATGTBGTA
TTTCGATTAC
CABCTGATCE
AGTTTTCTEC
AATCTCTRCT
CCACCTGTGC
ATTCTAATGA
ATTAGATCCG
TTACCTBATT
AGBACCATGA
TCABTTIGGAT
GTAAAGGAAC
AAGTTAAAAT
AGGTCCTGTG
CCTBTTCCTG
AACTTRAGGEA
AGTETTCCAT
GTTAACTETT
TEGTTAGCTC
BGCAACTETT
TAGEETAGTT
CTTTTTIGAAG
CAACCCCAGG
TCATTTCABC
ATGAGGACAA
TCATGCCAGC
GEBABGCGGAG
ATABBGECET
GAGTCGCAGA
TTGCARRAGA
CCATTAAAAA
CCGGAATGCT
ABATGCTGCA
TTAGGREAGA
TTTTEGTTTC
TECTTGGATTG
ACCTGGBCAT
TTTAATTAAG
ATGCTCACTT
AATGBCCTET
TATGLCTTAC
CTAACAGGAA
TGCGCELATE
CAGACCGGAT
GBTGAGTATT
TCTTGCAGCT
CTCCCATCLT
CCAATTCTTC
CeCCTCTETC
TCTAATAACC
AARCGTCTGGE
AAAGTCTAAA

GETGATTITA
CCTGEBAAAA
AGBCTTCTTT
GATGCAAGTG
TTTATGGLAG
CETGTTTTTT
CTAGGGTATT
TCTGCBCCGE
BABACTYGGAA
AGCTITTTGA
GGAABCTETG
CCTTTBGACA
TGAGTTCCET
AAAGGAGRCAG
TECCLEGAGC
TETTATRTTC
TTAAABGAAT
TCTGATBCTG
TEGALGTECE
CTTGTTACAG
ATCLGTGYTT
CACTEGBTTTT
ATAGGAGCTE
AGAGABCGCT
TTTAGGATAA
CTYCTYTAATYT
TABAACTECT
AGGGGATACS
TCTTAGGTTA
GETTCTGRAG
TAGCTGACTT
TAAGAGGBRAG
CGTCCTGAAA
AATATTCACT
TTATGCCAAG
TGTTACATAT
TGATGEATAT
TGETTATAAT
AACAATACCT
CCACAGCTEE
TCTGAATGAA
BCAAATGCCA
BTGCTBETEE
TTTTGATCAC
CAGTETAACA
TCTTTCACAT
CGAATGCGEA
CAYTTBGTTA
BGEBAAAACTT
SACATBAGTG
GGGCABGAGT
AACGCTGACC
BCCGCTAACA
CTTCTACACT
TGAACTTTCT
TAAAAAAAAT

AAAAGTGTRG
TEGACGTTTTA
TCYCACGGAA
AAAATTBCTG
CBTEGABTAT
ACCTGAATTT
TATACCTCAG
CABTTTAATA
ATSAAATATT
GCCTCCTACG
BATBECTTTT
CTTTCAATAC
BEACTETGAT
TCCATGCAGA
TTCCTEBACA
GCTTTBTTAT
ATSCTEBTTTT
ATEBAATCACC
CAABCCCATT
GETERRGRACSE
ACTTRAGGTE
TATTGCTITT
GCTTTLATCC
TCEGACBGAG
AACAGGACTA
GGECCATCAS
GCTERCTETER
TTTTGGATTT
CTGGCCAGTE
CAGRAACAGC
BTCTCCTRAA
AGGGBCATCLA
CCATTTGETE
ERAACAGETS
ATABCTTTGA
CTGBAAATGG
GTGGCCTEBA
GBAATABTBT
BTGTAGATEC
CAGAACCAAG
BGLEARGLCAA
GCBTAAAGCA
BCATTBTAAT
AATEBTGTTGA
TEAATCATGT
GAACACGCAA
GECAAGCATG
TTGCCLCBCAC
TELRETEERA
BAAATGCTTC
TCETCAGAAT
TATBCTACTT
CTETGCTTEE
GACTCAGEAC
CAGCABBT GG
TCCAGAATCA
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ATBAATAAAT
GCLCCTRGACC
GAATGTTTASE
CGGERTAGTE
AGTABGCTGA
TTCGAGETGA
TBEETTCATE
GATGEAAAAG
TAATAGCAAT
TTCCTGABTT
BTTCLTICGE
GAATCATGTC
CAAGTTTCTE
TEETARTTTA
CATGCATATT
GGAAAAGTTT
ABTCTETTCC
TEBACGGCTC
CTCAGTBTTC
TECGCTTCAG
GTTTACCATC
TTCTTECATA
ABTATGCATC
EGEGTCAAAA
CCTCETTBAG
TGCCTCGGTL
BGAGGCTATG
ATEBTCACCCT
CTGGEGAGET
CAGCTBTTGGE
AACGAGGAGE
BARACACAAT
AATGGATCGC
TCGCETGCCA
CTCBATTATG
BAGCLCTACCT
TCCATGBTAL
TTTRCCATTC
GAGABCAGAG
BRATAGCATC
CCGGACCCAA
GGAACAGATG
TGGGCATAAL
GTETTTCTTCG
TTCEGCBATCC
AACTEATTAA
GTAGCBAAGD
BTCGTCACAG
AAAGTAACAT
GTACTTCCGC
TACBATATAT
AGBTCTETGE
ATGATGACCA
TGCCATTTTT
ATGECTAGAT
CTAGTTETYT
GCBAGGATGA
TEGAAGTAGA
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AAACBAGCTT
ACCBATCTCE
ATACATGGGC
TTGTAAATCA
TTGCCACAEA
RATTATETEDL
TTATGAAGGA
CGTEGAAAAA
CGEECCBRTGE
AAATCATCAT
GCCCLGBAGC
CACCTGRRGE
AGCAATTGAG
GGGAACGRCA
TTCCCGCACE
TTCAGCRETT
ACAGTTCAGT
CTGGAGTAGG
GAGTCAGGBGT
ACTCATTCTQ
ABTTCGTAGT
CCGGBCABTA
CGCGCCELAG
ACAAGTTTTC
TEACAAACAG
TTCTTCRTAC
TEEGAGGBET
CTTCARCATL
ATAAAAGGEE
COTAGGTATT
ATTTGATATT
TITTTTATTE
ATEETTTGET
BGCALTTCCA
CAAGSTAATT
CCTTTCCTAR
AGATTCCCSEE
TCEABCTGBLC
GCATACATGL
GCCCCCCTCT
STTEGTQACBA
GTEGRTCTTT
ATTCTTGAAG
AATBATGTCA
TTCCAGTACT
CTGCCTTRTA
STGAGTAAGG
GCTCCCTRTT
CATTGAAGAS
TCGATTGTTSG
AATTCTATSGA
BGTCAGATARA
AABATCTACE
TCTEGAGTRA
CEGTGGELCAT
GCCAAAGGAT
GAGCCBATCS
AGTTTCTELS

GTTGTTGATT
ATCATTBARA
ATTAGGCCGT
CCCAGTCATA
TARGCCCTTE
ATTTTRBBATT
CTACCAAGAC
TTTGBABACA
GCAGCGBCGE
AAGCCATTTT
ATAGTTCCCC
GCTATGAAGA
ATTTGCCACA
ACTGCCETCT
ARAATCCATTA
TTAGACCGTC
GATGTGYTCT
GTATGAGACG
TETTTCCETC
CIGGTGBAGA
TEABCBCCTC
TABGBCATTTC
GAGGLGCAAA
CGCCATATTT
GCTBTCCRTA
ABGAACTCTR
AGCBATCETT
CAGGAATGTG
BCGETTCTTT
CCCTCTCRAR
GACABTGCCE
TCAAGTTTEG
TCTTTYCCTT
TTCEBRGGAAG
AAATCCACAC
AACAGAAAGD
AABTAAATCC
ABTGCRCELT
CACAGATGTC
GATACTTECT
TTGGGTTTTT
GAMAAATETT
CTTEETTACC
TAACCTRRTT
ETTCTAGCGE
ABGGGCABLCAG
GCAARGETGT
CCCAGAGTTC
AATCTTACCE
ATCACCTGEE
AACGCBGCET
BGCRTAGTET
BCCAGTGCTE
CACASTAGAA
GTTGACGAGA
CECATCCAGE
GGAAGAACTE
GCBCGCEGAR

TAAAATCAAG
ACTCGGTGREA
CTTTGGRETE
ACAAGATEGC
GTGTAGBTET
GRATTTTTAA
GETETATCLG
CCCTTGTRTE
GGGCAAALAC
AATBAATTTE
TCACABATTT
ACACCETTTC
YCCGBTGEGS
TCTCGAAGCA
GGAGGCECTC
AGCCATGEGT
ATGGCATCTC
ATGGGCETCC
ACAGTGAAGG
ACTTCTGTCG
GGCTGLRTER
AGCGCATACA
CAGTTTCACA
TTTGATBCGT
TCTCEBTAGA
ACCACTCTGA
RTCAACCAGSE
ATTGECTTGT
GCTCTTCETE
CECBBERCATS
GTTGAGATGEC
TEGCAAATGA
BTCCELCBLEL
ATAGTTGBTTA
TGETGGCLAC
GGGAAGTEES
TTATCRAAAT
CAYAIGGRTT
ATAGACGTAG
CECACATAET
CTGTTCTGTA
GAAATEGECA
AGTTCGBCBG
GETTTTTCTT
RAACCCGYCT
CCCTTCTCTA
CTCTGACCAT
CAABYCTACT
BCTCYGGECA
CAGCTABBAC
BCCTLCTBACE
TCGABARCCE
TTTETAACTG
BCTTCTEGRG
CGCTCTTCTC
TGTAAGTTTC
GATTTCCTRL
CATTCGTETT
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TGTTTTTATT
TTTYTTCCAG
GAGATAGCTC
AGTGCATGGT
TTACAAACCE
GBTTGECAATA
GTACATTTAG
CTCCGAGATT
GBTTCCGTEGG
BECECERAGCE
GCATTTCCCA
GCCCERLRGEGEE
CCATAAATAA
AGBAGGLCAC
TCCTCCTAGT
ATTTTGGAAA
GATCCAGCAG
AGCGCTGCCA
GETGTGCGCC
CTTGECGCCC
CCTTTERCEE
GCTTBBECAL
TTCCACCAGT
TTCTTACCTT
CTGATTTTAC
TACAAAGBCE
GGBTCCACCT
AGBTETATTT
ACTRTCYTCC
ACCTCTRCAL
CTTTCATGAS
TCCATACASG
TCTTTGGECER
ATTCATCTGE
CTCGCCTCGA
TCTAGCATAA
AECTBAYGES
AAGGGGALTE
ATEBEGATCCT
CATATAGTTC
GACGATETGG
TEAGGTABAC
TEACAAGTAC
TTCCCACAGT
TTGTCTECAC
CGGETAGAGA
GACTTTGABA
COTTTCTTGT
TAAAATTGCE
BATTTCGTLR
TGAGGTAGCT
ATTCGTGCAS
GTCCCBRATAC

TCTTETTECC

CTGAGAGTTT
CACATCGTAG

CACCAGTTEE

TETEETTGTA

TCATTTTTCS
AATCCTATAG
CATTGAAEGE
BTTGCACAAT
GTTGABCTGE
TTBCCBCLAA
GAAATTTATC
TTCCATGCAL
TCTGACACAT
TACCABATTC
ABCTTTCAGT
BTGATTAGTT
TTCCGATTAL
CTCGBTTCATC
GATAGRAGTT
GAGTTTECTG
ACCTCCTCBT
BRETTCGETC
TRCTTERRCE
TRTATETCGE
GGAGCTTACC
AAGGAAAATE
CAGBTTAAAT
TGBTCTCCAT
AGGCCTCTTC
CGCETCCAGE
TTTCCAAAGT
CACETBACCT
GGATCGCTBT
TCAGETTETC
GTTTTCETCC
GEETTESATA
CGATETTGAR
CACBATTCTC
AGEEGTTCAT
ETTCATCRES
AGTGGESTCA
CCCCAGBRCA
CAAAGATGCCT
ATGTEGATGGT
CGAAABATGG
CTACABGAGTC
BTCTAGGGCG
TCGCGGTTGA
GBTAAGATCC
GTATGCTTGA
AATTEGTATT
ABGCEGERTT
ABTEATGCEER
AAACCBTTCA
TACTGAGCTL
GTGAGBATTT
TGACGAAAAT
ATCGATCCCA
CATEACCAGC
GTCABGAAGA
AGRATTGGRCT
CAGACGGCCE

CGCACGGETAT
ARGTEERATT
ATTCATBCTC
ATCTTTTAGA
GAGGBGTGLA
GATCCCGTCT
GTGCAGCTTE
TCATCCATGA
CATAGTTATG
CGETATBAAT
TCTGAGEBTE
GGGATBATAG
AGGTTGCAGG
ATTTECCTTA
CTTETAGTGA
CARAAGTTET
TTCBCERETT
CTTCCAGEGT
CTTGLCAGRR
CCAABTAGCA
TTTGEAAGTT
BATTCTRGEE
CCGETTCATT
AAGTTCETET
TCCABTGEAG
CCABCACAAA
ATBLCAAACAC
BGEGETCCCCE
CCARBAACET
AGTTTCTAAG
ATTTEETCAE
AAAGTTTBEC
TTRGACATAC
ACTTGCCACC
TEBTCCAACA
ABGGTCTGCA
TCTAABGCCA
TGEBATGGET
TATGTAGETT
GCTAGCAGCC
CGTBAGAATT
TCTGACAAAG
CAGTAGTCAA
GAAGGTATTLC
TAGCATGTAG
GCAGCTTTTC
TGAAGTCCAT
CGGCAAAGCE
AAAGRCTRTE
TETTBTETCL
ATCAAABBTT
BCATGTABEA
GCCGSCCAAT
CTTGAGBTTTA
ATGAAAGBAA
BTCTTTCTRT
CTTGATETGA
CAGTABTCEC
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AGCGTTBCAC
BCCBABGCCT
ATBGTERTCA
GRACBAGAGC
CABAABATTA
TCETTTGTAG
TTCTTTTRAT
EGCAGCRRTY
GCTATIGCGE
RETBAAAGCT
ACGBCAGETT
QLTCRATTTC
ACBGCCCATE
TCGBAGTCTC
TGCATAGRCG
TCEYCTCAGE
GCAAAATTAA
CTATGGTGEC
TAACATCYCT
CGGTCBATGA
CGCGTRETCE
SAGGGAGAGS
TCAAGATCCA
GTACGEBLCTTC
AGGTGAGACE
ACCABGTLCTT
TAGCAAGATC
CATACEBTBTG
ATGELTTGEET
TATTAATEET
GETGTATTTA
TACCCTATAA
CBAGGTCTTC
AGTAGAAGCT
GCCACBATYT
AGCGACTCRA
TACTCGABCE
CAGGATACES
TTTGCCGETE
AGCAGCAACE
CTATGATCTG
CGAGTTCAAL
@GCBABBAGLC
AAGACBABTS
BTGGCTECAG
TTAATAATCA
CATGRAAGLT
AGCABAGACA
ATCTTATCAA
CATCAATTAC
ATAGACAAGSE
ATCTTEGGET
CAGBBAACTE
ATGCCABCTEG
CTTACATACA
STCTTYTITTG
CGGCATTAAC
GAAGCCTTTA
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GGGTTETATC
GGCGATTSTA

TECTGACBAG

GCECAGGLTR

ACTTGCATGA
AGACGTCAAT
CGBTEETEEL
STTCCGGACC
TCTGABAABA
ACCEBBCCCES
GTCTCABTAT
TTCCTCCTGA
AGTTGGGAGA
TTECGCBCAT
CTCAAAAAGSE
GRCATTTCEC
AARACTEGEA
CCETACTTLS
TCTTCETCTT
ATCGTTCAAT
CABAGTAAAA
CCLETGATTA
CGGBATCTSA
TTGTGGELGE
ATGCTGCTGE
TEEETCCEEL
TTTGTAGTAG
ARTCCAAATC
GTACTTRGET
GTAAGCACAB
ABGCGCRAAT
GAARATGCEE
CAACATAAGG
CRAGBAAACT
GACCAGTRAG
CTCCRTAGCC
GGCCEBAGCC
AATCGAETCE
ABATGCATCC
ACAAAAGQCT
GACTTGEAAG
TCAAAAAAGA
CGAGBSAGATG
TTBCEABALS
CCAACCTTET
TETECRAACC
ATCATTCAGA
ATBAGEBLTTT
CATTCTACAG
TCEBTTTTGA
ABGTGAAGAT
BTATCECAAT
ATGCACABTT
ACTTBCAGTR
AGAGBCEGAT
CTAGATEBAA
TCCTCGGACE

BACARCAACC

TCGTGAATBA
TCTCGTGLTC
CCCCCECGE6
GAGCTETCCA
TCTITTTCCAS
EBGCTTGCALE
TETCTTGCTT
CEEGBRCATE
CTTGCETGLG
TEAGCTTGAA
TTCTTGTACE
AGATCTCCGRC
ATGCATTCAY
CACCACCTBA
TAGTTGAGTG
TAACATCGCC
GTTTCBCECS
CETTCEAAGE
CAGGCGGEGE
CACCTCTCLCE
ATACCGCLEC
TACATTTTAT
AAACCTTTCE
BGBTGETTAT
TGATGAAATT
TTEGCTGGATA
TCLITGCATGA
CBCGCATTEE
AAGGGBTGGCT
TTGEGCCATGA
AGGCSCGEET
CECTEETTEE
CEGTEGATAGC
CBCETACBCS
ECGCBCGLAG
TGEASCAACE
BCGELTAACE

TITTECTBET

CETBECTGCGA
GTCCCTGLAA
AGGBGLGAAGE
TTCTCGEGAG
CGAGCTTCCC
ASBATTTCEA
ATCGBCTTAC
CTGATTECCC
ACCCTALCTAS
CABABAGGLR
AGTATCATAG
GCTTGGGAAA
AGATGGGTTC
CACAGAATGC
TBCAAAGABC
GCAGCCTACT
GAAGECEAGSE
CABCAAGCAC
ATTGGACCCA
CCAGGCCAAC

GCTGTACCTG
TTCTATATTC
AGGCAAGTECC
GAGTCCTGAS
GRCETECEES
CYTCEBTGTC
CTTBCATGCT
GCTRCTAGTE
CCACCACGCG
CCTGAAAGAG
TCACCAGAGT
GACCCBCTCET
GCLCCGLETCE
GCGAGGTTAL
TEETGGCAAT
CAGARCTTCC
EACACBGTCA
CTCCCBGGAT
CGBAGGGGGC
CEELERCEEE
GCATCTCCTT
TAATTGGCCC
ACGAAAGCHT
GTETTCGGTC
AAAGTAGGEA
CGCAGGCGAT
GCCRTTCTAC
TTGTACCAET
TGAAAGTCAT
CTGACCAGTT
BTCAAAGATG
CCRTAGAGAG
CEGTARATGTA
GTTCCAAATG
TCATTEGATEC
TEAACCRGETT
TECTATTGGC
TTCCGAATEG
CAGATGCGLC
CTACTGCAAC
ACTGGCACET
BCGTATETGC
GCTTTAACLGC
AGTTBATBAA
GABCABACAG
SCEAABAAGT
CAAACCTCTTG
CTGCTGAACA
TGCAGGAGCE
ATATTACGCT
TACATGCGCA
ATCBCGCGET
TCTBACTGGA
CeCAGBECTC
ACGAARAGGG
CBGATLCLLGL
GGCCATBCAA
CETCTATCGR
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GCTTCCCTTG
GCTGTATCGG
AGACLTCGGC
ACGCTGCERA
AGGTTCAGAT
CTTTGGGCGC
CABAAGLGET
GCACBTCEGC
TCGATTGACE
AGTTCAACAG
TETCCTGETA
TTCGACGGETE
TTCCABALCGT
GCTCCACETR
GTGTTLBGLE
AAGCECTCCA
ATTCCTECTC
CTICTTETTCC
ACGCGBBCBAC
GCATGRTTTC
AARGTGGTEA
GTAGGRACTE
CTAACCAGTC
TEEGTLTTCEYT
STTCTRABAL
TEGCCATTCC
BGGCACTTCT
GCCAAGTCAG
CAAAATCCAC
AACTGTCTGE
TAATLGTYTGE
GCCAYCGTTC
CCTGEACATC
TTECGTAGLCE
TCTATAGACA
2QGTCBCGET
ACTCCCGTCT
CAGGGARAAGCTG
CCCAACAACA
TGCCRCCGRTS
ETAGGTGCGC
CCCAACAGAA
GBBTCGTGAS
GTGACARGEA
TAAARGGARGA
TACCCTTSEET
Accscceacce
TCACCGAALCC
GAGCCTEGEC
CECAARATET
TBACGCTCAA
TAGCGCCAGC
SCTGGAACEHE
TEABCEBCCEE
CEBAGTACTTG
AATGCGEELG
CGTATCATEE
CCTATCATGEA

ACGAGAAATT
CCTGTTCATC
GCGGGAGGES
CTCAGGTTAG
GGTACTTIGAT
CACTACCGTA
GACGGEGALE
GCCBCGCALG
TCTTRTATCT
AATCAATTTEC
BECGATTTCC
GCCGCBAGBT
EGCTGTAAAC
TCTRRTGAAR
ACEAAGAAAT
TGECCTCBTA
EABAABACGSE
TECTTCTATCT
GTCGACGGLE
AGTGACGECE
CTEGBAGETT
CGCGCABAGA
ACAGTCACTAA
GTTTCTTCTT
BECGGATEGT
CCAAGCATTA
TCCTCACECS
CTACGACTCT
AAAGCGBTESE
TEACCARGGEC
AEBTGCGCAC
TETAGCTEGA
CAGETBATTC
GCATGAAEBTA
CGGAGARRAT
ETACCCLGET
CBACCCABCC
AGTCCTATTT
gcceccecTes
AGCGETGCGE
CTTCGCLCGA
ECTATTTAGA
CTGCRTCACE
TCAGTCCTEC
BCETAACTTC
TTGATGECATT
TETTTCTGGT
CCAGEGGABA
CTEGCLGACA
ACAAGALTCC
BGTCTTEACC
ABBABGCGLE
AGGGTGAGAA
SACCECABEA
GAABACTBAT
GCGCTGCAGA
CGTTGACGAC
AGCTGTAGTG

TCAGTGGGAA
TTCTETTTCR
CGGAECTGAA
TAGBTAGGGA
TTCCACAGGT
CETTTRYTYT
CECGCCEGEL
GGCAGBTTCT
GACGTCTCTG
GGTATCCTTA
GCCATGAACT
CATTGGAGAT
CACBGCLCCT
ACCGCATAGT
ACATGATCCA
GAAGTCCACE
ATGRGTTCEE
CTTCYTCCAC
CACGGGCARA
CGGCCETTCT
CTCCRTTTEE
TCTGATCGTS
GGTAEGCTGA
CATCTCBGEA
GGCEABGAGC
TCCTGACATC
TTCTGCCATE
TTCEGCBAGE
TAAGCCCCTE
GCACGAGCTC
CAGATACTGG
GCCLCAGGEE
CTGCGECGET
GTTCATTGTA
GAAABCETTC
TCEAGACTTC
TACAARAATC
TTTITTTTITTT
CAGCAGCAGC
GACAGCCCGE
GCGGCATCCE
RACABAAGCE
GTTTEEACCS
CAGGBCACAC
CAARAGTCTT
TETGGBATTT
BGTGCAACAC
TERTTETATE
AGBTABCTGC
ATACGTTCCC
CTEAGCBATG
AGTTAAGCEA
YTACTTCBAC
TeTQARCTTE
BECACAACCC
GCCAGCCRTE
TCECAACCCE
CCTTCCCGAT



CTAATCCCAC
TBAGECLGEEBA
AATTTBGALCC
ACCTEEGTTC
GBATTATACT
TCCGGTCLTS
AAAACCTTAA
TCCBAACTCC
TATTTGBRTT
AABAAATTAC
CTTaCTTACC
AGATATGTEC
TGACAGCGECE
CTTGCACAGA
CCACCTBETT
ACAGCGATET
TTCTECATCG
CTACCCTTTT
AAGABGAGTA
AAGTTTBBTG
GBGACTACAA
AGGATTLGGE
BCECCCTCRE
BCETALCGTTC
TEGTATCCBGA
ATCCCCALTS
TACTCEGAAC
CTTCTCTGAA
TACGGBAAGCC
ATGCATACTA
CCAGAAAACC
GTEEGTTCGAG
ATCATAGATA
ACACCAGEAA
AGQCCTTCCAT
CTTCTTEGTA
GTAATATTCC
ABCTELTACA
BEBAGAGETCA
CTGAAGGAAL
GTTGEAABRL
BEAGTGEBTT
TTCCAGACAT
TEGCAGAGCTT
CAGTCCALCT
CCACCATTAC
TATCCGGGEA
CTGGBCATAG
CGCCCAGTAA
TACCCAACAT
GTTCGAACCA
CTACATLCTAC
CCBRCBAAGR
AGAGCTABAC
GCAGBTLCCLE
CAATGTATAL
TAGAAGATAC
ARATBCTGCA
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TCATRAGAAG
CTGGTATALCA
GTATGATAAC
GCTGSTGBER
AACTTTTTAAL
ATTACTTCTT
ABGTTTETEG
CBCCTGTTAT
ACCTACTAAA
CCAABTCAGT
AATCEBTLCTC
AGLCAGABCET
AAATATGEAG
BCTECCBLTA
TCTACACEGE
TTTTTCACCT
CTGTCCEGES
CTCTACACASG
CCTAAACGAT
GATAAAATBA
GTAEBABCGAB
CGATEBATAGC
TTEGETRETA
BTTCTICTTT
GGBTCCTCLCT
GAGGCTCCCT
TGGLCACCTCA
CTATCABAAT
AGCACCCAGA
ACATGCCAAA
TCCCBACGET
TTTACTTTGEC
ATTACTTEAA
CTTCARGLTS
CCTEACATTS
TCABAAAAAA
GRCCCTTTTS
GLCTGCTECAS
GAGEAGACAA
GEACETEAAA
AAAATCAACA
CCTGBACATT
GATGAAGBAT
ATBCCLCRTCT
CECTTACGCA
CACCBTCAGT
GTCCAACRTS
TCGCACCECE
TAACACCBRY
CCCETEERTR
CCGTLGATGA
TEGTEBATECA
CGCATTGCCA
GCGTBGRBCE
CAGSCAAGCA
TEGETECETE
TECABCAGTCT
GGETTATCECA

GTCCTGGCCA
ACGCTCTCTT
AGATGTALCGC
TTARATGCTT
GTGCTTTBAE
TCAGACTAGLC
GGAGTGCATE
TACTGTTGBT
CCTETATCGE
CECRCTTTGE
AAAABATCCC
BRRATTETTT
CCCASCATET
TBAACTCTEA
CGAATATGAC
CTTTCTGATC
TCATGEGTEC
TETACGTAGC
TCCTTECTCA
GTABATGGAA
CCGTABACGC
RBEGTETTGE
TETTETGAAA
ATTATCTETE
CCTTCGTACG
TTETGLCTTCC
GTACGATACC
BACCACABCA
CCATTAACTT
CGTCAACCAG
GCTGCAGTTG
CABAAGGCAA
AGTBBETAGA
GGATGGEATC
TCTTACTACC
ACAGCCATTT
GATGTAGATSE
AAGCTAAGSEC
TTTTGCECCA
CTCACTATTC
CAGCCTATCG
SCTCACCACT
CCTBTCACTY
TCTCAAAGAG
CGTCTTCAALC
GAAAACGTTC
TEACCRTTAC
CETCCTTTCA
TEEEGTCTGL
TTCGCEGACA
TETAATCGAT
CGTTATTGACA
GACGCCACCE
AAGASLCATG
GCCGCTETCG
ACGCTGCCAC
CCBATRBTTET
CCTeAALYCT

TCGTGAACGC
AGAACGCETGE
GAAGCCRTEY
TCTTGAGTAC
ACTBATGGTA
AGACAGGRCT
CCCCGGTAGG
AGCTCRTYTTC
BAAGCCATASB
BACAGGAAGA
TCCTCAATAT
CTGATECAAR
ATGCCAGTAA
TTATTTCALC
ATGCCCGACC
ATCGCACETSE
TACCBCEECT
AGCGAAGTEGE
GACCGECAAG
BACTTATECT
CAGCGCCATG
ACTTGGGETGE
AARAATAAAA
TCTAGTATAA
AGABGCGTGAT
GCRATACCTG
ACCAGBTTET
ACTTCTTGAC
TEATGAACEA
TATATRTTTA
GGGATACTTA
CTTTTCAGTT
CAGAATGGAG
CCGAAACCAA
TGGCTGCRGRA
CAAGAGEETT
CCTATRAGAA
AAACATAGTT
ACACCTETTC
AACCTETAGA
CABTTGETAT
TCAGATETCA
TCCGCTCCAC
CTTCTACAAC
CeCTTTCLTG
CTEBCTCTCAC
TGACGCLCAGA
AGCCGCACTT
ECGCTCCAAG
TTTTCGCELT
CAGGTGETTE
GTBTAGTEEC
AGCTACCACT
CTTACBECGE
CAGCEGLGEAC
CEETCAALET
GTCCCAGCGG
ACGRCCAACE
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GTTEETGGAG
GCTCGCTACA
CTCAGCECGA
TCAGCCTGCT
TCAGAAGTAC
TGCAGACGGT
AGRAABAGCA
ACCGACAGCG
GGCAAAGTCA
CACTGGECAGT
GCTCTTACTS
ACCGGECAAC
CCGACCTTTC
AATGCCATCT
CTAATGACGG
GAAAAAGGAA
GABCCTGAGT
GTABAATAAG
AGAAARAARAT
CABGATCACA
ACAGACARAG
GABAGGAAGE
AAGAAAAACT
TCAGRBCGAGT
BCAGCAGCAG
SCACCTACGE
ATCTGRTGEA
CACERTGETE
TCGCGETEEE
GTAACAAGTT
TEATCACAAG
ACTATBACTA
TGCTTGRAAAS
GTTGATCATG
BTSGATTTTA
TTAAGATTTT
CAGTAAGAAA
GCCAGCBACT
CGACTGCAGBA
AAALGATABT
CTTTCGTACA
cCTeCeRAGE
TAGACAABTC
GAATAAGCTG
AGAACCAGAT
ABATCACREE
CGCCGCACCT
TCTARAAAAA
CAAGATGTAC
CCATGRGETE
CCGACGCCCE
TGACBCTCEC
GCCATECGAG
CCAGALCETES
TATTGCCGAC
BTACCCLGTRC
CGAGGATGTC
GTTBAAGGAY

AACAARGCTA

ACABTACCAA
AAGGTTCCAG
AATRTBCCRE
CTCABAGCGA
AAATCTGAGC
ACCGTGTCTA
GTAGCATCESA
GETEGACGAG
TTGGAAGCCA
CEGGBAGGAGGA
TCCGACTRCA
ATTAACAAAC
TAAACCERCA
ATTTCTRTGE
GGCREBTRATA
CTGCAAGTCD
TCECLCBAGT
TTCCCAAACA
GAGACBARCC
GGETCTTETE
GBELCAACCCGT
CACLCAABGCC
CGTECTARGC
CAGGCGACES
ACSECAGAAA
CAACAABTCG
CAGAACAATR
GCGGTCAGCT
CAAABCGCGT
CAGRATATTY
TTRATTTGAT
TGACATTGGY
CCTGEAGTRT
CCBAGAGTES
CTATRAAGAT
GAACAAAAAG
CTACARGGET
ATCATTATTE
AAGAATAGAA
ATYATGGECGA
ABAGCAGGTT
AGTAACTALC
TGTACTCCCA
TTTAATCCGT
ACCCTEeCCEeT
GTCCCTACET
AAAAATRTCC
EEAGGECBCAC
CCCTCRAABGRE
TAATTATACT
AACTATGCTC
CCGCAAGAGT
ABCTTCRGGEL
ATGGCCCAAT
BCACCCETCC
CAAGCGCRAA
GAALAAAAAT

TTCETLCABA
TGTERCAAACC
CGTEATGCCA
GTBBTCAACA
ABTGTATCAG
CAAGCTTTTA
GCTTBTTAAC
CCBTAATTCC
CAGACCTATC
CTCTBAACTT
BAGGATLCCTTY
GCACTAGACA
TGCTEBACTA
CTECCTGCCE
GACGACBTGE
GAATCCATTC
TTTTCCTART
TTAATGGGCS
ATGGAATAGA
TCGGATCATGR
TGERACBATG
TTGLCTCATTT
ATBELGALGA
BBAGCGETEE
CGGTGATGCA
CAGCATTCAT
GCGEBACATTE
ACTTTACCCC
AAABACCATEL
GTQATESTBT
TEGARTATGA
GAACAATGLT
GTTAAGTTCE
ATACGTATGA
TTTGAECAAC
TTAGAAGGTG
CCAAAATAGA
TGCTAACBCT
GCCGATGTGRT

GCTATAATET

TCCCBAAAAA
TACTGETCEeL
CTGTGETEGE
BCAGCTCCGE
CCGCLBECEL
TGCELCAGCAG
ETACAABGBCA
ATTCTTATET
GCAAACBTTC
CCGCACTCGL
CCTALCTECBL
GACGTAAGAG
TCTECTALGA
BCCAGCEerG
CGCGAAGAGE
CCCTLCRCACT
TACAAGBAAG
CCCGCAAAAT



16101
18171
16241
16311
16381
18451
18521
186591
16661
16731
16801
18871
1694)
17011
17081
17181
17221
17221
17381
17431
17501
17571
17649
17711
17781
17851
17921
17991
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18131
18201
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18621
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20021
20081

EAA!;CGGGTT

TTTECCLCCAC

TGGTCTTTAC

TEATATTCTY

AAGGATGAGA
AGCAAGTGTT
ACTBATGEGTA
CCTBAGBTTA
TTCCCACTEGA
GGATCCATEG
GGTCCAGCAA
GCACTCGCTA
TCGCCGTAGA
GAACCTTTGA
CJTGCAGATA
RTAGAARAGG
GGGTGGTTTT
ETCGCRRTTLC
ACTCTGACAT
CCRCCGACACE
CCYTCAATTG
AGCTTGRAAC
STCBATGEBGA
ACAGTCETTT
AAARACEAGGC
TCTTATGABE
TEAAACCTTC
CGCTTCTAAG
CCARATGCGEC
GCTGCTTITA
ACAGCAGCAG
GATSCTCCCE
GTGCAGTTCS
CGACCCACGA
CAATACATAC
ACBTTCTTTG
ACTCTCTGGC
CGCAGBCAAT
GTAAAAGTCG
CTAAACCCAT
AGACBGAAAA
TCCTATGCGA
AAATTEAATA
TGTCATRTAT
BACACAAGTT
ATAACTTTAT
GTTAAATGCA
GGCCACABAA
TTGAAAATCA
AACCAGTTAC
ACAAGTEAGA
TCCTTTATTC
AGAARACAAA
AACATTRRTE
BCTTGCETTA
ATTCTTCBET

GTGAACATGE

GCATCAALEY
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AAAAAGRACA
CECGALRCEY
ACCCBGCRAG

GAGCAGGRCEG,

CAGTGTCAAT
ACCCGTAACT
CCCAAACGLC
AASTGABACC
AAGTATGERAA
ATGLCTCATGE
GTETETTGAT
CTATCGCAGC
CGCACAAGCA
CACTGCCECG
TGGCLCTCAC
GATGTTGRRA
TTACCAGCCT
AGGCCTCGCA
TCCTGETCCT
@CACCAAGCE
GAGCAGTATC
AGCAGTACAG
TAGCTTCCGE
GGACCCGCCE
GACAAGCETC
AAGCAACGAA
TCAGTTGLAT
CCTETCGCTE
ACTGGECAAAA
ATTAMATATC
AGGAAAAAAG
CAATEBEGLCAT
CCCGLGCCAC
TGTGACCACC
TCTTACAAAG
ACATTAGGES
TCCTAAAGGC
CETGAAGAAD
AGGCTCAAAT
CTATGCAGAT
ACCBAAGAGT
AGCCTACTAA
TGATATTGAC
GCAGAAAATG
CCBRABETAA
TGBACTCATS
GTGBTTSACT
CCAGATACTT
TEGTCTGGAA
ARATCAATAG
TCGGACAGEG
CAATGTGGET
AACACCTACE
CCACETEETC
CCGATCTATS
GTTAAAAACC
TTCTACAGAG
CTATCCTACT

AARAAGAABA
GCAATGRECET
CBTTCAAGLG
CTEACCGATT
ACCCTTGGAT
CCGCBAACAG
AGAABTTGEA
CATTAAGCAG
GTGCABACTS
CTATTACAAC
GCCCAATTAT
CGAAACAGTA
AACCTGALCTCC
TQCGCETTAC
TFTTETCGCETT
CCCGRAATEC
TAATTCCAAT
ACBACATTGA
GTGACTATGT
GTACATGEEC
TGBAGCGGEEL
GACABGCGCT
CATCAATGGA
CCAGCAACCC
CGCETCCCGA
GCTTGCBAATE
CBACCCGTCA
CCCCGARACC
TACTCTEAAC
CAGTAGCGCT
GAABAGGTCE
ACATGCACAT
AGACACCTAC
GACCGTAGCC
TGCGGTACAT
CGTGTTEGBAC
GCTCCAARTG
AACATRARAL
TACAAAABAG
AAACTTTATC
ATGGAGEGCAG
TTTAAAAGGRT
ATGRRATTTT
TAGCTTTEEA
TTTGEGACAA
TACTATAACA
TESCAGGACAS
TASCATRTEE
BATBAACTTC
TTCCAAATER
TAATTTSTTT
CTBTATCTCC
ACTACATGAA
TCTBGATECC
CTTETEBETA
TECTECTTET
TTCCCTCGEGT
TTITTCCOCCA

GGAABATEGC
GGGCRCAAAG
CTACTTTTAA
AGGCEBAGTTT
CATGBAAATL
GTGTTAAACE
GGACGTITTTE
GTAGCGCCTR
AACCCGCAAA
TGACEGCLECC
GTFTGTACACE
(ol og f sgof ol c] i mie]
CBBCGLCCECTG
CATCCGAGTA
CBCGTTCCCA
SACBTTACAG
TATCGCTGCT
CATTEBAAAA
TTTCTTAGAG
ACCTGGAGCG
TTAAAAATTT
TAGASATAAA
GTEGTAGATT
CAGGTGAAAT
TTTGEAAGAG
CCCACCACTA
CCTTGEATTT
AGTCGCLBTA
AGBGCATCGTEG
TAACTTGECT
TGCETCHALCE
CGCCEBACAR
TTCAATCTGE
AGCGGCTCAT
CCTGGCCBTE
AGAGBTCCCA
CATCTCAATG
ACABGAGAAA
BGCTTACCAA
AGCCAGAACC
GECTCTAAARG
BETCAGGCAA
TTCATAACTC
AACGLCAGAL
CAGTCTATGLC
ETACTEETAA
AAACACAGAA
AATCAGEBCTE
CCAACTATTG
AGAAGATAAT
GCCATGEAAA
CAGACTCGTA
CGEGCRECTE
ATGGACAATG
ACGGACGTTA
CCCABBCTCC
AACGACCTGC

TEGCLTCACAA
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GATBATGGEGC
TTCGACATET
GCGTTCCTAT
GCTTATGGCA
CCACCCCTAG
CGAAGGTEAA
GAGAAAGTAA
GTCTEBREET
GCCTACTRCC
BETCCCACTC
CATCTATTAT
TCECCGLAAG
GTGECEGCAAG
TCATCACTTA
TCACTGGTTA
GCBACGECEY
GCAATTGEBCS
AAAACGTATA
ATGGAABACA
ACATCLGBCAL
TRGCTCAACC
CTTAAAGACC
TGGCTAACCA
GCAAGTEBAS
ACGCTEGTGA
GACCGATAGC
[ o of o i g J of o o
GCCAGGTCAC
GTCTAGEGLGRT
ATCTGTGTAT
CTGABTTACT
GATGCTTCES
GAAATAAGTT
BTTGCGECTTC
GGCGACAACA
GTTTCAAACC
GATTBCAAAA
ACTGCTACTT
TAGGTTTEGEA
TCAAGTGGEA
CCTACTACTA
AACCGAAARA
ATCGCAAAGA
ACTCATGTAG
CCAACABACC
CATGEGEGTS
CTTTCTTACT
TEGACAGTTA
TTTTCCACTE
AATAATTGGA
TTAACCTTCA
CAAATACACC
GTGCCECTAT
TCAACCCATT
TETECLCTTTC
TACACTTATG
GGETABATEGE
CACCBCTTCC

TGECBBABTT
GTTGABACCT
GATGABGTET
AGCGTARTAS
TCTTAAACCE
GATTITBTATC
AAGTGBATLC
ACAAACTETA
ACCTCCALTE
GAAGATCCCE
TCCTACTCCT
ACACCTGCAA
TETACCECAA
ATCAATGTTE
CCGAGBAAGA
GCTATCCGCA
CGATACCAGS
AATAAARALA
TCAATTTYTC
GABCCAACTG
ATARAAACAT
ABAACTTCCA
GECTETRLAG
GAABAAATTC
CCCBLETARA
CLCAATGECC
CCTECTBLTA
GTCCCEBGEEE
GCAAAGTGTA
ATGTGTCATT
TTCAAGATGE
AGBTACCTGAG
TAGARATCCC
ETECCCGTTE
GAGTGCTEGA
CTATTCTGGT
GEBCETACCAA
ACACTTTTEC
GATTTCABCT
GATEBAAACTT
ACATERAACK
CTCBGAACCE
ACAAACTTCA
TETACAAACC
CAACTACATT
CTEECTEETTC
AACTCTTSCT
TGATCCTBAT
GACGECATAG
RABAACCTGA
AGCCAATCTA
CLBTCLAATG
CTCTABTAGA
CAACCACCAC
CACATACAAG
ABTGGAACTT
CECCAGCATC
ACCCTTCAAG

TGTGCECGAG
GGAACTTCGEE
ACBGGBATGA
AATAACTTCC
GTCACTTTGRC
CCACTATGCA
AGATATTCAA
RACATTAAGA
AABTBCAAAC
ACGAAAGTAC
GETTACCGAG
ATCGCAGTLE
TEGTAGTGCE
CCGLTEECTC
AACTCECGCE
AGCAATTGCE
CATAGCTTCC
AATACAATGE
ATCCYTRGET
AACBEBGREE
ACGGGAACAA
ACAAAAAGTA
AARAAGATAA
CTCCBECAGA
TBAACCGCLT
ACCGEGETGA
CTGCTRTACE
CGCTCCTCEY.
AAACBCCGTC
ACACBCCGTE
CCACCCCATC
TCCREBTCTE
ACCBTABCGBE
ACCEBCAGBA
TATGGLCAGC
ACGBCTTACA
CTRLAGCAGE
CAATECTCCT
GRAAACGAAT
GGACTBACCT
CTGTTACGEG
TCCAGTGALA
BTCCTAAAAT
TGGRAACAGAA .
GBCTTCRRAG
AABCETCTCA
TBACTCTCTE
GTACGTEGTTA
GTETTCCAAC
AGTAAATGGA
TEECHAAGTT
TCACTCTTCC
CACCTATGBTE
CATAACGLTG
TGCCTCAAAA
TAGGAAGGAT
AGTTTCACGA
CCATSCTGCE
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20301
20371
20441
20511
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20651
20721
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20861
20831
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21141
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21631
21701
21771
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22081
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22401
22471
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22611
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22821
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23521
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23941
28011
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24151

GAATGACACC
AATGCAACCA
CACTBAAAAC
TCCLCTACCTG
GTGAGCTGEC
AAGBCTACAA
CATCGGCTAT
CABLCCATEA
AACACAACAA
CTATCCLCTAT
ACCATGTGGC
TGETETATGE
GCTTTATCTT
GTCTACCTGE

CAGCTGCAAC.

CCTGEBTTGEC
CTC&CCTETR
ACCCALGTTC
CCABTTTGAA
AAATCTALLC
CCTTTGTGCA
CAACATBCTT
AATACCCATT
ATGTTCAATA
CTCTGGATTA

TACGTTGCGE

SBCABGATBT
AATCACAATT
CAGEBACGEGA
TTGGCAATGL
TECAATCBCA
CATGAAAGCA
CTGCTCGAAA
BCACCACACT
TCCBTTCTCE
TTCAGCTTGEC
GGGCGATCTB
ACTAGTGAAA
TCGTETTELT
GACACATCAL
QGRCABCARLT
ACGATGCGCA
CTTGACTGAT
ABBACTGTCE
S6TABAAGAAL
G5CTGCBETC
BCGBTCECTT
AAACTCABCC

GCABGAGCTTA.

TCTCATGACA
CACCBRTGBA
AGCAGATAAC
GAAGACGCGC
AAGTGCLCAT
CALACGTCAG
GAAGTACLTGE
CCCECELCRA
TCCAAAGATC
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AATGATCAGT

ATATTCCCAT
CAAAGAAACT
BATGGTACLT

CTGGAAATGA
CCTAGLCCAA
CAGGGCTTCT
GCABGCAGGT

CTCTBGCTTT
CCACTCATTE
BCATACCGTT
CAACTCAGCT
CTCTTCBAAG
BTACACCETT
CATEECCTEC
GGACCCTATT
CCATTGTAAR
TAACACCTSC
TATBAGGGTC
AGACCGTGCA
CTGGCCTGAC
CATTCTECTA
CGCCTTATTT
ATGACTCATE
CTTATTTATT
AACTCATACT
CACTCCACAG
AGGACCAGTE
TETCTCACEC
TEAACGEGET
ETECAGGBGG
TCATATTECT
ACTGBTTAGC
TCTGCCCCAG
CTGGCCACAT
ECTCATAATC
ASARAAABAA
GTTAACTEGA
CAGECATTAG
TTCCATGCLT
CCTTTAGCCA
CGBECEBETA
GBTCTTBCATE
CTCCETTCLR
CTGACCCCAL
CBACCTGEAA
AACTBATTITC
ATTBCTRTCA
ABCATTCCAC
TGCABAATAA
ACACGAGGAA
TATCACCAAG
TCCTTAAACA
CAGTETEGAA
CCAAACGGCA
CTACCTATCA
TBCCCTALTC
TTCGAGEGTE

CATTCAACGA
TTCCATTCCT
CCCTCTTTGE
TCTACCTGAA
CABGTTALTA
TGCAACATGA
ACATTCCAGA
CETTEATGAC
GTGGETTACA
GAACAALTGC
CTCGAGCAAC
CATGLCTCTAG
TTTTCBACGT
CTCBRCCGET
GSATCCCAAA
TTTTGEGAAC
TACGGCCGEA
TACCTTTITG
TCCTGCELCS
GEBGCCCCCET
C&TCCCATGE
AABTCCAGCC
TCGCTCTCAT
TARACAACGT
TACAAGTCEA
TGRETTGCCA
CTTTCTEETC
CTCTGAGCEC
TTRCCASCAC
CATCTTGCAG
ATCAGTATCA
TGAAMAGCCTG
TGCACAGCCG
CGCTTTTEEG
CCATCTCGAT
ATTGCAGCCA
TGTATCATTC
TGCCTCEGTG
TTTAAAACAG
TTCTCCCAAG
BAGGGTCATC
GCTGAAACCC
BEEATATGTT
CAGACAGEEA
ACGGCBACAG
BGCGGATEAC
CYTCRLCGGET
ACATCBCCAC
CGCCCABTLCE
AAAAGCGAAA
GAGTTGAAAC
ATGCTERAAA
TCTAGCAAGA
GABCTCAGECT
CCTECGAGCC
CATCTTTTTYT
AATCTGGGAC
TRCGCAATAA

CYACCTATCT
TETCECAACT
GETCTSGATT
CCACACTTTT
TCTCCTAALG
CCAAAGACTG
AGBATACAAA
CTCAATTACA
TRGCTCCHAC
CETAAATART
TTCATETCTA
ACATGACCTT
GGTCAGAGTG
AACGCTACCA
ACBECTCCAE
CTACGATAAG
CBTGABACGG
ATCCTTTTSE
CAGCEGCTCTY
TCTRCCECLT
ACBGARALCCC
CACCCTGTGT
CGBTACACACA
GTTCAATAAA
ATGGGTTCTG
CTTEGAATTCE
AGCTGTAAAG
GAGAGTTGCE
GETGGGATET
GTCTECCTAC
TCTTYGECLTE
CTGRECTTTA
GCATCATTCA
TEATTITTEGT
AATCTGCTCT
TEGAGBCCACA
CCTGCAGAAA
CTCTTCGTTT
GTTCTAASTT
CASACACCASG
TTTAGCGATC
ACTGCTACAA
TGETCTTCCT
GCATTETGAC
GTGTTTTTICT
TGBCAGAACT
GGCCATTRTG
GAGTGCCATC
TGCCACTACC
GAGTCTGAGA
GCTTTCTAGA
TAGGEGATCAG
CAGTCSECTCA
GCGCLTACCA
AAATCLETCGC
AAALATCAAA
CTEGTTCACE
TBAGACTCGG
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GCAGCTAACA
CGRCGECTTT
TGACCCCTAC
ARBAABGTTT
AATTTGAAAT
GTTCTTGETA
BATCECATGT
AAGACTTCAA
CATGCGCCAA
GTTACGCAGA
TGEGEEECCT
TEAGGTGGAT
CATCABCCAC
CGTAAGAAGC
CGABCAAGAG
CGCTTLCCCEE
GGEGAGAGCA
ATTCTCGGAT
GCTAGCCAAGE
GCGRACTTTT
CACCATGAAA
GACAATCAAA
TCGAAAGGGE
CATCACTTTA
ACGAGAATCA
SGAATCALCA
CTCCAAGCAG
GTACACCGGA
GCAATCATGE
CCATEGLARE
ATCCTBTCTE
CTACCETCGS
CACAGCAGCG
TCECTCEGGA
TTCTGAATCA
ACCCACAGCE
TCTTCCCATC
ACRTACTGET
CGTTATCCAG
GGGCAAGCTA
TTCTCAATEC
GTTGCECCTC
TEECTTCTTT
BTTTCECTCA
TCEBGEECAR
CCTTCCECET
TTCTCCTAGS
ACATCTCATC
TCTACCCTAG
CAGACATCGA
GAGABASGAT
AACACCEBALT
TAGTCAAGGA
GCTTAACCTT
TTAAACTTTT
AAATTCCAGT
CTTACCTGAT
GCCBCAAATE

TGCTCTACCC
CAGAGECTER
TTTGTCTATT
CCATCATETT
AAAGCBCACT
CAGATBCTCE
ATTCATTTTT
GCECCETCGLL
GGTCAACCCT
AAAABGTTCTT
TACAGATTTE
CCCATEGATS
ACCGCBECAT
TTCTTBCTTC
CTCAGAGCCA
GGTTLCATGGC
CTEETTGECT
GATCETCTCA
ACCGCTGTAT
CTEGCTGCATE
TTGCTAACTE
AAGCACTCTA
CACTBCGTTC
TTTTTTTACA
GAATGACCCSH
ACTTGEGAAC
GTCAGBAGCL
TTGCAGCACT
CCACATCLCRE
CACCCAATTA
ATTCCTEGAT
TATABAACAT
GGCGTCATTE
TTCTCCTTTA
TAATATTGCC
TETACATTCC
ATCGTGETCA
BACAGATGCE
CCTGTACTTC
ATCGSATTCT
TTCTTITGCC
TTCTCTTYYCT
TTGRGEEETA
CCATTACCAA
ACBTGEABGGC
TCEGGEETET
CAGABARACA
CTcaatsace
AAGATAAGGA

GCAAGACCCE
BAAAACTECC
ACCTCATAEG

TECATTATTEG

TITTCALCYE

ATCCAGLCTTT

CTCCTELCEE

ATABCTTCCT

CTCYGCARAA

CATTECCTGL

TCATTTALL,

CTGETTCTA

TGACTCTTC

GTBGATGGCI

CCARACTACA.

CAGAAACTTI
ATACCCTAC!

ATCLCCECT A
GTRTGACAG/
GBACAGAAT/
AGCCCALCCT
CATCGAGGL!
TTGCAAATAL
TTETCCAAG!
CCCCBATAAL
. TTCEETTGG!
AACAGATTT/
TACGCTBGAX
TTCLTTCACE
BARTBCCAAL
CCATTTTCTT
BACCETATEES
TGTATCAAGE
CAGRCABTEA
CGRTATATCG
GAAATCTTGA
GAAACACCAT
ATCTTCAGCA
GECTTGTGST
ACACEBGCTET
CCCECARBAC
TTEEBCTATTT
AGBETCBTTE
ATEBCAGGCAC
CAATTATGCGT
GTETCTTETE
CTTGTATTGT
TCCATCAGCA
TAACAGTECA
ATCCTTCTCA
TCTTCRCTGT
TCEBABGAGE
CTGACTGTCE
GATTGCBAAR
BCTCCCTBYR
ACAGACATEE
ACGAAAAGRA
GETCBACGCA
CGCTATBTGA
CAAAACAGCG
GCTYGACEGE
GACABAACTS
BTACTCCLCC
TECTGRTGLCA
GTTAATCECA
TEGAAGABET
GECABAAAART



24221
24221
24361
24431
24501
24571
24841
24711
24781
24851
24921
24991
25061
25131
25201
25271
26341
254811
25481
25551
25621
25691
28761
25837
25901
25871
26041
26111
26181
26251
26321
26391
26461
265831
26601
26671
268741
26811
26881
26951
27021
27091
27181
27231
27301
27371
27441
27511
27581
27651
27721
2779)
27861
27931
28001
28071
28141
28211

GBCATGGATE

GAAGCGTCBA

GGACCAGTTA

GGTAAACCAG

AGCGTCGCAA
CGATTCABAA
SCATGCAARA
TAGEACAAAG
TCTCTACCTG
AARGAGCTTSE
CTTCCRACLT
TATGAECCAG
TRCTBCACAC
GCTACCTETT
CTTGCTGGAB
ATGAGCEGAAA
CTGRRCAAAG
TTACCACCCC
GTCATCACCC
AARAGGRTAR
CCCAACGALE
CAETCAGBECA
AACGAGRAGE
ACAGLCRBCTAC
ACGCTTCCCR
GGGCATAAGA
TGCTATTCCA
CTATAGLCAG
AGCGGCAGTT
CAAACCCEBAG
ABCAGGAACT
ABATCAACTT
GAGTAGGCAG
CCCALBCLTT
CCCBCATBAA
CCAAATAGTT
SCCGCCCTAG
TCCAAATGAC
TATAAAACEE
CTACGALCAS
TRACTTTGBA
TACTCCCTCT
TTCGACGCCGA
GCGACATCTA
CTCCCCAAGS
BCCTGCAACS
CTACTRCATT
AACTGAATTA
TTTCCTRTCE
GCTTITTCLCAB
AGAAAACCCT
TGCTACCTAT
ACTAGTCTTE
GACCCABAAA
CATEGRBEAATE
GGAGCEAGRA
AACACTTTCA
CTAGCAAGGA
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AGCATCACAR
BBTYCACACAC
CTCATTAAGC
TGETCAGTEA
GCTTATGATG
ACCTTGCGCA
YATCTAALGT
CGTBLTELAC
TGCCACALCGET
ACAAGCTCYT
GGCABACCTC
AGCATGCTTA
TEGCLCTCCGA
CCGTCTRREC
TECCACTGCC
CCCAGATAAT
TTTAAAACTG
TATGAAATCA
AGBGBBCAAT
GBGBGTCTAC
ABAAAACAACG
BAGEABBERS
CABAGBAGGT
CATCTCCBCT
AACCCAACCA
ATGCCATCAT
CCATGRBGETG
CAAATCLCLCGA
AGAAAATACA
ABTTAAGAAA
GAAAATARAA
CABCGCACTC
CBACCBUGET
ACATGTGEAG
TTGRCTCABC
TTGGAACAGT
TG TACCAGGA
TAATGCAGGT
CTGATEATCA
ACGBAATCTT
AAGTTCETCT
BTCTACTTCA
TTAGCGABTL
GATCACTBEC
ATCACCCTCA
AATTTTETCC
TETAATCACC
AGACTCTCCT
TCCABBALTC
AAGCATTTTC
TGEBTGGAAG
ACACACCTTE
CTTGTTTTAC
ACTBCACACT
CAGGTCCGBTT
GTTCCLGABT
TITTTTCTIGA
CAACATCETA

CETTCTGETE
TTCGCATATC
GCECAAGTCC
TGAGCAGLTA
GCCGTGETGC
AACTCGAAGA
@EAACTCACC
ABCACCCTTA
GGCAAACLEGE
ACAGAAATLCT
ATCTTCCCAB
ACAATTTTCE
CTTTETECCT
AACTATCTCT
BCTECAATCT
AGECACCTTT
ACCCCGBGAT
AGTTCTATEA
TCTEBCCCAA
cTTEACCCCE
AAGTTGAAGG
AGGASGACAG
GGAARAABTA
CCRAGTCEAG
GCGCTTCCAA
CTCCTECTTE

AACTYTCLGC

CAGTCTCGAC
CAACAAGTGE
TCGGATCTTT
AACCGATCTC
TCBAGBACEL
TATTCAAAAA
TTATCAACCC
GCCBGECCTT
CABCTCTTAC
AAGTCCCGCT
BCGCAGTTAR
GAGGCCBAGS
TCAGATTGLCC
TCGCAACECC
ACCCCTTCTC
AGTBGACBEL
sCLBCTTTCE
AGGTCCBBEC
CAGCGGCLCE
CCRGATTSCA
ACBBACTGLLC
TGTTAACTTC
CCTACTAATA
CGGGCCTTGT
CTTCACTTTC
YTTTCGCTTTT
TACTTTTGCA
GARATTACAC
GGTALACTET
AATGTBCGAT
ACBTTCTCCA

BAATTEGAAG
CCGCTRTCAA
CCTTTCAGAA
ACCCBATESEC
TGSTTACCET
BAATCTGCAL
AACLTGETTT
AGGEEGAAGL
CATGGBTGTA
CTTAAGGTTC
AGCBTCTCAG
CTCTTTCATC
CTCACCTACC
CCTACCACTC
GTBCACGCCC
GAATTGCAAG
TETEEACCTC
GGACCAATCA
TTGCAAGCCA
AGACCEGGLEA
TECAGCCGCL
TCTEBAGRAC
ACCGCCGALA
BAACCCGGELS
GACCGGTAAS
CATEAGTELE
GCARATGTTTIT
AGATAAAGAC
ABCAACAGBA
CCAACCCTRT
TBCSTTCECT
CBAGBGCTCTLC
AGGCGEGAAT
CARATGEGAT
CTATEATTTC
CACCACEBCCC
CCCACCACTG
CTEGLBELTC
TATCCAGCTC
GBCTECGRAGA
GCTEGRGCGE
CGGATCTCCLT
TACCBATTEAT
CTECTTTECL
CACGGAGTGC
TGCTSATCGA
TGAAAGCCTT
GCTTCTTCAA
ACCTTTCCTA
CTACTTTCAA
AGTACTABGA
CTAGTSGTGT
GGAACCEGSET
CCCBACACAA
ACAATAACAA
CTCTRTCCEA
CYEGCCATET
TTBCTTATTG
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GCGATAATGE
CCYGCCCECT
GACATGCATE
TERRECACCEA
AGAACTAGASG
TACACTTTTA
CCTACATGGG
CCECCETRAT
TEGCABLCAAT
TGETGCACAGGR
SGTTACTTTG
CTGBAACGCT
GCBAGTGCCE
GGATETGATC
CACCGGTCCL
BCCCCAGCAG
CGCCTACTTG
CAGCCTCCAA
TCCAAAAATC
BRAACTCAALC
GCCCLCCAGAA
AGTCTGGAGE
AACAGTTATC
CCETCCCARE
ARGGBATCGEL
GGBBCAACAT
GCATTACTAC
AGCGGCEECE
GGATTAAAGA
ATGCCATCTY
CACCAGAAGT
TTCAACAACT
TACATCATCC
TGGCAGCAGG
TCGAGTTAAT
CGCCAACACCE
TATTACTTCC
CACCCTATGT
AACGACGAGT
GATCTTCCTT
AATCGGGACC
EGGCACTACC
GTCTGBTGAC
CEGRAACTTA
GBATTACTAT
GCBAGACCAG
TRETETCTTA
CCCEGATTTT
CTCACAARACT
AACCRRAGET
ATTCTTCGCGE
TGTBGTATTG
TCTGCCAATT
QCCBCATCTE
AACCTEBAAC
BGTCCTGACG
TCATGAGCAA
CTTETEESET

CABACTCGCA
ABABTCATGA
ACCCAGATGC
CTCTCCCCRR
TGTCTCCGAC
GACACEGCTT
TATTCTGCAT
TACATCLGCE
BTTTAGAAGA
GTTCGACBAG
CEAAACGEGAT
CCGBTATCCT
CCCGECGCTA
GAGGATBTGA
TAGCTTGCAA
CCAAGECBAT
CGCAAGTTTG
AGGCCGAACT
CCGCCAAGAA
ACAAGBTTECC
SATATGGAGG
AABACAGTTY
CTCGBCTGCE
ACTACATCERE
AGGGATACAA
ATCCTTCACG
cevcaccTeC
ACCTCLAACA
TTACAGCCAA

‘CCAGCAGAST

TGTTTEGTATC
ACTGLECGCT
TCGACATGAG
CGCCTCCCAG
GATATACGCG
TTAATCCCAG
TCGAGACGLC
CGTCACAGEC
CGBTBAGCTC
CACCCCTCET
BTYCAATTTG
CGGACBABRTT
8CGELTEAGC
TTCAGTTCAT
CBARGGCAARA
GGAAACACCA
TGTGTACTGA
ACAACCARAA
AGAAGCTCAA

GAGCTCCACG
BTEEECTTET
GTTTAARAAA
ACGATCCATG

TEBAGTTETT

AATACCTTAT

GTTCCATLCE

ACAGTATTET

TECCTTCTTA

GTACTCAAGT
CEECEETCAT
CTETEATGAG
GATTTGSAAC
GTTTCTTTAC
TGTBCGGCAG
GAGAATCGCC
ATTETETCTA
ACAGAACTTE
CGCACCBTCE
TGCCTGACTY
GCCCOCCACE
TGGAGTCACT
GCGGAGACERE
CCCCCABTTG
BBEETCTTCTC
CTCCGRAAGA
TTCRGCTYGC
TTTCTACTGA
CTCAGBATGT
AAGATTGGGA
EGAGEAGGAA
GAEACAAGCA
ACCAGACCER
GTCCTEGCGE
CEGCBCTACT
ACAGCLCCCTA
GAAAACCAGEC
CGAGCCAGCG
CGGGGETCALG
ACAAGASCSA
GACTYCTTAAA
TAAAGAAATT
GACTALTCCA
CCTACCGAAA
AAATTGGCCC
CAGGCCGAAG
ETCGCCATAA
JCCECTTGET
CAGGCTETTC
TAGAGGAGTT
CATACCGAAL
TATCTCGECT
CTACTTCBAA
ATABACTCTC
CGBTTTCCAT
BTYTTAATAAA
GAACAAAACT
CGACTACACC
BTCTCLCTAC
GATTATTCTT
TEEBECCCAT
TCTAGACTTT
ATTAAGTELE
CCACCACATG
CATTAGTAAC
CTATGGCCTE
CTGCTTTACT



28261
28361
28421
28431
28561
28631
28701
28771
28841
28911
28981
25051
20121
29191
29281
29331
29401
20471
29541
29611
29681
29751
29821
293891
29961
30031
30101
30171
302481
30311
30381
30453
30521
30591
30€81
30731
308D
30871
30241
3101
31081
3115y
31229
31281
31361
31431
31501
31571
31641
31711
31781
31851
31921
31901t
32061
32131
32201
32271

BTGLETATEC
CCTCTTICTR
GEACAARCAG
TCATCTGGAC
AACTTBCAAC
GACAGATACA
ATATGRCAAA
ABRACATCCCA
ATGCTTTTAT
TYTAATTTCT
ACTTCTSCTC
ATGTCTTTTE
CTGCAACGGC
TATRAAAAGTA
TCTCTAGCAS
GAATAATTCT
GBARATATCTA
ATCCATTACT
ETACCTAGAA
CCACAGCAAL
CRTATRTAGC

TACLTELECT

CAGBCTATAC
CTCCACCABA
ATCAGAAATC
TTITTTGATAT
AGGAACACAT
CCCACTACTC
TTCCECCGAB
CAGCAGCAGE
TETETTTGGT
TCCCCCCLAA
GATACTRAGE
GCEBLCTAAG
GCAATAABBT
AACCCCGTTC
CACAATETTC
CCCLTATBAA
ACACAAAGCC
AGCTAASMAGT
AGCACCCATT
AAALTATGTE
ACACCTTATE
CAAACTTACT
SACACTGTEA
SAAATCTATT
AACTGTASCC
AGTGAAAACT
TTTCTATAAT
AAATGCAAGT
ACAGARGACGE
GCCTCCACCT
TTAGAGATAS
TABATAAAAA
AGTTTGGATC
BTCTCATCAA
EACABTTTCC
ATTCTCATTT
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ATACACCTGL
TTTACAGACA
TCRTCTCTAT
CAAACTGBGA
ATACAAAATC
GTAGTCAATA
QATTCBATCC
GATTCAATGA
ATGCTTGTCG
TTTTATACAG
GCTCATACET
GTGGAGAATA
ABABACLTAA
GTTTAGATTA
CAGTETCGCT
ACAACTTCAC
TTETTGTTTT
TAGATTTGAT
ATTTCTTECTT
CCCABACTGT
ATAGTCTGCC
ACCATCCCRBA
TACCAATATT
ACACCTTAGA
CCCCCAAATT
ACCCCCTATT
YCceccCCACAA
CCTGCTATTA
SATCTRCTCE
AACECRTBEC
AAAACRAGCE
CBACAAAAAT
BTTGCATTCA
ABACCTELTA
CTCTETTBAA
AGCGGCATACT
ATBTCTTTCT
BATBAARAGCA
CARACBBAGT
GGEBABRGEGA
ACTAAAAATA
CCAAATTRGES
GACTERAATA
TTAGTATTAG
ACCAAATGTT
AACTEAGGAA
AGCAGCAAAG
ACATTCATGE
GCTAAACAGC
BAATCTCCAR
‘ACAACTAAAA
TCCCATTTGA
ACATTGTTTT
TCCATCRCGA
AUGGTCATET
ACCCACAAGC
TGAAGCATEA
CACTCARATC

TTSTAACCAC
TERCTTCTCT
CCCACTAGEA
ABCBTTCGATT
TTACATTGAT
TAGAAATTAC
GATBACAATT
TTGCAATTGT
CTACAAARAG
CCATGGTTTC
CACTGTAACT
TATGACAATG
CCATTATCAA
TAACATTATT
AACAATACAA
ATACAACAAT
TACCATRACC
ATTTAATTTG
CACCATACTC
ATAGGABCAT
YGETTATTAA
ATACCGCAAC
TTTCCTTCTA
AAATGCARRAT
TAATAATGAT
TBATTTTGRGC
AACATGCAAC
GTTACTTCAA
ATATGBACGG
CAAAGAGECTC
AAGATATCCT
TTACCTGCAT
CTBCrCCTGC
CCAATGAATT
ATTTTCTCCC
TTTCTCCATA
TCCCAGATGA
CCTCCCAACA
TCTTACTTTA
CTTACAGTGE
ATCACTCTET
AAATGGBTTA
AACLCTCCAC
TAAAARATGG
CACACAAAAG
TCAGACTTARA
CCTTTATECC
AATATGTTAC
CGTATGATTT
ARAGCAACAT
TAAAGTTTAA
CAGAATACAC
AGATTCCACA
TAGTCTTTITA
GGAAGAAGAA
AGCTBCTETL
TTTTAATAGC
TYTGCAGTAE

TCRCATCAAA
TACATCTCTC
CATAATTACA
ACTTTBATAT
TAATETTAGC

TGETTCGTE
CTCTAGAAAC
TECAGCBETG
TTTCATCCTA
CACTACCACA
ATAGGUTCAA
BATGGTTTAC
CGTGACAGCA
GTACTGCCAT
TTTCCAATCC
TTCCACTTCA
TACTACGBCCT
TTCTYTTYTT
ATCTBTBCTT
TTGCTTCLETA
TTTTTTCCAA
CAAAATATLCEG
TTECTTCCCT
TCCAACAACC
TECTGCAATA
TQGAATGETC
ATCCAATAGC
CCTAACCGGC
CCBCGTCTCA
AGAGATGTCA
ACGABATCAC
BETCEGAATC
GATTCCATCSE
AAAAAARLAAT
AGCAGCACCT
CTTTAAAGGEE
CCAABABAGT
CCCCTTTATA
AAATGTTTAA
ATGACACTGA
ABAACTATCC
ARATTTRACR
CTAACTRTCA
AGBGCTTETT
ACABCAAACA
AAATTCCACT
AAGTALTACA
TACATGACTA
CTTCCAATGT
AGCTACGCTG
CTGTTTTTAT
CAATCTLYCLC
TTCCAAACAG
AAGCGCTTTC
CGATGGGBAAT
TECRTCGLCTC
CCTTAATATC
GTACAACACA
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AACBCCAATA
ATATTTETCA
CTCTCATARGE
AATCTGTAAC
AAAGTTTACA
TTACCCAGTT
TTTTACATCT
GCAGTEGTERA
AAAAACAAGA
TTCCTTATSEE
ACTGCACACT
AAAACCATGET
AATGACAAAG
CTACCACTCC
AACCTTTECC
ACAATCAGCA
GCTGCTATAG
TTATTTACAG
TTAATETTTGE
TGCACTTTTT
CTTCTAGACT
CGGCACYTCT
ACGCTBTCTC
GTGETCATTT
ATTAATATAA
CCAATBCACA
BCTAATAGAT
GEABATGACT
GAACAACEAC
TCCAAATTCA
CECTACTGAC
AACCCCATAG
AGTECACCTA
GATTAATAAA
CACTTCCCTC
GATGTCAAAT
CCEECTCART
AACCCAGGET
CCCCACTAALD
TEETACCTTA
ATTGGAAATG
ACBGTGACAT
AATTETGGAA
AATGGCTALG
TCCAATTAAG
TAAAAATRAR
GCTTATCCCT
GTTATGATAG
TGCLCTATGCC
ACCACATCCC
TTAAAATCAC
CTACGCACAG
TTTCAGAGCG
ACABTCCAAC
CATAATCLCBA
CGTGLEACTE
AACTTTCTGE
TTATTACAAT

ACAAAGAARA
GCATTGTCAC
ACCECCAATC
AAAACAAAAC
GCGGTTALCTA
GAAAACCACE
CCCACCACAR

TBGCACTAAT

TCTCCTACTA
TTACTAGTCT
ARAAGGACCT
GACCAACCTB
BCTTCTATTA
ARCACCCCGE
GCGETTTTAA
TCATCGCTEC
AAAAGACAAA
TATEETGRAC
CECTACTTTC
BCTTTTETTA
GGATCCTYET
TAGACTCATLC
AACCCCABCT
CTTGCTTECT
TCTGTTECAC
TEATCATCCA
TACGAAAGTS
GAAACALCTCA
TTBCCCAACT
CCAATGCAAA
CATCBCCTCT
TTATCAECCA

'CACCCTBLETS

AAATCALTTA
TTCCCAACTC
TTTAGCTCCT
BACTCCTTCA
TTATTTCCCC
AACCACAGGBC
CAAGAAAACA
GATTAGAAAC
TTETATAAAS
AACACTAATA
TETCYCTAGT
ATTATATTTT
TCTTCTACAG
TCAACACCAC
AABTCTATTT
ATACRATTTG
CCTTYTTCTT
AAAATTCGAG
CTTTAAACAT
AGCCAATCTG
TECTGCEGAT
AAACBRTATC
CTETTTATGE
TECBATECGC
ATTETTTAAT

AATGCETTA
TECCGCTCA
ACTTCACAG
CAATAATAG
TTATGGTTA
AAAATGCCA
CCGACGAAA
AATAATATG!
AGGCTTAAC,
CGCAACTCT
CAAGETGGET
ATAGATTTT
TEGAACLBAI
ACAACTACT
AACGCACTE'
AGTGACAAT
CATAAAGGT
ACCAATCATI
ACABCAGTAI
CTTGTATCT!
BCEAATTECH
TAARACCAT!
GCCTATAGBT)
ATCGABAAA/
CATARATTTC,
CAABACCCAL
AACCACAACI
CCACCTCCAY
ACGCATLCGI
RAABGCATA"
CTTACBAACT
ACAAAGTEE
ARGACCCTA1
CTTGAAATC!
TERTATTCT?
CTCCTETACC
ACCCTBRTYCTA
ABATGBCTTC
BRATCTCTAC
TACGTGCTAL
TCAAAACAAT
CATAGTATTA
CAARATGATGS
TEETETATCA
GACTCTTETG
CBACCAGTGA
TACTAGGSAT
CCCTTGAACA
AATGGRATCT
TTCTTACATT
TAGTTATTTT
TTGEGATALCA
GGETCARTEA
GCGALCTCLGE
GRACGATYET
GATCAGGGTC
GSCAGCAACRC
AAACCATAAT



32341
32411
32481
32551
32821
32681
32761
32831
3290
32871
33041
3311
33181
33251
33321
33331
33461
33531
33601
33671
33741
33811
33881
33951
38021
34081
34181
34231
34301
34371
34441
34511
34581
34651
34721
34791

TAAAAGCGCT
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CCAGCCAAAA

ATAAATTAAR TGACGTTCCC

ACAATCTGTC
CCAACACEEC
CTCTCGACCE
CTTCTCATAA
TAAAGETGGC
CAACAGCECE
GTGTAAGEET
ACATTCTCET
GCTTAGCGTE
AGTTETAATC
AACCAAGCAA
TYTTTATTCC
TGTTBGTGAA
AAGCCTCCAC
CATATTACAT

TGTACCATEG
TCCCCCABCC
TGAATCACTT
TTTTTAACTC
AGAACAAGGA
TGETCTTCAG
EATGTCTGGC
ATTTTGTATA
TTCCGTRTCA
AAAACTCCAT
TRCAACTEGA
AAACBGATETC
AAASCACAGC
RCBCACATCC
TCCTGCACCA

TSTEGTAAAT CCAATCCACA

CCCTCATAAT
ATGCCCTTER
TAGCCAGAAS
GBCTCCAGCA
ATATAATCAG
CTGGBATEGCA
TAAAAAAAAA
CACAABCCAC
TTCCTCGLGE
GAGAAAAAAC
GCREATACAA
CGCLCCLERT
CACACAAALC
CGTAATGEGEA
AAGTACAGTT
AACTTACAAC
CGBCCCACAT
GATG

GACAARATAT
CTCTAMGTTE
CCCCCCRGGGA
AAAACAAGAT
@CAGAETTTC
AATGCAATAG
ACAAGCGTCA
AGGGTCTCCA
TGACCAGCAT
AGCECARCATA
AGTAAAAGEC
CCCTCTAAAT
ACAAGCTCTA
CTAAAGTRTA
TCACTTCCGE
STCATTTTCC
TYTTTAAAAT

CTCATATCTG
TCAAAAACAC
ACAACGTTGE
ATGCATTGAR
GAGAATGARAA
CTCAGGATTT
AGACCACGAA
TCATABGAARC
GCATBATGTC
GCAARACGCE
TAGTTCAAGT
CBCATCYAAT
TTGCGTTTCA
BCAGTACTTC
TAARTCAAAA
AAGAACAAAA
TTCCCAGATA
CATTACRAAC
CTTGCTCCTE
TTCTTTAAGT
ACAAGAGCAG
TEEAATAAGT
TTGTAGAAAT
STTACCGCEC
TATCATAGTA
BCTCCALCCCT
GAATAABRTCT
GCCTTTEEET
ACAGGAGAAT
ACACATACAA
ABRGTCACTCT
AAAAATCCES
AATCCCAACA
CACGBGCLCECE
CACCTCATTT

ATATAATLEC
ACTACCCACA
TTAATCATGC
GTSRACCCTG
ARTATCTATA
AGARACATAT
CACAACTTAC
TCGGRTTTCA
GAGCETECEE
GCCCTEGCAG
ACAGUCACAC
TGTTCTGAGG
AGCAGGAGAG
AAATTGTAGA
GAAATGCEAT
GAATACCAAA
ATTTTCAGLT
AGGTCCCGEGA
TGTCACCTGT
TCTARTTCTA
GEGACGCTAC
ATATTEEGAA
TCGAATAARABR
TECELTCCAA
GCCTEACGAA
CGTARAACCT
TGATGAAGCA
ATAATTATEC
AARAAATATA
AGCCTCATCA
CCAACCTSTC
CTAAACCCAR
ABCGTCACTT

LCCGLCCCCTTIT

ACATATTGGC
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CCCTGCATGA
TACATRATCT
AACCCAATAT
CTGATTACAA
GTGGCACAAC
CCCAGRBAAT
ACTATGCATA
TTTTCLTCACT
GCAACCTTET
AACACACTCT
TCTTAAGTTE
AAATCATCCA
GAGAGGGRAG
TCGCGCAGAT
TTTCAAGETE
AGAAGGABCA
TTCCAGCCTT
GRECBCCCTC
AGCGAATTGA
AAAACTCTCT
AGTGCABTAC

CCACCAGTAA

ARAAATTTGEC
CATTBTYTAGT
CAGGTGBATA
GTCATCGTGA
TACAATCCAG
TTAATCGTAA
ATTATTTCTC
GCCATEGCTT
CACAATATAT
CACACACCEC
CCTCTTTCTC
TAACCETTAA
ACCATTCCAT

CCATCATACLC
CTTTTBGCAT
AACCTTCCEE
TGACAATGAA
ATAGACATAA
AGGAAGCTCT
GTCATAGTAT
AACGTEGTAA
CATAATGEAG
TCTTCECCTT
GTCAARAGAA
CGETAGCATA
AGACGEAAGA
GGCATETCTC
CTCAACGETE
TTTTCTAACT
BAATTATTCE
CACCACCATT
BAATGGECAAL
CATATTATCA
AABCGCAGAC
TATCATCEAA
CAAAAAARCA
TTTGAATTAG
AATCAGTCTT
TTAAACAACA
ACATETTAGC
GTATAGCAAA
TECTELTETT
ACCAGAGAAA
ATACACAAGC
GAAACTGCET
ACGGTACGTC
CCCCACAGCE
CTATAAGGTA

AAABTTTAAT
BTGCATATTA
AACCACACTE
BAACCCAATT
ATGCATECAT
TECAGAACAG
CACAATLTSE
CTGERCTCTE
TTGCTTECTE
CTATCCTGCC
TGCTGELTTC
TGCAAATCCC
ACCATGTTAA
GCCCCCALCTE
GCTTCCAALA
CCTCAATCAY
TBTCAGTTCT
CTTAAACACA
ATCAATTGAC
CCAARCTRCT
CTCCCCAATT
BTTGCTEEAL
TTCRAAALCCT
TCTGCAAAAL
TCCATCACAL
GCACCGAAAEL
ATCAGTTAAG
BCCACCCCTC
TAGGCARACET
GTACAGCGGE
CCTARACTGA
CACCAGGGA2
ACATCCCATI
AATCACCACA
TATTATTGAT
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Bstpl Po¢l 4D
PIPspi (12)

Seal (4400)
Avell
Ad35 bp 1L-464

N Ndet (816)

il (13593
Kpnl (1355
Agel (1388)
coR! (1374
Ascl (1380}
all (1388)
CORV (1384)
Clal (1397)
ot (1404)
hel (1417)
pal (1423)
Bamtl (1429)
X0l (1435)

Xbal (1577)

Bglll {1580)

PAJAP3SIP1
(4914 bp)

A435 Np 3401-4669
Pl-Pspl (2868)

Bsii3l
Pact {28

Agsl (2432)
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us.1ai|0Sl quEman_..N_Un_
I9PN PUN J3ONX

JM3)zusnbas pun yLiuopgns
JOPRA-LY Ul Juswbely-g3-9'1

JOP{RAPILISOD-STMd

uaJsijosi Jusawbelq-y¥Od

BON . IPN
IOPN PUn 130NX

A

uajzusanbas pun Js1uoPIgns
JOPIBA-LY Ul Juswbeld-gy-g’'c

L

Juswbely-g-9'9z 40d
ISPNX YNQ-IM-GEPY

¥1lH-x1d-sepy amd
SI0P{BAPIWS0D $9p uoipinsuoy if "D
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Notl-{1)

Nde! (3149)
BamHi (3232)
Nhe! (3319)

- BamHI (4395)

Ascl (4538}

}  Nhel (31550)

Bami (8470}

BamHl (2411)

T4 PWE.AJ3S. pIX-rITR

{39524 bp) BamkHl (10984)

BarnH} (11605)

SamHL (13183)

BamHi (26339) BamMI (15539)
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ManI (181

Sall (3330)

Secal (7887)

HindlT (1493

p Hpai (1667

0471L

pRSV.Ad35E1
(8332 bp)
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Sepl (4838) Pyull (334)

Sspl (4452)

pPGKneopA
(5085 bp)

58/87



DE 601 21471 T2 2007.02.08

teas dms

BamH1
EcoRI (655)
Rv
Notl (681)
(0 I (688)
bat (700)

BGH DA Pl (969)
\ BcoRI(1059)

RSV promoter

pRSV.Pneo
(5208 bp} hPGK promoter

Pvull (3214)
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Sall (5476)

Hind!ii (505)

Kpnl (612)
BemHI {824)
EcoRl (655)
EccoRYV (685)

hal (700)

Scal (5033) o ECORI(515)

RSV promoter

pPRSVhbv.Neo
{5478 bp)
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Spel(274)  AscI (362)
BspEI{468)
EcoRT (504)

EcoR (1)
j

\PGK promoter

XbsI (13293)
Scal (5935)

PIG.E1A.E1B
£ (731s5op)

Neol (2260}
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;
; BstX1{6721)
AvrIE(6715) Spel (257)

BsaAl (6709] EcoRI (457)

: bBPGK promotex

Seal (5791)
Ad35.E1A
: Q. Finar (1362)

™ Hoal1536)

BgllX (2280}
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BStXI (13) Spel (273)
Awll @) Ascl (361)
bt BSpE! (467)

_ SN EcoRI (503)

BspEl (705)
hPGK promoier
Scal (5572)

W, Hindit (1378

B Hpal (1552

: Agel (2107)

P Bgilz (2296)

BspE! (2531)
MunI (2845)

i Pacl (2953)
Ssa8387) (3442)
i BglIr (3366)

BsrGl (&
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i
i Pact (6783)

md{] (1344)

Hpal (1518)
NcoT (1616)

pPBr.Ad35.JefITR-pIX
y (G767 bp)
E1B-21K
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PacT (5898)
BstBT (5891)

Hpal (101)

BaFI (1040)

B18-21K

pBr.Ad35.IeftITR-pIX.AETA
(5902 bp)

E
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BatBY (5587)
Back (sss8a3)
FE-RSRL (5558) Bpal (101)

SexX (sb3z:)

SanHT (735)

S Naer (93s)

. ELB ES5K
PBr.Ad35.dz1K
{SS97 bp)

NI (1621)
FI-PspI [3500)
BgtRY (34s5
Pacy (348
Rpal (Jza6)

¥ PatX (1729)

=,

BlIr (2142)

{(=2as1)

Ji:
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Pacl (4828)
BBl (4822) Flgal (101)
Pl-Penl (4793)

pal (633)

(%;t NeoL (731)

212-21XK

PBr.Ad35.d55K1°
. (4E32 o)

67/87

Bzl (1040)



DE 601 21471 T2 2007.02.08

" Pacl (4431)
B=tBI (4425) ~

PI-PspL (4356)

Hpal (101)

pPBr.Ad35.dSM
. {4435 bp)

PI-Pspl (38)
BsiBI (2333)1
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Bgifi 12)
Mual (161)  Epa1 (382)

‘ Weol (480)
BamFlI (789)

( Agel (937)

Sall (7045)
Scal (6602) '

Q) Bl (1126)

Ad35 bp 1338-~34200

ColEl oxri

70/87



DE 601 21471 T2 2007.02.08

! BeL(14) . o
Mian (163) Nrul (208)

Scal (3842)

pRSVneo4
(4285 bp) *

Shi (1472)
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Avrn 13 pwsa o
S mr-{b> Sprl (2584)

SCEI(E“ ) - ’ ree s SF 1

EcoRY (514)

. Bamifl (827)

hPGK promotey Apgel (975)

”'"-.-;“ Bgll (1164)
A435-E1B bp 1610-3400
B Mul (1713

: pIG35Bneo
(7220 bp)

351G (4876)
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Spel (284)
BscXI (24) - Ascl (372)
Saff (6915) BspEI (478)
BamHI (522)
Agel (670)

Scal (6472)

plG35.55K

i
(6915 bp) fi Bl (1929)

'} mHI (1978)

HindIN (3238)
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Scal (5687)

Xbal (@193

BaGI (4021
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! BseXT (13)
Avii(7)
BsaAl (1) EcoRI (503)
' Bt (662)
Pwull (676)

Rsrll (374
Saclt (3622)

BamiI c's;B

0)

Belll (3481)

hPGK promoter

Oy B (954)

ads bp 459-1711 \ W& xwmer(ssy

Epal (1625)
pIGS35 :
(6604 bp)

Neol (1765)

. ¥ BamEl (2074,
Ad35 bp 1605-3400 ?

¥ Bl 2411y

B . 2s20)

(3068)
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Ascl (362)
BspEI (468)

EtoRI (504)
BspEL(850)

Loty SPEE@®

hPGK promotar Clal ($71)

AdS E1a regionm\ W Xbel(1395)

Scal (3923)

Hpal (1626)

pIGG35

i
d \1 atllPF ' hm
4 T T gl P

w{gﬂﬁ EBglll (3382)
S§°H(3 } \BamAI(3531)

i SseB8387L (3558)

o

4

BsrGI (40
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e R i A CD o
coR1 (504)

BspEI (880)

hPGK promotexr Clal (971)

AdS E1A regicz\ W% Xbal(1353)
T (1626,

G735 L
7208 o5 ads Eip-21x§ B

B Kot 2102

eol (2260)

E1B-55K
BTGl (2303)

&F s e

1 (2947)
ml (2967)

S T -y, L NN N

Ra—Ir(a'zsz: N
SacII(3620) \ BamiER (3537)
! SscB3B7I (3564)
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BstX! (13 Spel (273)
Avril (7)s (' Ascl (361)

BspEl (467)

__\ :,v__: . .
pEl (708)

hPGK promoter
Scal (5046)

Pvul (4935)

pcc2m
(5963 bp)

BamH! (1959)
Agel (2107)

¢>—Bglll (2296)

Xbal (3552
Sse83871 (3442 ="
Pstl (3443) - BspEl (2531)
BamHiI (3415) ©9 Munl (2845)
Pacl (2953)

77/87



DE 601 21471 T2 2007.02.08

BstX[ (13) Spel (273)
Avrit (7) Asc) (361)

EcoRl (503)

hPGK promoter
Scal (5161) .

Pvul (5050)

Ad5 bp 459-1711

pCC535s 1
(6078 bp) d3Hpal (1625)

BamHI (3530) Bghil (3481) Pull (2940)

Pacl (3068)
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Scal (4022)

Puull (2473)
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2007.02.08
Pvull (627)
KpnI (&53)
EcoRI (701)

Psti (707)
BamHi (719)
Pstl (738)

BamHl (766)

tl Bglll (815)

pCR535E1B
(4459 bp)

2435 bp 2112-3400 :

1
!‘{ Pull (1356)

Pac (1226)

AdS bp 2022-2233

Bgill (1885)

Notl (2235) KpnI (2195)
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Spel (273)
Ascl (361)
BspE! (467)

EcoRli (503)
ul (508)

BstX! (662)

BstX} (13)-

Awrll (7)

Scal (3779)
Ad5 bp 2022-2233

Pvul (3668) . \A Bgllt (1029)

pCC2155s
(4696 bp)

Ad35 bp 21123400

80/87



DE 601 21471 T2 2007.02.08

BstX1 (13) Spel (273)
Ascl (361)

BspEl (467)
EcoRl (503)
Pvull (676)

Avril (7)

Scal (5161) hPGK promoter

pvul (5050)

pCC536s
(6078 bp)

E1B-21K

BSpEl (2646)
Pyull (2940)
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Spel (273)

Ascl (361)

BspEl (467)
EcoRl (503)

BstX] (13)
Avrl (7)

Scal (5687) ' BspEl (879)

hPGK promoter
Pvul (5576)

Bgll (5323)

plG536
(6604 bp)

E1B-21K

Pacl (3068)  Pvull (2940)
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Aatll (20737) Pact (1)

Clal (131)

Pvul (20186)

BamHI (2840)

Bst1107! {18685)
Hindill (2980)

BamHi (3024)

BamHI (16824)
EcoR| (16674)

EcoRl (3807)

pBr.Ad35.PRn
{20748 bp)

Ndef (15030} E4 region

pA signal E3 primer 35E3For
Miul (1218 ’

BamHi (11584) TATA box E3

EcoRl (8822)
primer 35E3rev

530
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Aatll (377)

Pvul (17901) Pact (389)

Bst11071 (16410)

BamHl (3228)

BamHi (14539) _ Hindlll (3368)

EcoR} (14389)

Nott (14381) BamkHil (3412)

pBr.Ad35.PRndE3
(18075 bp)

Ndel

indill (6760)
Pmill (7047

Miul (9800) 704y

35E3rev (9880)

Stul (8118)

35E3for (9066)

482
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Natl (1)  Ad35 bp 3401 (9)

Ndel (3149)

BamHi (3232)
Nhet (3319)

BamHl (4395)

EcoRlI (36846)

sfit (32211) Miul (5184)
U

Miul (30092)

Nhel (28977)
BamHl (8470)

EcoR| (28746)
Miul (8665)

pWE.AdSS.plX-rITRdE3 Ml (8752)

(36861 bp)

Nde! (27102) - Bami} (8411)

BamH! (108584)
BamHI (11605)

Miul (24257)
Ml (12793)

BamHi (13183)
BamHI (33339)

Pad) (14746)

EcoRi (18552) 8amH} (17588)
BamH! (17768)
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Ausrichtung von E1B-21K-Sequenzen
von pCC536s, wtAd35 und wtAd5

.
-

Figur 38 A
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Reste, die sich vom Consensus
unterscheiden, sind eingerahmt
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Ausrichtung von E1B-55K-Sequenzen
von pCC536s, wtAd35 und wtAdS

Figur 38B
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