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Oblast’ techniky

PredloZeny vynalez sa tyka sposobu pripravy rekombinantnych virusov. Tyka sa tie? kon3truktov potreb-
nych na uskutocnenie takéhoto spdsobu, pripravy buniek a virusu pripraveného tymto spdsobom. Tieto viru-
sy sa mbZu pouzit’ ako vektory na klonovanie a/alebo expresiu génov in vitro, ex vivo alebo in vivo.

Doterajsi stav techniky

Vektory virusového pdvodu sa Siroko vyuZivaji na klonovanie, prenos a expresiu génov in vitro (na pri-
pravu rekombinantnych proteinov, na uskuto¢iiovanie skriningu a testov, na vyskum regulicie génov a po-
dobne), ex vivo alebo in vivo (na vytvéranie zvieracich modelov, na terapeutické pouZitie). K takymto viru-
som patria najmé adenovirusy, adeno-asociované virusy (AAV), retrovirusy, herpetické virusy alebo virus
vakeinie.

Virusova &el'ad’ Adenoviridae je znaéne roziirena u cicavcov a vtakov a patri do nej viac ako sto séroty-
pov, ktoré st tvorené dvojvlaknovou DNA bez obalu a vytvaraju kapsidu s ikozaedrickou symetriou (Hor-
witz, In: Fields BN, Knipe DM, Howley PM, ed. Virology. Third edition ed. Philadelphia: Raven Publishers,
1996: 2149-2171). Okrem toho, Ze su bezpe&né, majui adenovirusy tieZ Siroky bunkovy tropizmus. Na rozdiel
od retrovirusov, ktorych Zivotny cyklus zdvisi od bunkového delenia, méZu infikovat’ tak aktivne sa deliace
bunky, ako aj bunky v pokoji a ich geném sa udrZuje v epizomalnej forme. Navyse moZu byt produkované
vo vePmi vysokom titri (10" pfu/ml). Tieto hlavné vlastnosti z nich robia zv14§t vyhodny vektor na klonova-
nie a expresiu heterolégnych génov. Skupina C adenovirusov, najmi typy 2 a S, a tieZ psi adenovirus typu
CAV-2, ktorého molekularna bioldgia je najlepSie znama, si zdrojom dnes beZne pouZivanych vektorov.

Adenovirus ma linedrny geném s veFkost'ou 36 kb, ktory je na kazdom konci ukondeny invertovanou
terminalnou repeticiou (ITR), €o je sekvencia s velkostou 103 bp obsahujiica replikatny pociatok, a obsahuje
tieZ enkapsidaény signal situovany v blizkosti Favej ITR (Shenk, Adenoviridae: The viruses and Their Repli-
cation. In: Fields BN, Knipe DM, Howley PM, ed. Virology. Third edition ed. Philadelphia: Raven Publis-
hers, 1996: 2111-2148). V priebehu Zivotného cyklu virusu sa exprimuji tri rodiny génov:

- Bezprostredne skoré gény (,,immediate-early genes®, E1, E2, E3 a E4), ktoré sa z¢astiiujd na regulacii
bunkovych génov, najmid umozZiiuju vstup bunky do S fazy bunkového cyklu (E1A) a inhibuji apoptézu
(E1B). Podiel'aji sa tieZ na regulacii skorych alebo neskorych virusovych génov na rovni transkripcie, zo-
strihu alebo transportu (E1A, E2A, E4) mRNA (messenger RNA). Hraji tieZ dlohu pri replikécii a pri vzniku
imunitnej odpovede.

- Oneskorené skoré gény (,,delayed-early genes®, pIX a IVa2) si spojené s regulaciou transkripcie nesko-
rych génov (IVa2) alebo s vytvaranim viriénov (pIX).

- Neskoré gény (,,late genes“, L1 aZ L5) sa transkribuji zo silného prométora (MLP). Primarny transkript
s velkostou 28 kb umoZiiuje vytvarat transkripty zodpovedajice réznym Struktirnym proteinom (jadrovy
protein, pentén, hex6n) a nestruktirnym proteinom, ktoré sa podiel’ajii na vytvarani a zreni virusovych gastic
tak, Ze dochadza k alternativnemu zostrihu s vyuZitim S-polyadenylaéného miesta.

Adenovirusové vektory sa vyuZili na klonovanie a expresiu génov in vitro (Gluzman et al., Cold Spring
Harbor, New York 11724, p. 187), na vytvorenie transgénnych zvierat (W095/22616), na prenos génov do
buniek ex vivo (WO95/14785); W095/06120) a na prenos génov do buniek in vivo (pozri najmi
W093/19191, W094/24297, W094/08026).

Co sa tyka adeno-asociovanych virusov, AAV, st to relativne malé DNA virusy, ktoré sa integruji do
genému infikovanych buniek stalym a relativne lokdlne-$pecifickym spésobom. St schopné infikovat §iroké
spektrum buniek bez toho, aby nejako ovplyvnili bunkovy rast, diferenciaciu a morfoldgiu. Zda sa, Ze sa do-
teraz u nich neprejavili Ziadne patologickeé uginky na ¢loveka. Gendom AAV bol klonovany, sekvenovany a
opisany. Obsahuje asi 4700 bp a na kaZdom konci ma tisek invertovanej terminalnej repeticie (ITR) s velko-
stou 145 bp, ktory shiZi ako replikaény podiatok pre virus. Zvy3ok genému je rozdeleny do dvoch nevyhnut-
nych casti, ktoré nesu enkapsidacnu funkciu: lava cast’ gendmu obsahuje gén rep, ktory sa zidastiiuje na vi-
rusovej replikacii a expresii virusovych génov a prava ¢ast’ genému obsahuje gén cap, kddujici proteiny vi-
rusovej kapsidy.

Pouzitie vektorov odvodenych od AAV na prenos génov in vitro a in vivo uZ bolo opisané (pozri predo-
vietkym WO91/18088; W093/09239; US 4,797,368, US 5,139,941, EP 4488 528).

Retrovirusy su integrativne virusy, ktoré selektivne infikujii deliace sa bunky. Predstavuji preto zaujima-
vé vektory na pouZitie napriklad pri lie¢be rakoviny alebo restenéz. Geném retrovirusov sa sklada z dvoch
LTR, enkapsidaénej sekvencie a troch kdédujucich usekov (gag, pol a env). Konstrukcia rekombinantnych
vektorov a ich pouZitie in vitro a in vivo uZ bola podrobne opisana (pozri napriklad Breakfield et al., New
Biologist 3 (1991) 203; EP453242, EP 178220, Berstein et al. Genet. Eng. 7 (1985) 235; McCormick, Bio-
Technology 3 (1985) 689).
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Z virusov sa uZ pripravili rozne konstrukty na pouZitie ako rekombinantné vektory obsahujice rozne po-
zadované gény. V kazdom z tychto konstruktov sa virusovy geném modifikoval tak, aby virus nebol schopny
autonémne;j replikacie v infikovanych bunkich. TakZe doteraz znime konstrukty zodpovedajice doterajSie-
mu stavu techniky st virusy, ktoré st defektné v uritej oblasti svojho genému, ktora je nevyhnutna na repli-
kéciu. Konkrétne ¢o sa tyka adenovirusov, prva generécia konstruktov mala deléciu v dseku E1 alebo deleto-
vany cely usek E1, ktory je nevyhnutny na virusovi replikéciu, a to v mieste, kde bola vloZena heterologna
sekvencia DNA (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al., Gene 50 (1986) 161). Okrem
toho, na zlepSenie vlastnosti takéhoto vektora sa navrhlo vytvorit' iné delécie alebo modifikacie adenoviruso-
vého genému. Tak sa napriklad vniesla teplotne senzitivna muticia do mutanta ts125, o umozZnilo inaktivo-
vat DNA viizbovy protein (DBP) s velkostou 72 kD (Van der Vliet et al., 1975). Iné vektory obsahuju delé-
cie inych oblasti nevyhnutnych na virusovu replikaciu a/alebo Sirenie, a sice oblasti E4. Adenovirusové vek-
tory, ktoré maju odstranené oblasti E1 a E4, maji zna&ne redukovany transkripény ,.$um*, a tieZ expresiu vi-
rusovych génov. Takéto vektory si napriklad opisané v patentovych prihla¥kach W094/28152,
WO095/02697, W096/22378. Boli tiez opisané vektory nesice modifikicie na urovni génu IVa2
(W096/10088). Okrem toho boli tieZ opisané (W094/12649, W094/28152, W(Q95/02697) tzv. ,,minimélne
adenovirusy” alebo ,,pseudoadenovirusové“ vektory (alternativne AdA), ktoré obsahuju len useky nevyhnut-
né v cis na produkciu virusu (ITR a enkapsidaéna sekvencia) a nemajd Ziadnu virusova kédujicu sekvenciu,
hoci priprava takychto vektorov je tazka, ako bude vysvetlené dalej.

Co sa tyka AAV, opisovanym vektorom vieobecne chyba cela kédujiica oblast’ Rep a Cap, ktoré sii na-
hradené poZadovanou nukleovou kyselinou.

V rekombinantnych vektoroch odvodenych od retrovirusov su vieobecne odstranené gag, pol a env, bud’
&iastodne alebo uplne, a s nahradené heterolégnou sekvenciou poZadovanej nukleovej kyseliny. Okrem toho
rekombinantné retrovirusy mézu obsahovat’ modifikicie na trovni LTR na potlacenie transkrip¢nej aktivity a
na urovni velkej enkapsidadnej sekvencie, obsahujicej &ast’ génu gag (Bender et al., J. Virol. 61 (1987)
1639).

Vzhl'adom na ich defekiny charakter vo vztahu k replikacii, priprava tychto roznych rekombinantnych vi-
rusov zahfiia moZnost’ transkomplementacie funkcii odstranenych z genému. A prave transkomplementacia,
zv148t poskytovanie transkomplementaénych funkcii, je zdrojom hlavnych tazkosti pri priprave tychto viru-
sov.

Vyvinuli sa dva pristupy rieSenia tohto problému. Prvy je zaloZeny na konStrukcii transkomplementac-
nych linii, &iZe v podstate enkapsidaénych linii. Druhy pristup je zaloZeny na pouZiti pomocného (,.helper)
adenovirusu alebo pomocného plazmidu.

Skontruovali sa rozne enkapsidaéné linie réznych defektnych virusov. Tieto linie su schopné poskytnit
funkciu, ktora chyba virusovému vektoru. Vieobecne tieto linie obsahuju vo svojom gendme integrované
tiseky odstranené z virusového genému (teda napriklad E1, E2 a/alebo E4 pri adenovirusoch, gag, pol a/alebo
env pri retrovirusoch a rep a/alebo cap pri AAV).

Jedna linia zndma tym, Ze produkuje defektné adenovirusy, je linia 293, do ktorej sa integrovala ast ade-
novirusového genému. Podrobnejsie povedané, linia 293 je linia buniek 'udskych embryonalnych obliiek,
ktora obsahuje avy koniec (asi 11 aZ 12 %) gendému adenovirusu sérotypu 5 (AdS), ktory obsahuje avii
ITR, enkapsidany usek, Gsek E1 vratane Ela a E1b, tsek kodujici protein pIX a €ast iiseku kodujiceho pro-
tein pIVa2. Této linia je schopné transkomplementovat’ rekombinantny adenovirus defektny v useku E1, kto-
rému chyba bud’ cely usek El, alebo jeho &ast, a produkovat’ virus s vysokym titrom. Této linia je tieZ schop-
na produkovat v permisivnej teplote (32 °C) virus, obsahujici navySe teplotne senzitivnu mutaciu E2. Su
opisané aj d'alSie bunkové linie schopné komplementovat’ E1, zaloZené na Pudskych bunkéich plicneho kar-
cinému A549 (W094/28152) alebo l'udskych retinoblastoch (Hum. Gen. Ther. (1996) 215). Su tieZ opisané
linie schopné komplementovat' niekol’ko funkcii adenovirusu. Treba uviest najmi linie komplementujiice
useky E1 a E4 (Yeh et al., J. Virol. 70 (1996) 559; Cancer Gen. Ther. (1995) 322; Krougliak et al., Hum.
Gen. Ther. 6 (1995) 1575 a linie komplementujice useky El a E2 (WO094/28152, W095/02697,
W095/27071).

St tieZ opisané rozne linie produkujice defektné retrovirusy, vieobecne schopné exprimovat’ gény gag,
pol a env. K takymto linidm patri napriklad linia PA317 (US 4,861,719), linia PsiCRIP (W(090/02806), linia
GP+envAm-12 (W089/07150) alebo linia BOSC (W094/19478) a d’alsie. Na konStrukciu rekombinantnych
retrovirusov obsahujuicich poZzadovani nukleovu kyselinu, je potrebné skon3truovat’ plazmid obsahujici naj-
mi LTR, enkapsidaéné sekvencie a dami nukleovii kyselinu, a potom pouZit' tento konstrukt na transfekciu
enkapsida¢nej linie, ako uZ bolo opisané, schopnej poskytmit’ v trans retrovirusové funkcie chybajiice plaz-
midu. Produkované retrovirusy sa potom purifikuji zvycajnou technikou.

Pouzitie linii m4 uréité nevyhody. Tak napriklad je niroéné, nikladné a veI'mi obmedzujiice konStruovat
a overovat' takéto linie v priemyselnom meradle. Pritom tieto linie by mali byt’ zlucitePné s priemyselnym
vyuzitim, Okrem toho, tieto linie sotva zabrania produkcii replikujucich sa kontaminujicich virusov (RCA).
Navyse tieto linie neumoZiiujii v siasnosti komplementovat’ v miere dostatodnej na priemyselné vyuZitie
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vysoko defektné virusy, ako su napriklad minimalne adenovirusy opisané skér. Adenovirusy maji geném or-
ganizovany do réznych transkripénych jednotiek, ktoré maji velmi zloZiti Sasopriestorovii reguldciu. Preto
doteraz nebola moZné dostatotna transkomplementicia adenovirusov, z ktorych boli odstranené vietky viru-
sové kodujice sekvencie tym, Ze by sa separdtne exprimovali vietky transkripéné jednotky bud’ konstitutiv-
nym, alebo podmienenym spdsobom pomocou bunkovej linie. TakZe doteraz sa kontitutivne exprimovali
pomocou bunkovych linii len malé useky genému zodpovedajiice isekom E1, E4, a pIX, a trom proteinom
kédovanym E2 (pol, DBP, p-TP). ZvySok genému zodpovedd hlavnej neskorej transkripénej jednotke
(MLTU), ktora produkuje vSetky transkripty pre §truktirne a nedtruktime proteiny primarneho transkriptu s
velkostou 28 kb a aktivuje sa po replikicii genému. Na vytvorenie minimalneho adenovirusu je transkom-
plementécia tychto tsekov nevyhnutna.

Druhy pristup spociva v spolodne;j transfekcii (kotransfekcii) defektnym virusovym genémom a konstruk-
tom (plazmidom alebo adenovirusom) poskytujicim komplementaéné funkcie. Vieobecne sa najmi defektné
rekombinantné AAV pripravuji v bunkovej linii infikovanej 'udskym pomocnym virusom (napriklad adeno-
virusom) kotransfekciou plazmidom obsahujiicim poZadovani nukleovu sekvenciu ohraniéeni dvoma tsek-
mi invertovanej terminalnej repeticie (ITR) z AAV a plazmidom nesticim AAV komplementainé funkcie
(gény rep a cap). Varianty si opisané v prihlaSkach W095/14771; W095/13365; W095/13395 alebo
WQ95/06743. Nevyhoda pouZitia pomocného adenovirusu spociva hlavne vo zvysenom riziku rekombinicie
medzi adenovirusovym vektorom a pomocnym adenovirusom a tieZ v naroénosti oddelit' rekombinant od
pomocného virusu v priebehu produkcie a purifikicie virusovych kmetiov. Nevyhoda pouZitia pomocného
plazmidu, napriklad plazmidu Rep/cap, spo¢iva v ziskanom stupni transfekcie, ktory neumoZiiuje produkovat
vysoké titre virusu.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez poskytuje novy systém na produkciu virusov, ktory umoziiuje prekonat’ uvedené ne-
vyhody. Systém podl'a vynélezu je zaloZeny na tom, Ze na poskytnutie komplementaénych funkcii sa pouZiva
bakulovirus.

Produkény systém podla vynalezu umozZiiuje zaobist sa, a to zvIa$t vyhodnym spdsobom, bez pouZitia
zavedenych komplementa¢nych linii, vyhmit' sa problémom s RCA a transkomplementovat’ vysoko defektné
genémy. Okrem toho je systém podla vynalezu pouZiteny pre kaZdi bunku schopnit infekcie poZadovanym
virusom a bakulovirusom, a teda pomika vel'mi flexibilné pouZitie.

Prvy predmet vynélezu teda spociva v spdsobe pripravy defektnych rekombinantnych virusov, podra kto-
rého sa do populdcie kompetentnych buniek zavedie geném defektného rekombinantného virusu a bakulovi-
rus obsahujuci vietky alebo niektoré funkcie nutné na transkomplementiciu defektného rekombinantného
genomu. Spdsob podla vynilezu je teda zaloZeny na pouzZiti bakulovirusu na zaistenie komplementaénych
funkcii. Existuju rézne pristupy. Predovietkym sa mbZu pouZit’ kompetentné bunky, ktoré neexprimuji Ziad-
nu transkomplementacni funkciu defektného rekombinantného gendému. V tomto pripade sa mézZe pouZit
bud’ bakulovirus obsahujiici vietky funkcie nevyhnutné na transkomplementiciu defektného rekombinantné-
ho genému, alebo niekol'ko bakulovirusov, z ktorych kaZdy nesie jednu alebo viac funkcii nevyhnutnych na
transkomplementaciu defektného rekombinantného genému. MdZe sa tieZ pouzit’ populacia kompetentnych
buniek, ktoré st uz samé schopné transkomplementovat’ jednu alebo viac funkcii defektného rekombinantné-
ho gendému (enkapsidacné linie). V tomto pripade pouZity(-€) bakulovirus(-y) zaistia len funkcie nevyhnutné
na transkomplementaciu defektného rekombinantného genému, ktoré efte nie s transkomplementované
kompetentnymi bunkami.

Ako sa uZ uviedlo, mnohé vyhody systému podl'a vynalezu st vyznamné tak na priemyselni vyuZitel'nost
(Ziadna potreba linii, Ziadne kontaminujice virusy, RCA a podobne), ako aj na aplikécie (produkcia rekom-
binantnych virusov nesicich akykolI'vek typ delécie, najmi vysoko defektnych rekombinantnych adenoviru-
sov). NavysSe, ked’Ze sa bakulovirus nereplikuje v Fudskych bunkich, ziskané virusové pripravky nie si kon-
taminované bakulovirusom. Okrem toho je bakulovirus fylogeneticky od adenovirusov vel'mi vzdialeny, teda
medzi tymito virusmi nie je Ziadne riziko rekombinAcie alebo transkomplementicie. Tento systém teda
umoziiuje produkovat’ vyhodnym spdsobom koncentrované kmene defektnych virusov, bez RCA. Systém je
najvyhodne;j§i najmi na produkciu defektnych rekombinantych adenovirusov.

Bakulovirusy st opuzdrené, cirkulirne dvojvlaknové DNA virusy $pecifické pre stavovce. Ich prototyp,
AcNVP, ma geném s velkost'ou 133 kb. VyuZiva sa ako vektor na expresiu eukaryotickych génov v hmyzich
bunkach, zagina dvoma silnymi prométormi (polyhedrin (Ph) a P10), (King a Possee, The baculovirus ex-
pression system. London: Chapman a Hall, 1992). AcNPV je schopny infikovat niektoré cicavéie bunky, ale
genom sa ani transkribuje, ani translatuje. Neddvno Hofman a kol. (PNAS 92 (1992) 10099) ukézali, Ze hepa-
tocyty sa méZu in vitro transdukovat purifikovanym rekombinantnym bakulovirusom exprimujicim gén
LacZ. Bunkova toxicitasa nezistila , ani pri nasobku infekcie 1000, a udinnost’ transfekcie opisand v tomto
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¢lanku je priblizne 50 % pri MOI 100.

Pévodca teraz ukazal, Ze rekombinatnymi bakulovirusmi sa daju infikovat’ rzne bunkové typy. Pévodca
konkrétne ukézal, Ze rekombinantnymi bakulovirusmi sa dajit infikovat' bunky Fudského pdvodu, ako su
imortalizované embryonalne bunky. Pdvodca tieZ ukazal, Ze sa da ziskat’ vel'mi vysoka G¢innost transdukcie
(viac ako 80 %). Pévodca d'alej ukazal, Ze sa do bakulovirusu daji zaviest' funkcie na komplementaciu ade-
novirusu a exprimovat’ tieto funkcie v populcii buniek. Pvodca teda poskytol dokaz, Ze bakulovirus tvori
inertny vektor, ktory sa méZe vyhodne pouZit na prenos a expresiu virusovych komplementaénych funkcii do
cicaveich, najmi Pudskych buniek. Dal§imi vyhodami systému vynalezu st najmi:

(i) velka klonovacia kapacita, ktord umoZiiuje komplementovat’ cely adenovirusovy geném, a
(ii)  pokro€ily rozvoj technologie bakulovirusov.

Bakulovirus nestci funkcie na komplementaciu virusu sa v nasledujiicom texte oznaluje tieZ ako pomoc-
ny bakulovirus. MéZe obsahovat’ rézne funkcie na komplementiciu virusu.

Tak pomocny bakulovirus méZe obsahovat’ tsek E1 adenovirusu. Bakulo-E1 sa mdZe pouZit na produk-
ciu prvej generacie adenovirusov, t. j. adenovirusov defektnych v dseku E1 (AdAE1), bez ohladu na stav ich
E3 (t. j. defektné AJAE1,AE3, &i nie). Produkcie prvej generacie defektnych rekombinantych adenovirusov
(defektnych v iseku E1 a pripadne E3), tvoria prvii zv1a$t’ vyhodnu aplikaciu sposobu podla vynalezu. Ako-
sa uZ uviedlo, v literatiire s opisané rézne linie, ktoré si schopné transkomplementicie funkcie E1 (bunky
293, bunky 911, a podobne). Ale medzi usekom nesticim transkomplementa¢né funkcie, ktoré su integrované
do genému linie, a DNA rekombinantného virusu, ktort je Ziaduce produkovat, existujii rdzne oblasti homo-
16gie. Preto moZu nastat’ v priebehu produkcie rézne rekombinécie, vytvarajice replikativne virusové €astice,
najmi typu E1+ adenovirusov. MdZe to byt jedina rekombinantnd udalost’ nasledovan zlomom chromoz6-
mu, alebo dvojitd rekombinacia. Tieto dva typy modifikicie vedid k reintegricii tseku E1 obsiahnutého
v bunkovom genéme do jeho potiatoéného lokusu v adenovirusovom genéme. NavySe pri danych vysokych
titroch rekombinantného vektora, ktoré produkuje linia 293 (vi&iie ako 10'2), je pravdepodobnost, Ze tieto
rekombinantné javy nastany, vysoka. Skutone sa pozorovalo, Ze pocetné série defektnych rekombinantych
adenovirusovych vektorov prvej generacie boli kontaminované replikativnymi virusovymi Casticami, ktoré
tak mdu predstavovat’ hlavni nevyhodu na farmaceutické vyuZitie. Vyskyt takychto &astic v terapeutickych
pripravkoch by skutoéne mohol vyvolat in vivo nekontrolované rozmnoZovanie virusu a jeho Sfrenie s rizi-
kom zépalovej reakcie, rekombinicie a podobne. Kontaminované série sa potom neméZu pouZit' v huménnej
terapii.

PredloZeny vynalez umoZiiuje prekonat tieto nevyhody. V jednom uskuto&neni spdsobu podla vynalezu
sa gendm rekombinantného adenovirusu defektného v vseku El, pripadne E3, zavedie do kompetentnych
buniek, tieto bunky sa infikujd, simultanne alebo inak, bakulovirusom obsahujiicim tisek E1, pri¢om usek E1
adenovirusu pritomny v bakuloviruse a geném defektného rekombinantného adenovirusu neobsahuji Ziadnu
oblast’ homolégie (prekryvu) schopni vyvolat’ rekombinaciu. Podl'a tohto uskuto¢nenia sa teda daji rychlo
produkovat, bez potreby zavedene;j linie, kmene prvej generacie rekombinantych adenovirusov bez RCA.
Okrem toho, ako je uvedené d’alej, kmene takto vzniknutych rekombinantnych adenovirusov bez RCA, sa
mbZu pouzit ako poliatodny materidl na novii produkciu spolo¢nou infekciou kompetentnych buniek baku-
lovirusom.

Pomocny bakulovirus médZe tieZ obsahovat isek E2 adenovirusu, dplny alebo &iastoény, najma sek E2
a/alebo E2b. Bakulo-E2b sa mbZe pouZit’' na produkciu adenovirusov defektnych v useku E2 (Ad-AE2) a pri-
padne v useku E3 (Ad-AE2 a AE3) v kompetentnych bunkach. Navyse v kompetentnych bunkach schopnych
komplementacie iseku E1 adenovirusu méZe bakulo-E2 umoznit’ produkciu rekombinantych adenovirusov
defektnych v usekoch E1 a E2 (Ad-AEl a AE2) a pripadne E3 (Ad-AE1,AE2,AE3). Podobne v kompetent-
nych bunkach schopnych komplementécie isekov E1 a E4 adenovirusu (napriklad v bunkéch IGRP2) méze
bakulo-E2 umo¥nit produkciu rekombinantych adenovirusov defektnych v tsekoch Ei, E2 a E4 (Ad-
-AE1,AE2,AE4) a pripadne E3 (Ad-AE1,AE2,AE3,AE4).

Pomocny bakulovirus méZe tie? obsahovat isek E4 (iplny alebo &ast)) adenovirusu. Bakulo-E4 sa mbZe
pouZit na produkciu, adenovirusov defektnych v iseku E4 (Ad-AE4) a pripadne v useku E3 (Ad-AE4,AE3)
v kompetentnych bunkach. NavySe v kompetentnych bunkich schopnych komplementécie iseku E1 adenovi-
rusu moZe bakulo-E4 umoZnit’ produkciu rekombinantych adenovirusov defektnych v usekoch El a E4
(Ad-AE1,AE4) a pripadne E3 (Ad-AE1,AE4,AE3).

Pomocny bakulovirus méZe tieZ obsahovat’ useky E1 a E4 (tipIné alebo Casti) adenovirusu. Bakulo-El a
E4 sa mbZe pouZit’ na to, aby v kompetentnych bunkéch produkoval adenovirusy defektné v isekoch E1 a E4
(Ad-AE1,AE4) a pripadne E3 (Ad-AE1,AE4,AE3), ako je uvedené na obrazku 1.

Okrem toho sa na pripravu virusov defektnych v tisekoch E1 a E4 mdZu tieZ pouZit’ dva pomocné bakulovi-
rusy, jeden tplne alebo Ciastoéne exprimujici funkciu E1 a druhy funkciu E4.

Rovnako méZe pomocny bakulovirus obsahovat tseky E1, E2 a E4 (dplne alebo €asti) a pripadne useky
nesice neskoré gény (L1 aZ LS).

Pomocny bakulovirus moZe tieZ obsahovat' useky AAV Rep a/alebo Cap. Bakulo-Rep/Cap tak umoZiiuje
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komplementovat' v linii kompetentnych buniek geném AAV, ktory postrada akiikol'vek kédujiicu virusowi
sekvenciu (obrazok 5).

Bakulovirus moZe tiez obsahovat tiseky gag, pol a/alebo env retrovirusu. Bakulo-gag/poVenv tak umoz-
fiuje komplementovat' v linii kompetentnych buniek retrovirusovy geném postradajiici akikol'vek kédujiicu
virusovu sekvenciu.

MbZe sa pouZit’ aj bakulovirus obsahujtici tiseky gag/pol a druhy bakulovirus obsahujici dsek env.

V3eobecne je vyhodné, ked’ sa geném defektného rekombinantného virusu a komplementaéné tiseky pri-
tomné v bakuloviruse neprekryvajii. To skutotne umoZfiuje vyhnit sa rizikdim rekombinicie, a tak vzniku
RCA. To je zv1ast ddleZité na vznik prvej generacie adenovirusov (Ad-AE1). V tomto pripade je usek E1 za-
vedeny do bakulovirusu definovany tak, Ze nemé Ziadnu spoloénu sekvenciu s rekombinantym genémom.
Aby sa tak stalo, je moZné napriklad odstranit’ z rekombinantného genému tisek va&§i ako komplementadny
usek vloZeny do bakulovirusu, ako je ukdzané v prikladoch. To je vyhodné tieZ na vznik adenovirusu
Ad-AE1,AE4.

Teda v ur¢itom uskutoéneni vynalezu sa geném defektného rekombinantného virusu zavedie do kompe-
tentnych buniek, tieto bunky sa infikujui, si¢asne ¢&i inak, bakulovirusom obsahujiicim vietky alebo niektoré
funkcie nevyhnutné na komplementiciu defektného genému, pritom komplementadné funkcie pritomné
v bakuloviruse a genome defektného rekombinantného virusu neobsahujui Ziadnu oblast homolégie schopnti
vyvolat' rekombinaciu. Vyhodne je virusovy geném rekombinantny adenovirusovy genoém defektny v useku
E1 a bakulovirus nesie iisek adenovirusu schopny transkomplementécie dseku E1. Podla iného variantu je vi-
rusovy gendém rekombinantny adenovirusovy geném defektny v usekoch E1 a E4 a bakulovirus nesie dva
adenovirusové useky schopné transkomplementicie uvedenych tsekov alebo sa pouZijii dva bakulovirusy,
jeden nestici usek adenovirusu schopny transkomplementicie \iseku E1 a druhy wsek adenovirusu schopny
transkomplementacie useku E4, bez useku homoldgie s defektnym adenovirusovym genémom.

Podra $pecifického uskutoénenia vynalezu vietky kddujice vseky adenovirusu nesie jeden alebo viaceré
pomocné bakulovirusy. Podl'a in¢ho uskutonenia sa pouZije len jeden pomocny bakulovirus obsahujici
vietky kédujiice iseky adenovirusu. Takyto pomocny bakulovirus sa méZe teda pouZit na transkomplemen-
taciu minimalneho rekombinantného adenovirusu. Takyto bakulovirus méZe obsahovat’ konkrétne cely ade-
novirusovy geném s vynimkou enkapsida¢ného useku a pripadne ITR, ako je ukézané v prikladoch.

Priprava komplementaénych funkcii

Komplementacné funkcie zavedené do pomocného bakulovirusu mézu pochadzat’ z virusov réznych séro-
typov.

Co sa tyka adenovirusov, existujii rozne sérotypy, ktorych Struktira a vlastnosti sa liSia, ale ktoré prejavu-
ju porovnatel'né genetické usporiadanie. Konkrétne komplementané funkcie pouZité na konStrukciu bakulo-
virusov podl'a vynalezu pochédzaji z adenovirusu l'udského alebo zvieracieho povodu.

Co sa tyka adenovirusov Tudského pévodu, méu sa spomeniit’ najmi adenovirusy zaradené do skupiny
C. Vyhodne sa v rdimci predloZen¢ho vynalezu medzi réznymi sérotypmi Pudskych adenovirusov uprednost-
fiuje pouzitie adenovirusu typu 2 alebo 5 (Ad2 alebo AdS). MdZu sa tieZ pouzit' useky pochadzajuce z adeno-
virusu typu 7 alebo 12, patriacich do skupin A a B. Medzi rznymi adenovirusmi zvieracieho pdvodu sa
v ramci vynalezu uprednostiiuje pouZitie adenovirusov psieho pévodu, najmé vietkych kmefiov adenovirusov
CAV2 (kmeii manhattan alebo A26/61 (ATCC VR-800). DalSie adenovirusy zvieracieho povodu sii konkrét-
ne uvedené v prihlaske W094/26914, na ktorti sa tymto odkazuje.

Vo vyhodnom uskutoéneni vynalezu pochadza komplementa¢na funkcia z genému udského adenovirusu
skupiny C. Vyhodne pochadza z genému adenovirusu Ad2 alebo AdS5.

Useky nesiice 16zne komplementatné funkcie sa moZu ziskat z adenovirusového genému enzymovym
Stiepenim odbornikom znamymi metédami. Tieto Useky sa mdZu voliteI'ne modifikovat’ tak, aby sa zmensila
ich velkost, alebo aby sa nahradili ur¢ité regulaéné prvky (prométor, zosiltova& a podobne) heterolégnymi
prvkami. VSeobecne sa tieto Useky pripravia nasledujicim spdsobom: DNA adenovirusu sa purifikuje centri-
fugéciou v gradiente chloridu cézneho alebo sa ziska in vitro z prokaryotického (W096/25506) alebo euka-
ryotického (W095/03400) plazmidu. DNA sa potom $tiepi prislu$nymi re$trikénymi enzymami a identifikuji
a vyberu sa ziskané fragmenty nestice poZadované komplementaéné funkcie. Vyber pouZitych restrikénych
enzymov zavisi od poZadovanych reftrikénych funkcii. Vyber sa teda riadi redtrikénymi mapami a publiko-
vanymi sekvenciami adenovirusovych genémov. Tak sa méZe izolovat usek E1 vo forme fragmentov nesu-
cich vietky &itacie rimce E1A a E1B v smere od prométora E1A. Usek E4 sa moZe izolovat' vo forme frag-
mentov nestcich celé &itacie ramce alebo len ich &ast, vyhodne ramce ORF3 alebo ORF6, alebo ORF6-
-ORF6/7.

Podobné metddy sa pouZili na pripravu komplementaénych tsekov AAV a rekombinantnych retroviru-
sov. Useky AAV rep a/alebo cap sa tak mozu ziskat' enzymovym Stiepenim z virusovej DNA izolovanej
z rdznych sérotypov AAV. To je vyhodne AAV-2. Pri retrovirusoch sa mdZu useky gag, pol a/alebo env zis-
kat' tieZ obvyklymi technikami molekularne;j biolégie z rdznych retrovirusov, ako si najmi MoMuLV (,,Mu-
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rine Moloney Leukaemia Virus®, virus mySej Moloneyovej leukémie, tieZ nazyvany MoMLV), MSV (,,Mu-
rine Moloney Sarcoma Virus“, virus mySieho Moloneyho sarkému), HaSV (,,Harvey sarcoma Virus®, virus
Harveyovho sarkému); SNV (,,Spleen Necrosis Virus®, virus nekrézy sleziny), RSV (,,Rous Sarcoma Virus®,
virus Rousovho sarkomu), alebo Friendov virus.

Konstrukcia pomocného bakulovirusu

Fragmenty nestice komplementa&né tiseky sa potom subklonujii do plazmidového vektora umoZiiujiceho
ich d'al$iu manipulaciu (jemnejsie $tiepenie, PCR, pridanie regulaénych sekvencii a podobne), napriklad
v prokaryotickom alebo eukaryotickom organizme. Ziskany kone¢ny fragment kédujiici komplementaCnu
funkciu(c) sa potom vnesie do pomocného bakulovirusu s pouZitim zvy&ajnych technik molekularnej biolé-
gie. Fragment sa $pecificky klonuje medzi dve sekvencie homologne k useku genému bakulovirusu, a potom
sa vysledny fragment alebo plazmid kotransfekuje s genémom bakulovirusu do hmyzich buniek (zvy&ajne
buniek Sf9 a SF21 (Spodoptera frugiperda), ale tieZ buniek Tn-368 a High-Five™ BTI-TN-5B1-4 (Gibco)
(Trichopulsia) alebo do akejkolvek hmyzej bunky permisivnej pre bakulovirusy a schopnej pouitia na ich
produkciu). Homologickou rekombindciou medzi plazmidom alebo fragmentom a genémom bakulovirusu
vznika poZadovany rekombinantny bakulovirus, ktory sa méZe znovu ziskat' a purifikovat’ befnymi metéda-
mi (pozri najmi King a Possee: The Baculovirus Expression System. London: Chapman a Hall, 1992).
Na konstrukciu rekombinantych bakulovirusov su komeréne dostupné rozne stpravy obsahujiice kyvadlové
vektory a méZu sa pouZit' podl'a odporti¢ania vyrobcov. Najmi je mozZné pouZit’ kyvadlové vektory dodavané
spolo¢nostou Clontech, vektory pAc (Verne et al., Bio/Technology, 6 (1988) 47, Pharmingen, USA), vektory
pBlue-Bac (Invitrogen) alebo vektory pBSV (Boehringer). Komplementaéné funkcie sa teda méZu vloZit na
rézne miesta bakulovirusu, hlavne do lokusu polyhedrinového génu alebo génu p10. Okrem toho sa mézu
pouzit’ rézne kmene bakulovirusov, ako je konkrétne ACNPV alebo Bombyx mori (Maeda et al., Nature, 315
(1988) 592). Dalej sa mbZe pouif bakulovirus modifikovany, aby sa zvy3il/zmenil jeho tropizmus. Tropiz-
mus virusovych vektorov sa mdZe modulovat’ modifikiciou ich povrchovych proteinov tak, Ze sa
(i) obmedzi fizia virusovych proteinov so $pecifickym ligandom (Fahky retazec imunoglobulinu, peptid
uvolfujici gastrin), alebo
(ii) rozsiri tvorenim pseudotypov s heterolégnym virusovym glykoproteinom (G virusu pluzgierikovej sto-
matitidy, ,,Vesicular Stomatitis Virus* (VSV)), (Liu et al., J. Virol 70(4) (1996) 2497; Michael et al., Gene
Ther. 2 (1995) 660). Nedavno sa dokazalo, Ze povichovy glykoprotein bakulovirusu (gp64) fizovany s
gp120 virusu HIV sa viazal na receptor CD4 (Boublik et al., Bio/Technology, 13 (1995) 1079). Tato modifi-
kécia gp64 neovplyviluje Zivotaschopnost' bakulovirusu v hmyzich bunkach. Podobny kondtrukt s G z VSV
by umoznil zosilnit’ tropizmus bakulovirusu k cicavéim bunkam, a teda zvysit' transdukénit ui¢innost’ buniek
Huh?7, ako aj inych bunkovych linii.

Pri pomocnych virusoch si komplementaéné funkcie vyhodne umiestnené tak, Ze si pod kontrolou hete-
rolégneho promoétora (t. j. iného povodu ako bakulovirusového), ktory je funkény v kompetentnych bunkach.
Skutoéne sa zda, Ze bakulovirusové prométory neumoziiujui ziskat’ postadujuice hladiny expresie komplemen-
taénych funkcii v bunkach iného ako hmyzieho pévodu, a nie st preto najvhodnejsie na aplikicie vyndlezu.
Prométor méZe byt predovietkym doteraj$i promoétor (homologicky promoétor) komplementaénych funkcii
virusu (E1A, E4, E2, MLP promoétor adenovirusu, P5 alebo P19 prométory z AAV, LTR prométor z RSV, a
podobne). MdZe to byt tieZ akykoI'vek promoétor odlidného pdvodu, ktory je funk&ny v pouZitych kompetent-
nych bunkach. Na tento el moZno spomenit’ napriklad prométory génov exprimovanych v tejto bunke ale-
bo zname beZné prométory, ako je napriklad prométor génu PGK, skory prométor CMV, prométor génu TK
herpesvirusu alebo alternativne LTR prométor z RSV. Méze to byt’ tieZ regulovany prométor, ako napriklad
prométor virusu MMTYV, prométor odpovedajtici na hormény, napriklad typu GRES, alebo prométor regulo-
vany tetracyklinom. Vyhodne to je indukovatel'ny alebo silny, beZny homologicky prométor.

Dalii predmet predloZeného vynalezu sa tyka rekombinantného bakulovirusu, ktory obsahuje vo svojom
gendme vloZenu nukleovi kyselinu kédujicu komplementa¢ni funkciu virusu umiestneni pod kontrolu hete-
rolégneho prométora. Konkrétnejsie, komplementaéna funkcia je protein nevyhnutny na produkciu uvedené-
ho virusu, ktorého kédujiici usek je v defektom virusovom gendme inaktivny (mutovany, deletovany a po-
dobne). Pri adenovirusoch sa komplementa¢na funkcia vybera hlavne zo vietkych alebo niektorych funkci
kédovanych isekmi E1, E2, E4, L1 a7 LS, pIX a IVa2 adenovirusu, samotnych alebo v kombinacii. Pri AAV
st to funkcie kédované tisekmi Rep a/alebo Cap a pri retrovirusoch gag, pol a/alebo env. Nukleova kyselina
vyhodne zodpoveda tseku virusového genému obsahujicemu tisek kodujici vybratii komplementaénii funk-
ciu. Je to zv1at fragment genému adenovirusu sérotypu Ad2 alebo Ad5, MoMLYV alebo AAV-2. ZvIast vy-
hodne obsahuje nukleova kyselina tieZ usek prométora, ktory je prirodzene zodpovedny za expresiu vybratej
komplementaCnej funkcie.

Ako 3pecificky priklad predloZeného vynalezu sa da uviest bakulovirus obsahujiici cely alebo &ast’ tiseku
E1 adenovirusu. Je to hlavne bakulovirus obsahujtici usek Ela, E1b alebo Ela a E1b. Usek E1 adenovirusu je
lokalizovany na vrovni nukleotidov 104 (prométor Ela) aZ 4070 (polyA Elb) z AdS. Konkrétne je TATA
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box prométora Ela lokalizovany na trovni nukelotidu 470, ATG kodén Ela na tirovni nukleotidu 560 a stop
kodén na tirovni nukleotidu 3511. Ako presny priklad sa méZe spomenit’ bakulovirus obsahujiici fragment
391 az 3511. Tento pomocny bakulovirus je zvla$t' vhodny na produkciu rekombinantych adenovirusov de-
fektnych v seku E1, nesticich deléciu vi¢3iu, ako je tento fragment 391 aZ 3511. Je vhodny hlavne na pro-
dukciu prvej generéacie adenovirusov bez RCA nestcich deléciu v iseku E1 pokryvajicu nukleotidy 383 az
3512 vratane.

Dal§im ¥pecifickym prikladom vynalezu je bakulovirus, ktory obsahuje napriklad vietky alebo niektoré
tiseky E1 a E4 adenovirusu. Usek E4 adenovirusu sa sklada zo 7 otvorenych ¢itacich ramcov oznadenych
ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF3/4, ORF6 a ORF6/7. Zda sa, Ze z proteinov kédovanych tymito rdznymi
ORF, tie proteiny, ktoré st tvorené ORF3 a ORF6, umoZiiuju ,replikiciu“ virusu, a teda transkomplements-
ciu adenovirusov defektnych v tiseku alebo dokonca v celom E4. Teda vysledny pomocny bakulovirus podl'a
vynalezu vyhodne obsahuje cely usek E4 alebo len jeho &ast’ obsahujiicu aspoii réimec ORF3 alebo ORF6.
Rozne Casti useku E4 sa méZu ziskat’ enzymovym Stiepenim alebo modifikovat’ odbornikom zndmymi meté-
dami. Konkrétne Citaci ramec ORF6 sa méZe izolovat z tseku E4 vo forme fragmentu BglII-Pvul, zodpove-
dajucemu nukleotidom 34115 aZ 33126 z genému Ad5. Bakulovirus méZe tieZ obsahovat celé ¢itacie ramce
ORF1-ORF7 (napriklad vo forme fragmentu 32800 aZ 35826 alebo 32811 a7 35614 alebo 32811 az 35640).
Je jasné, Ze dalsie fragmenty sa m6Zu urdit’ na zaklade publikovanych sekvencii adenovirusovych genémov.
Pouzitie bakulovirusov nesicich redukovanmi jednotku useku E4 je vyhodné, lebo umozZiiuje transkomple-
mentaciu defektného adenovirusového gendému nesticeho vacsiu deléciu useku E4, teda bez oblasti homolé-
gie, a zabrani akejkol'vek moZnosti rekombinacie.

Podra prvého uskutoénenia vynalezu sa nukleova kyselina kédujiica komplementaénu funkciu(e) zavedie
do pomocného bakulovirusu vo forme expresnej kazety. Toto uskuto&nenie je najjednoduchsie na pouZitie. Je
vyhodné hlavne na produkciu rekombinantnych adenovirusov defektnych v skorych génoch a na produkciu
defektnych rekombinantych AAV a retrovirusov.

Podrra dalsieho uskutotnenia sa nukleova kyselina kédujica komplementa¢nu funkciu(e) zavedie do po-
mocného bakulovirusu vo forme vystiepitelnej kazety vytvarajicej replikativnu molekulu v kompetentnej
bunke. Replikacia kazety v bunke umozZiiuje vyhodne zvysit' pocet kopii komplementujicich génov, a tak
zvysit produk¢né hladiny systému. Toto uskuto¢nenie je vhodné hlavne na produkciu vel'mi vysoko defekt-
nych rekombinantych adenovirusov, defektnych konkrétne v $truktirnych génoch. Toto uskutoénenie je
zv1aSt' vhodné na produkciu ,,minimalnych“ adenovirusov. Kvantita $truktirneho proteinu je skuto¢ne limitu-
jucim faktorom produkcie vysokych titrov vysoko defektnych adenovirusov (typu minimalneho adenoviru-
su). Toto uskutoénenie po prvykrat umoziluje podstatne zvysit' intracelularne hladiny transkomplementaé-
nych proteinov, najmi Struktirnych proteinov adenovirusu (kédovanych usekmi L1 aZz LS5), aZ na hladiny
kompatibilné s transkomplementiciou minimalnych adenovirusov.

Povodca teda ukazal, Ze je moZné konstruovat' rekombinantné bakulovirusy obsahujuce heterologny usek,
ktory sa da v bunke vyStiepit, vyhodne indukovatenym a regulovanym spsobom, aby vznikla cirkularna a
replikativna molekula (epizomalneho typu).

Excizia (vystiepenie) sa vyhodne uskuto¢iiuje miestne Specifickym rekombinaénym mechanizmom a rep-
likacia v bunke je vyvolana replikaénym pociatkom nezavisle od stavu bunkového delenia.

Vyhodnejsia sa miestne Specificka rekombinacia pouZita v spdsobe podla vynalezu ziska pomocou dvoch
$pecifickych sekvencii, ktoré su schopné vzijomnej rekombinacie v pritomnosti $pecifického proteinu, vie-
obecne nazyvaného rekombinaza. Tieto $pecifické sekvencie usporiadané v prisluinej orientcii ohrani¢uji v
bakuloviruse sekvencie kodujice komplementacné funkcie. Predmetom vynalezu je teda tieZ rekombinantny
bakulovirus obsahujuci vloZeny do svojho genému aspoil jeden isek DNA ohranifeny dvoma sekvenciami
umozZiujicimi miestne-$pecificki rekombinaciu a umiestneny v priamej orienticii. Uvedeny usek DNA ob-
sahuje aspofi jeden replikacny pociatok funkény v kompetentnych bunkach a nukleova kyselinu kédujicu
komplementaénii funkciu virusu.

Sekvencie umoZiujuce rekombinaciu, ktoré sa pouZiju podl'a vynalezu, vieobecne obsahujii od 5 do 100
bazovych pirov, vyhodnejsie menej ako 50 bazovych parov. Mézu patrit’ do roéznych ¥truktirnych skupin,
hlavne do rodiny rekombinazy P1 bakteriofaga alebo resolvazy transpozému.

Z rekombinaz patriacich do rodiny integrazy bakteriofaga 1 sa méZu uviest’ hlavne integraza fagov lam-
bda (Landy et al., Science, 167 (1997) 1147), P22 a F80 (Leon et al., J. Biol. Chem. 260 (1985) 4468), HP1 z
Haemophilus influenzae (Hauser et al., J. Biol. Chem. 267 (1992) 6859), integraza Cre faga P1, integraza
plazmidu pSAM2 (EP 350 341) alebo rekombiniza FLP plazmidu 2 pum z kvasiniek Saccharomyces cerevi-
siae.

Z rekombinaz patriacich do rodiny transpozonu Tn3 sa mdZu uviest’ hlavne resolvaza transpozénu Tn3
alebo transpozdénov gd, Tn21 a Tn522 (Stark et al.,, 1992); invertiza Gin bakteriofaga mu alebo resolvaza
plazmidov, ako je fragment par z RP4 (Abert et al., Mol. Microbiol., 12 (1994) 131).

Podl'a vyhodného uskutocnenia pochadzaju sekvencie umoZiujice miestne-§pecifickii rekombinaciu
v rekombinantnych bakulovirusoch podla predloZzeného vynalezu z bakteriofaga. Vyhodnejsie st to pripaja-
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cie sekvencie (sekvencie attP a attB) z bakteriofaga alebo odvodenej sekvencie. Tieto sekvencie su schopné
$pecifickej rekombinacie so sebou navzijom v pritomnosti rekombindzy nazyvanej integraza. Ako Specifické
priklady sa moZu uviest hlavne sekvencie na pripojenie figov lambda, P22, F80, P1, HP1 z Haemophilus in-
fluenzae alebo z plazmidu pSAM?2 alebo 2 pm.

Este vyhodnejsie st sekvencie umoZitujiice miestne-3pecifickii rekombiniciu, ktoré predstavuje rekombi-
naény systém faga P1. Fag P1 ma rekombindzu nazyvani Cre, ktora Specificky rozpoznava nukleotidovu
sekvenciu 34 bazovych pirov nazyvani miesto loxP (Sternberg et al., J. Mol. Biol. 150 (1981) 467). Této
sekvencia je zloZend z dvoch palindromickych sekvencii s velkostou 13 bp oddelenych konzervativnou sek-
venciou s velkostou 8 bp. Miestne $pecifickd rekombindcia sa vyhodne ziska s pouZitim sekvencii LoxP ale-
bo odvodenych sekvencii a rekombinazy Cre.

Termin odvodena sekvencia zahfiia sekvencie ziskané modifikdciou (modifikdciami) uvedenych rekom-
binantych sekvencii, pri¢om sa zachovava kapacita $pecifickej rekombinicie v pritomnosti prisluSnej rekom-
binizy. Méze teda zahfiiat' redukované fragmenty tychto sekvencii alebo naopak fragmenty rozsiren¢ prida-
nim inych sekvencii (restrikéné miesta a podobne). MoZe tieZ zahfiiat' varianty ziskané mutaciou (mutacia-
mi), hlavne bodovou muticiou (bodovymi muticiami).

Vo vyhodnom uskuto¢neni vynalezu si preto sekvencie umoZiiujice miestne-$pecificki rekombindciu
sekvencie LoxP bakteriofaga P1 a rekombinacia sa ziska v pritommosti proteinu Cre. Z tohto hl'adiska sa mé-
e rekombinécia dosiahnut tak, Ze sa kompetentné bunky privedi do priameho kontaktu s rekombinazou Cre
alebo expresiou génu kodujiiceho rekombinézu Cre v kompetentnych bunkéch. Vyhodne sa rekombinaza Cre
produkuje v bunke indukciou expresie zodpovedajiiceho génu. Gén kédujici rekombindzu sa vyhodne
umiestni pod kontrolu indukovatelného promoétora alebo sa konstruuje v regulovatel'nej forme. Z tohto hl'adi-
ska sa d4 vyhodne pouZit fizia medzi Cre a vizbovou doménou steroidného horménu (estradiol, progesterén
a podobne) umozZitujiicou regulciu aktivity Cre, a teda vyvolanie rekombinicie (Metzger et al., PNAS 92
(1995) 6991). Vieobecnejsie sa expresia rekombinazy méze kontrolovat’ kaZzdym silnym prométorom, regu-
lovanym alebo inym. Expresna kazeta sa moZe transfekovat’ do kompetentnych buniek alebo integrovat’ do
gendmu kompetentnych buniek, ako je ukdzané v prikladoch.

Tento systém teda umoZiiuje vytvarat replikativne molekuly, ktoré produkujii v kompetentnych bunkich
vysokii virovedi virusovej, hlavne adenovirusovej, komplementa¢nej funkcie. Tento typ konStruktu je zviast
vhodny na komplementaciu vysoko defektnych genémov, hlavne adenovirusovych genomov defektnych v
neskorych génoch. Specificky konstrukt podla vynalezu predstavuje bakulovirus obsahujiici vloZeny do
svojho genému aspoii jeden tisek DNA ohraniteny dvoma sekvenciami LoxP umiestnenymi v priame;j orien-
tacii, pri¢om uvedeny tsek DNA obsahuje aspoii jeden replikaény poiatok funkény v kompetentnych bun-
Kach a jednu nukleovi kyselinu kédujicu komplementaénii funkciu adenovirusu. Komplementacné fankcie
vyhodne obsahuji vietky alebo niektoré zo skorych génov pritomnych v dsekoch E1, E2 a E4. Este vyhod-
nejie zahfiiaji komplementaéné funkcie vietky alebo niektoré zo skorych génov a z neskorych skorych gé-
nov. Vyhodne umoZiiujii komplementacné funkcie komplementiciu rekombinantného adenovirusu, ktorému
chyba akakolvek kédujica virusova sekvencia. Komplementaéné funkcie konkrétne zahffiaju cely adenovi-
rusovy geném s vynimkou ITR a zbal'ovacieho uiseku. Podla Specifického variantu komplementagné funkcie
zahfiiajii kompletny adenovirusovy geném, ktorému chyba zbal'ovaci usek (Ad.Psi-). Tento geném obsahuje
hlavne vseky ITR, ktoré shiZia na replikdciu genému v kompetentnych bunkach po excizii.

Aby sa vyvolala replikicia epizomalnej molekuly, obsahuje tito molekula replikatny pociatok funk&ny v
pouzitych kompetentnych bunkach. Tento replikaény pociatok vyhodne zahfiia aktualne sekvencie ITR ade-
novirusu, ktoré umoZiiuji podstatni amplifikiciu molekuly. MéZe to byt’ tieZ iny replikatny po€iatok umoz-
tiujiici vyhodne viac ako 20-nasobni amplifikiciu virusovej DNA v kompetentnej bunke. Ako priklad sa mé-
%e uviest pociatok OriP/EBNA1 virusu EBV alebo usek E2 papilomavirusu. Pritom sa rozumie, Ze sekvencia
ITR adenovirusu predstavuje vyhodné uskuto¢nenie.

Na uskuto&nenie spésobu podl'a vynalezu sa pomocny bakulovirus (bakulovirusy) vieobecne pouziva v
mnohonéasobku infekcie (,Multiplicity of Infection®, MOI), o umoZiiuje, Ze sa infikuje vel’ka populdcia bu-
niek bez vyznamného zhorenia Zivotaschopnosti buniek. V¥eobecne je hodnota MOI najlepSie medzi 10 a
1000. MOI zodpoveda poétu virusovych &astic na bunku. Odbornik méZe MOI Pahko upravit' v zavislosti od
pouzitych kompetentnych buniek, v podstate na ziklade dvoch kritérii: infekénd G¢innost’ a moZna toxicita.
Vyhodne sa pouziva MOI pomocného bakulovirusu medzi 20 a 500.

Vnesenie virusového genomu

Ako sa uZ uviedlo, spdsob podPa vynilezu zahffia vnesenie pomocného bakulovirusu a rekombinantného
virusového genému do kompetentnych buniek. Z tohto hladiska sa méZe geném defekiného rekombinantne-
ho adenovirusu vniest’ do kompetentnej bunky réznymi spdsobmi.

Predovietkym méZe ist’ o purifikovany defektny rekombinantny adenovirus, vyhodne bez RCA. V tomto
pripade sa kompetentné bunky infikujii defekinym rekombinantnym adenovirusom a pomocnym bakuloviru-
som. Infekcia rekombinantym adenovirusom umoZfiuje zaviest do kompetentnej bunky zodpovedajuci ge-
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ndém, ktory sa potom amplifikuje a enkapsiduje, aby produkoval kmene vo vysokom titri, a to bez RCA. Toto
uskuto¢nenie je vyhodné najmi na tvorbu prvej generacie virusov (Ad-EA1; Ad-AE1,AE3). V skutodnosti je
tazké produkovat’ tieto virusy vo vysokych titroch bez kontaminicie RCA. Spdsobom podla vynalezu je te-
raz mozZné zacat’ s prvou generaciou defektného rekombinantného adenovirusu a spoloénou infekciou kompe-
tentnej bunky bakulovirusom obsahujiicim tisek E1 ziskat' koncentrované kmene vysokej kvality, Toto usku-
toénenie je tieZ vyhodné na produkciu virusov defektnych v dvoch alebo troch zakladnych tisekoch svojho
genému (hlavne E1, E2, E4). Toto uskutognenie je vieobecne vyhodné, pretoZe i¢innost’ infekcie adenoviru-
som je vel'mi vysoka (vécSia ako ucinnost transfekcie DNA) a preto umoZiiuje vytvorit' koncentrované kme-
ne. V tomto uskutoCneni sa rekombinantny adenovirus a rekombinantné bakulovirusy pouZijii v nisobku in-
fekcie (MOIJ) umoZiujicom infikovat’ velkui populaciu buniek bez toho, aby sa vyznamne zhorsila ich Zivo-
taschopnost. MOI pouZity pre bakulovirus je rovnaky, ako uZ bolo uvedené (medzi 10 a 1000). Co sa tyka
adenovirusov, je vyhodne medzi 1 a 1000, vyhodnej¥ie medzi 1 a 500, edte vyhodnej§ie medzi 1 a 100. MOI
pouZity pre adenovirus sa tieZ upravi podFa vybratého bunkového typu. Rozsah MOI mdZe odbornik Fahko
ur€it’ napriklad s pouZitim adenovirusu a bakulovirusu obsahujiiceho oddeleny gén markéru, aby sa stanovila
uCinnost infekcie a pripadne akdkol'vek kompeticia. VyhodnejSie je MOI adenovirusu mensi ako 50, napri-
klad medzi 1 a 20.

V daliom zv1a¥t vyhodnom uskuto¢neni vynélezu sa geném defektného rekombinantného adenovirusu
vnesie vo forme DNA. V tomto pripade sa genom zavedie transfekciou, voliteI'ne v pritomnosti inidla uPah-
¢ujiceho transfekeiu (lipidy, fosfore¢nan vapenaty a podobne). Rekombinantny geném pripraveny in vitro sa
mdZe zaviest réznymi technikami, hlavne napriklad v E. coli (W096/25506) alebo v kvasinke
(W095/03400). Toto uskutoénenie je zvlast uZitoéné na vytvorenie prvého radu defektného rekombinantné-
ho virusu bez RCA, ktory sa méZe d’alej pouZit’ na produkciu kmetiov s vysokym titrom podla predchidzaji-
ceho uskutocnenia.

Gendm defektného rekombinantného adenovirusu sa méZe zaviest’ tieZ s pouZitim daldicho rekombinant-
ného bakulovirusu. Podl'a tohto uskuto¢nenia sa gendém defektného rekombinantného bakulovirusu pripravi
in vitro, napriklad ako bolo uvedené, a potom sa zavedie do bakulovirusu vo forme kazety schopne;j excizie v
kompetentnej bunke. Podl'a tohto uskuto¢nenia sa kompetentné bunky privedu do pritomnosti bakulovirusu
nesuceho gén defektného rekombinantného adenovirusu a jedného alebo viacerych pomocnych bakuloviru-
sov (nesucich komplementa¢né funkcie). Toto uskutolnenie je zvlast' vyhodné na produkciu vysoko defekt-
nych rekombinantych adenovirusov. Na zéklade tohto systému je skuto¢ne moZné vniest' do populédcie kom-
petentnych buniek velké mnoZstvo oboch vysoko defektnych rekombinantnych gendmov a zodpovedajiice
komplementaéné funkcie.

Vzhl'adom na to, spdsob podl'a vynalezu teda zahfiia koinfekciu kompetentnych buniek bakulovirusom
nesucim geném defektného rekombinantného adenovirusu a jednym alebo niekol’kymi pomocnymi bakulovi-
rusmi nesucimi komplementaéné funkcie. Hodnoty MOI pouZité v tomto uskuto¢neni su tieZ medzi 10 a
1000 pre kazdy pouZity bakulovirus.

V doterajSom stave techniky sa pripravili dva typy kon3truktov na produkciu miniméalnych adenovirusov:
(1) transgén (B-galaktozidaza) klonovany medzi ITR, ohrani¢eny jednym restrikénym miestom alebo
(2) prava a 'ava ITR klonovana v priamej orienticii 5 od Otransgénu (Fisher et al., Virology 217 (1996) 11;
Kumar-Singh et al., Hum. Mol. Genet. 5 (1996) 913).

Minimalne adenovirusy sa produkovali v bunkach 293 transfekciou linearizovanej (1) alebo cirkularne;
(2) DNA, virusové proteiny nevyhnutné na replikiciu a na enkapsidaciu minigenému poskytol v trans po-
mocny virus (AJAE1). Minimélne adenovirusy sa spravaju ako interferujice defektné (ID) ¢astice a amplifi-
kuji sa progresivne v priebehu postupnych pasazi. Hlavny problém tejto metodoldgie je separicia dvoch ty-
pov vytvaranych Castic zodpovednych za kontamindciu kmeiiov pomocnym virusom a vel'mi nizke titre takto
ziskanych minimalnych adenovirusov (menej ako 10° pfu/ml).

PredloZena prihlaska vynalezu umoziiuje po prvykrat vytvorit minimalne adenovirusy s pouZitim bakulo-
virusu, ktory dod4 adenovirusovy minigeném, a bakulovirusu, ktory poskytne vietky transkomplementaéné
funkcie (komplementujici geném).

Rekombinantny adenovirusovy gendém sa vyhodne vloZi do bakulovirusu medzi dve sekvencie umoZiu-
Jjuce miestne Specifick rekombindciu v bunkach kompetentnych pre pomocny bakulovirus, ako uZ bolo opi-
sané.

PredloZena prihlaska opisuje hlavne systém na produkciu minimalneho adenovirusu s pouZitim bakulovi-
rusu na dodanie adenovirusového minigenému pomocou systému loxP/Cre a bakulovirusu na poskytnutie
vietkych transkomplementaénych funkcii (komplementujiici geném), tieZ pomocou systému Cre/loxP (pozri
obrazky 2 az 4).

Podla dalSieho uskutoénenia sa na dodanie komplementaénych funkcii pouZije miestne-$pecificky re-
kombinaény systém odli$ny od systému pouzitého na dodanie gendmu rekombinantych adenovirusov. Kon-
krétne sa na dodanie defektného adenovirusového genému mdZe pouzit' systém LoxP/Cre a na dodanie kom-
plementacnej funkcie(i) systém AttP/AttB.
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Sposob podla vynilezu tak umoZiiuje konstruovat' adenovirusovy vektor zbaveny vietkych kodujicich
virusovych sekvencii a obsahujici len ITR a enkapsidatny signal (minimalne adenovirusy). Tento vektor
moéZe teoreticky pojat’ aZ 37 kb exogénnej sekvencie, zatial' ¢o klonovacia kapacita sti€asnych vektorov ne-
presahuje 8,5 kb. To teda umozZtiuje klonovat' gény s velkostou ako je gén dystrofinu (14 kb) so vietkymi ich
regulaénymi prvkami (prométor, zosiltiovag, intrény a podobne) tak, aby sa ziskala optimalna expresia v cie-
Tovom tkanive. Navyse, nepritomnost’ akejkol'vek imunogénnej virusovej sekvencie by mala zvysit’ trvanie
expresie transgénu v pokojovom tkanive.

Gen6m AAYV alebo defektného retrovirusu sa tiez mdZe zaviest' vo forme virusu, genému alebo plazmidu
niektorym z uZ opisanych spésobov.

Kompetentné bunky

Sposob podla vynalezu sa mdZe uskutodiiovat’ s réznym typom buniek. Na ucely vynélezu sa pod ,kom-
petentnou bunkou* chépe bunka permisivna k infekcii bakulovirusom a virusom, ktory sa ma tvorit, a umoz-
fiujica produktivny virusovy cyklus tohto vytvaraného virusu. Kapacita infekcie buniek tymito virusmi sa
mézZe uréit pouZitim rekombinantnych virusov exprimujucich markérovy gén, ako je gén LacZ E. coli. Je to
vyhodne cicavia bunka, efte vyhodnejsie bunka Fudského povodu. PouZité kompetentné bunky mézu byt
pokojové bunky alebo aktivne sa deliace bunky, zavedené stabilizované linie alebo primime kultiry. Su to
vyhodne cicavgie bunky zhigitelné s priemyselnym vyuZitim, t. j. bez zndmeho patogénneho charakteru,
schopné kultivacie, a ak je nutné, schopné uchovavania v patriénych podmienkach. Vyhodne sa pouZijii bun-
ky pedene, svalové, fibroblastové, embryonélne, nervové, epitelové (plicne) alebo o&né (retinilne) bunky.
Ako neobmedzujiici priklad moZno uviest bunky 293 alebo akiikol'vek odvodenu bunku obsahujiicu pridav-
nti komplementaénu funkciu (293E4, 293E2a, a podobne), bunky A549, bunky HuH?7, bunky Hep3B, bunky
HepG2, bunky I'udského retinoblastému (HER, 911), bunky HeLa, bunky 3T3 alebo bunky KB.

Na uskuto¢nenie spésobu podl'a vynalezu sa moéZe gendm rekombinantného virusu a bakulovirusu vniest’
do populacie kompetentnych buniek sucasne alebo ¢asovo oddelene. Vyhodne sa bunky privedi do kontaktu
tak s rekombinantnym gendémom, ako i s pomocnym bakulovirusom. V pripade systému tvoriaceho replika-
tivne molekuly in vivo sa vnesie tieZ rekombinaza alebo sa exprimuje vopred, sic¢asne alebo postupne.

Produkcia virusov vieobecne vedie k 1yze buniek. Tvorené virusy sa méZu po bunkovej lyze ziskavat
znamymi purifikaénymi metédami. Potom sa méZu réznymi sposobmi zbalovat' v zévislosti od poZadované-
ho pouzitia. Navy3e, aby sa zabranilo riziku kontaminacie virusového kmefia moZnou primesou bakuloviru-
sov, ktoré neprenikli do kompetentnych buniek (pomocny bakulovirus alebo bakulovirus poskytujici rekom-
binantny virusovy geném), méZu sa aplikovat' nasledujiice techniky:

- adenovirusy sa méZu purifikovat chromatografiou podla metédy opisanej v prihlaske FR96/08164. Tato
technika umoZiiuje separovat’ adenovirus od akéhokol'vek mozZného rezidualneho bakulovirusu;

- na kmene purifikovaného adenovirusu sa mbzu nechat’ pdsobit’ organické rozpustadla (napriklad éter, chlo-
roform). V skutoc¢nosti je bakulovirus opuzdreny virus (ma glykoproteinovy obal), a preto je vel'mi citlivy na
akékol'vek organické rozpu§tadlo (ktoré extrahuje lipidy z jeho obalu); na rozdiel od toho adenovirus nie je
opuzdreny a rovnaké rozpustadla na neho neudinkuju;

- akykol'vek rezidudlny bakulovirus a rekombinantny virus sa mdZu separovat’ podl'a hustoty purifikaciou na
gradiente CsCl.

Tieto tri metddy sa m6Zu pouZit' nezavisle alebo spolo¢ne. NavySe sa mbZe tieZ pouZit' akdkol'vek d’alSia
odbornikovi znaima metéda.

PouZitie virusov

Takto pripravené virusy sa mdZu pouZit’ na klonovanie, prenos a expresiu génov in vitro, ex vivo alebo in
vivo. Také poZadované gény su napriklad gény kédujice enzymy, krvné derivaty, hormény, lymfokiny: inter-
leukiny, interferény, TNF a podobne (FR 9203120), rastové faktory, neurotransmitery alebo ich prekurzory
v systéme enzymov, trofické faktory: BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, a podobne,
apolipoproteiny: ApoAl, ApoAlV, ApoE, a podobne (W094/25073), dystrofin alebo minidystrofin (WO
93/06223), nddorové supresorové gény: p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev, a podobne (W094/24297), gény kédu-
juce faktory zapojené do koagulécie: faktory VII, VIII, IX a podobne, samovraZedné gény: tymidinkinazu,
cytozindeamindzu a padobne, alebo cely &l dast’ prirodzeného syntetického imunoglobulinu (Fab, ScFV, a
podobne, W094/29446), a podobne. PoZadovany gén méze byt tieZ gén alebo ,,antisense” (s opacnou orien-
taciou) sekvencia, ktorych expresia v cielovej bunke umoZiluje riadit’ expresiu génov alebo transkripciu bun-
kovych mRNA. Takéto sekvencie sa mbZu v ciel'ovej bunke transkribovat’ napriklad do RNA komplementar-
nych k bunkovym mRNA, a tak blokovat ich transléciu na protein podl'a techniky opisanej v patente EP 140
308. PoZadovany gén moZe byt tiez gén kodujuici antigénny peptid, schopny vyvolat’ imunitni odpoved, na
produkciu vakcin. M6Zu to byt hlavne antigénne peptidy $pecifické pre virus Epstein-Barrovej, virus HIV,
virus hepatitidy B (EP 185 573), virus pseudorabies alebo peptidy ¥pecifické pre nadory (EP 259 212). Gén
mbZe byt kaZdi DNA (gDNA, cDNA a podobne) kédujiica poZzadovany produkt, potencidlne zahriiajica pri-
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slusné expresné signaly (prométor, termindtor a podobne).

Takéto virusy sa mbZu pouZit’ in vitro na tvorbu tychto rekombinantnych proteinov. MdZu sa tieZ pouZit
in vitro na §tudium mechanizmov pdsobenia tychto proteinov alebo na $tidium reguldcie expresie génov ale-
bo aktivity prométorov. M6zu sa pouit’ aj in vivo na vytvorenie zvieracich modelov alebo transgénnych
zvierat. Dalej sa mé%u pouZit’ aj na prenos a expresiu génov in vivo, u zvierat alebo Tudi, v postupoch géno-
vej alebo bunkove;j terapie.

PredloZeny vynalez bude podrobnejsie opisany a vysvetleny pomocou nasledujicich prikladov, ktoré tre-
ba povazZovat za ilustraéné a neobmedzujice.

Prehlad obrizkov na vykresoch

Obrazok 1: schematické znazornenie produkcie tretej generdcie defektného rekombinantného adenovirusu
(defektného vo funkciach E1 a E4) s pouZitim bakulo-E1, E4.

Obrazky 2 aZ 4: schematické znézornenie produkcie minimalneho adenovirusu s pouZitim prvého bakulo-
virusu na zavedenie neuplného adenovirusového genému a druhého bakulovirusu na zavedenie komplemen-
taénych funkcii.

Obrazok 5: schematické zndzornenie produkcie rekombinantného AAV defektného vo funkeii Rep a Cap
s pouzitim bakulo-Rep/Cap.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1
PouzZité bunky

Bunky pouzité v ramci vynalezu sa mézu ziskat' z akejkol'vek bunkove;j linie alebo populacie schopne;j in-
fekcie adenovirusom alebo AAV, alebo retrovirusom, alebo bakulovirusom, kompatibilnej s pouZitim na lie-
¢ebné ucely. Vyhodne je to cicaveia, hlavne I'udskd bunka. Konkrétne sa mozu spomenit’:

- Bunky linie 293:

Linia 293 je bunkova linia I'udskych embryonalnych obliGiek obsahujica Favy koniec (priblizne 11 - 12
%) genému adenovirusu sérotypu 5 (AdS), obsahujici l'avii ITR, enkapsidaénu oblast, oblast’ E1 vratane
Ela, E2b, oblast’ kédujicu protein pIX a Cast’ oblasti kodujicej protein pIVa2 (Graham et al., J. Gen. Virol,,
36, 59, 1977). Tato linia je schopna transkomplementacie rekombinantnych adenovirusov defektnych v ob-
lasti E1, inymi slovami takych, ktorym chyba cela alebo ¢ast’ oblasti E1, a produkuje kmene virusov s vyso-
kymi titrami.

- Bunky linie A549

Bunky komplementujiice oblast’ E1 adenovirusu sa skonstruovali z buniek A549 (Imler et al., Gene Ther.,
75, 1966). Tieto bunky obsahuju restrikény fragment oblasti E1, ktorému chyba I'ava ITR, umiestneny pod
kontrolu indukovatel'ného prométora.

- Bunky linie HER

Bunky Tudskej embryonalnej retiny (HER) sa mézu infikovat' adenovirusom (Byrd et al., Oncogene, 2,
477, 1988). Adenovirusové enkapsidaéné bunky pripravené z tychto buniek sii opisané napriklad v patentovej
prihlaske WO94/28152 alebo v ¢lanku Fallauxe a kol., (Hum. Gene. Ther., 215, 1996). Konkrétne sa mbZe
uviest’ linia 911 obsahujiica oblast E1 genému adenovirusu AdS, od nukleotidu 79 k nukleotidu 5789, tato
oblast’ je integrovana do genému buniek HER. Téato bunkova linia umoZiiuje produkciu virusov defektnych v
oblasti E1.

- Bunky IGRP2

Bunky IGRP2 su bunky ziskané z buniek 293 integraciou funk¢nej jednotky oblasti E4 pod kontrolu in-
dukovateIného prométora. Tieto bunky umozZiiuju produkciu virusov defektnych v oblastiach E1 a E4 (Yeh
etal,, J. Virol., 70, 1966).

- Bunky VK

Bunky VK (VK2-20 a VK10-9) su bunky ziskané z buniek 293 integraciou celej oblasti E4 pod kontrolu
indukovateIného promotora a oblasti kddujucej protein pIX. Tieto bunky umoZiuju produkciu virusov de-
fektnych v oblastiach E1 a E4 (Krougliak et al., Hum. Gene Ther., 6, 1575, 1995).

- Bunky 293E4

Bunky 293E4 st bunky ziskané z bunick 293 integraciou celej oblasti E4. Tieto bunky umozZiiuji produk-
ciu virusov defektnych v oblastiach E1 a E4 (W095/02697, Cancer Gene Ther., 322, 1995).

Bunky Sf9 a Sf21 st bunky embryonalnych Lepidopter. Tieto bunky st spristupnené v zbierkach (v
ATCC pod ¢islom CRL-1711), spolo¢ne s podmienkami ich kultivicie. Su tieZz komeréne dostupné (Gibco).
Pozri tieZ Kong a Possee: The baculovirus expression system, London: Chapman a Hall, 1992,
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-Cudské hepatocyty

Bunky HepG2 a Hep3B a HuH7 su ludské linie pochédzajiice z karcinému pecene. Si spristupnené v de-
pozitnych zbierkach a ich vlastnosti st opisané napriklad v patentoch US 4 393 133 a 4 393 133.

-Ludska bunkova linia KB

Linia KB pochadza z P'udského epidermoidného karcinému. Linia, ako aj podmienky umoZiujice jej pes-
tovanie, je pristupna v ATCC (¢islo CCL17).

-Ludska bunkova linia HeLa

Této linia pochadza z karcindmu ludského epitelu. Linia, ako aj podmienky umoZiiujice jej pestovanie, je
pristupnd v ATCC (¢islo CCL2).

-Bunkova linia W162

Sii to bunky Vero obsahujiice oblast E4 adenovirusu Ad2 integrovami do svojho genému. Tieto bunky
opisal Weinberg a kol. (PNAS, 80, 5383, 1983).

Priklad 2
Infekcia Pudskych buniek rekombinantnym bakulovirusom

Tento priklad opisuje kapacitu bakulovirusov infikovat bunky ludského pévodu.

Ludské bunky (hlavne 293 alebo ich derivéty) sa infikuji réznymi riedeniami roztoku rekombinantného
bakulovirusu exprimujticeho gén LacZ pod kontrolou RSV LTR. 48 hodin po infekcii sa objavuju modré
bunky, &o dokazuje, Ze tieto bunky sa daju infikovat' bakulovirusom.

Priklad 3

Kongtrukcia bakulovirusov exprimujiicich oblast’ E1 adenovirusu a zodpovedajiiceho defektného adenoviru-
su

3-1. Klonovanie dvoch kaziet na expresiu E1

Plazmid AE2 sa ziska z klonovania v PCRII (Invitrogen) produktu PCR (polymerézova retazové reakcia)
uskutodfiovanej na pBRE1 s oligonukleotidmi 5-TCCTTGCATTTGGGTAACAG-3" a 5"-GCGGCCGC-
TCAATCTGTATCTTC-3', tento produkt PCR obsahuje nukleotidy 3198 az 3511 z AdS5, t. j. 3" koniec ob-
lasti E1B. Plazmid pBRE1 obsahuje nukleotidy 1 aZ 5788 a AdS klonované do pBR322 zbaveného zhruba
nukleotidov 1300 az 2300.

Plazmid AE3 pochadza z klonovania fragmentu Notl-Kpnl z AE2, obsahujiiceho produkt PCR, do
pCDNA3 (Invitrogen) nastiepeného s NotI-Kpnl. Obsahuje nukleotidy 3198 aZz 3511 a Ad5 nasledované po-
lyadenylaénym miestom BGH.

Plazmid AE4 pochadza z klonovania fragmentu BgIII-Pvul z AE3 do pBRE1. AE4 je plazmid obsahujici
nasledujiicu E1 expresni kazetu:

- nukleotidy 1 a% 3511 z AdS5, t. j. Pavi ITR, enkapsida&né sekvencie, prométor E1A, gén E1A, prométor
ElB, gén E1B

- polyA z hovidzieho rastového horménu (BGH) ziskaného z pCDNA3.

pBRE] sa $tiepil s BstNI, potom reagoval s T4 DNA polymerazou, aby sa doplnil precnievajici 5" ko-
niec, a potom sa $tiepil s Xbal. Takto vzniknuty fragment obsahujtici nukleotidy 391 aZ 1339 z AdS sa vlozil
do pic20H nastiepeného so Smal-Xbal (nemetylované miesto) a vznikol plazmid AES.

Plazmid AE6 pochidza z klonovania fragmentu EcoRI-Smal z AE5 do AE4 Stiepeného s EcoRI-Smal.
AES6 je plazmid obsahujici nasledujucu expresni kazetu E1:

- nukleotidy 391 aZ 3511 z Ad5, t. j. ,;redukovany* prométor z E1A, gén E1A, prométor E1B, gén E1B,

- polyA z hovidzieho rastového hormonu (BGH) ziskaného z pCDNA3.

3-2. Klonovanie dvoch kaziet E1 do bakulovirusu

Fragmenty EcoRI-Sphl (Sphl pre¢nievajuci 5” koniec sa vopred zatupil opracovanim s T4 DNA polyme-
rdzou) z plazmidov AE4 a AE6 sa klonovali do plazmidu pAcSG2 (Pharmingen) medzi miesta EcoRI a
EcoRV. Tak vznikli plazmidy AE14 a AE15. V oboch pripadoch je oblast’ E1 zavedené do lokusu polyhedri-
nového génu (polyhedrinovy gén + odstraneny polyhedrinovy prométor).

Plazmidy AE14 a 15 sa spolo¢ne s DNA bakulovirusu BaculoGold pochddzajiceho z kmefia ACNPV
(Pharmingen) transfekovali (kotransfekovali) do hmyzich buniek Sf9, aby vznikli dva zodpovedajice re-
kombinantné bakulovirusy BacAE14 a BacAE1S5, nestice dve kazety na expresiu E1 integrované do lokusu
polyhedrinového génu.

3-3. Klonovanie rekombinantného adenovirusu nesticeho novi deléciu El

Plazmid pCO1 (W096/10088) sa nastiepil BstXI, potom sa opracoval s T4 DNA polymerazou, aby sa
odstranil pre¢nievajiici 3'-koniec, a potom sa Stiepil Rsal. Takto vzniknuty fragment obsahujiici nukleotidy
3513 az 4607 z Ad5 sa zaviedol do pBS-SK* (Stratagene) linearizovaného s EcoRV, a potom sa Stiepil tel'a-
cou alkalickou fosfatazou za vzniku plazmidu AEOQ.
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Plazmid pMA37 sa ziskal ligiciou fragmentov:

- EcoRV-Nsil z pXL2756, obsahujiici sacB. pXL2756 ma protiselekény gén SacB bez miest EcoRI a
Kpnl, gén rezistencie na kanamycin, mnohopocetné klonovacie miesto a replikaény pociatok ColE1,

- NdeI-Nsil z pCO1 (obsahujiici adeno sekvencie),

- Sall (pre¢nievajiici 5° koniec doplneny T4 DNA polymerazou),

- Asel z pX12756 (vektor rezistentny na kanamycin).

PMA37 teda obsahuje:

- gén rezistencie na kanamycin

- gén SacB prepoZiciavajici citlivost' na sachar6zu baktéridm, ktoré ho exprimujy,

- sekvencie 1 az 382 (Hinfl) z Ad5 nasledované sekvenciami 3446 aZ 4415 (Nsil) z Ad5, nie je pritomny
Ziadny transgén.

Plazmid AE11 sa zostrojil zavedenim fragmentu XhoI-Nsil z AEO do pMA37 §tiepeného Sall-Nsil. Ob-
sahuje teda:

- gén rezistencie na kanamycin,

- gén SacB prepoZi¢iavajuci citlivost na sacharézu baktéridm, ktoré ho exprimujy,

- sekvencie 1 aZ 382 (Hinfl) z AdS nasledované sekvenciami 3513 az 4415 (Nsil) z Ad5, nie je pritomny
Ziadny transgén.

Z plazmidu AE11 sa potom konStruovali samovraZzedné kyvadlové vektory (vloZenim poZadovaného
transgénu) umoZitujiice konstrukciu rekombinantnych adenovirusov rekombinaciou v E. coli. AE11 neobsa-
huje sekvencie homologické s plazmidom AE6. Plazmidy AE11 a AE4 maju spolo¢né sekvencie 1 az 382
(Hinfl) z AdS proti smeru od E1A, ale medzi tymito dvoma plazmidmi nie je #iadna homolégia v smere od
kazety E1. Tak tu nemdZe vznikat' RCA homologickou rekombinaciou medzi adenovirusom nesticim deléciu
E1 existujiicu v AE11 (t. j. 382 az 3515) a bakulovirusmi BAc AE14 alebo BacAE15.

3-4. KonStrukcia prvej generdcie rekombinantnych adenovirusov

Najskér sa zvycajnymi technikami pripravil kmed BacAE14 alebo 15. Dalej sa kompetentné bunky (na-
priklad HuH7) transfekovali 5 pg plazmidu pX1.2822 §tiepeného Pacl (plazmid pXL2822 obsahuje cely AdS
s odstranenou oblastou E1 (382 aZ 3446 alebo 382 aZ 3513) a E3 (28592 a7 30470) a nesie kazetu CMV-
BGal), a infikovali, si€asne alebo inak, pri MOI 10 aZ 1000, BacAE14 alebo 15. Po Iyze buniek sa zozbieral
transfek¢ny supernatant a pouzil sa na ,.Serstvé* kompetentné bunky vopred alebo sti¢asne infikované Ba-
cAE14 alebo 15 (MOI 10 az 1000), aby sa amplifikoval adenovirus Ad2822, a tak dalej, pokial sa neziskal
kmeti Ad2822. Sledovanie amplifikicie Ad2822 je ulah¢ené pritomnostou lacZ v tomto viruse. Pri kazdej
amplifikicii sa teda supernatant pseudotitroval na W162. Geném virusu sa analyzoval v priebehu amplifika-
ci, aby sa kontrolovala jeho integrita. Tato stratégia ma ti vyhodu, Ze v takto tvorenom adenovirusovom
kmeni nevznikaji RCA. Nepritomnost kontaminacie sa tieZ este overuje.

Priklad 4
Konstrukcia bakulovirusu exprimujiiceho oblasti E1 a E4 (Bac.E1-E4)

Pouzity protokol je nasledujici: oblasti E1 a E4 sa klonovali v opaénej orienticii k lokusu polyhedrino-
vého (Ph) génu do kyvadlového vektora pBacPAKS (Clontech, USA) za vzniku pBacE1-E4. Rekombinantny
bakulovirus sa potom izoloval pomocou zvy&ajnych technik kotransfekcii pBacE1-E4 a DNA bakulovirusu
BacPAKG6 do bunick Sf9 (Kittsa Possee, Biotechniques, 14(5), 810, 1993). Vyskyt E1 a E4 v genéme rekom-
binantnych bakulovirusov sa potom kontroloval PCR s pouZitim infikovanych buniek S9. Transkripcia E1 a
E4 v bunkich Huh7 infikovanych purifikovanym rekombinantym bakulovirusom sa analyzovala RT-PCR s
pouZitim cytoplazmatickych RNA.

Na konstrukciu bakulovirusu E1-E4 sa mozu zaviest' rdzne fragmenty nestice E1. V tomto priklade sa po-
uZili fragmenty, ktoré s opisané v priklade 3, na kon3trukciu bakulovirusu-E1, obsahujiiceho oblasti E1 pod
kontrolou ich vlastného prométora (redukovany prométor Ela a prométor E1b). Pouzité fragmenty E4 st na-
sledujice:

- fragment Maell-MscI 32720 aZ 35835 nesici celi E4,

- fragment BglII-Pvul 34115 aZ 33126 nestci rimec ORF6,

- fragment BglII-BglII 34115 aZ 32490 nestici ramce ORF6-ORF6/7,

- fragment Pvull-Alul 34801-334329 nestici ramec ORF3.

Tieto fragmenty si umiestnené alternativne pod kontrolu prométora E4 alebo inych prométorov, konkrét-
ne HSV-TK alebo prométora CMV alebo RSV-LTR.

Uvedené pozicie sa vztahuji na sekvenciu divého typu Ad5 adenovirusu, ako je publikovana a pristupna
v banke déit. Aj ked’ m6Zu existovat’ niektoré mensie odchylky medzi réznymi adenovirusovymi sérotypmi,
tieto pozicie sii vieobecne prenosné na iné sérotypy, konkrétne na Ad2, Ad7, Ad12 a Ad CAV-2,
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4-2. Transkomplementicia AJAE1AE4-LacZ s Bac.E1-E4

Produkcia adenovirusu AJAE1AE4-LacZ sa ziskala zavedenim bakulovirusu E1, E4 pripraveného v pri-
klade 4-1, a adenovirusového genému defektného v E1 a E4 do kompetentnych buniek (pozri obrazok 1).
Analyzovali sa optimalne podmienky na produkciu AJAE1AE4-LacZ v kompetentnych bunkach transkom-
plementiciou s purifikovanym Bac.E1-E4. Titer AJAE1AE4 sa uréil ako pocet transdukénych jednotick
(t.d.u.) B-galaktozidazy v linii W162 a ziskana transkomplementaén i¢innost’ sa porovnala s u¢innostou en-
kapsida¢nej linie IGRP2.

Priklad §
Konstrukcia bakulovirusu komplementujiiceho cely adenovirusovy gendm

Aj ked stiéasna expresia niekol'kych proteinov, ktoré méZu predstavovat sekvenciu s velkost'ou aZ 13 kb,
jednym virusom uZ bola publikovana (Belyaev a Roy, NAR, 21, 1219, 1993), maximélna klonovacia kapaci-
ta nie je dostatoéne doloZena. Tento priklad teraz ukazuje, Ze je mozné klonovat’ do bakulovirusu adenoviru-
sovy geném s odstranenym enkapsidadnym signalom (Ad.Psi-), ktory je ohrani¢eny dvoma miestami loxP
(loxP-ITR-ITR aZ E4-loxP). Infekcia kompetentnych buniek exprimujiicich rekombindzu Cre indukovatel-
nym alebo inym spdsobom (linia Cre alebo Cre-ER, pozri priklad 7) tymto rekombinantym bakulovirusom a
aktivicia rekombinizy Cre umoZfiuje exciziu a cirkulariziciu adenovirusového genému. Ten je potom
schopny transdukcie skorych génov, replikacie a aktivacie neskorych génov, ale neschopny enkapsidicie, a
teda sliZi ako pomocnik na produkciu miniméalneho adenovirusu (pozri obrazky 2-4). V tomto systéme je
produkcia minimalnych adenovirusov zaloZena na spoloénej infekcii dvoma bakulovirusmi a realizcii dvoch
rekombinantych javov medzi dvoma miestami loxP. Tento pristup ma ti vyhodu, Ze nevznikaju adenoviruso-
vé Gastice z pomocného virusu.

Kon3trukcia gendému Ad.Psi- sa uskuto¢nila v E. coli. S tymto cielom sa kompletny geném adenovirusu
AdS klonoval do prokaryotického klonovacieho vektora s pripojenymi ITR. Sekvencia Psi sa odstranila en-
zymatickym $tiepenim a ligiciou alebo miestne cielenou mutagenézou. Na kaZdi stranu adenovirusového
genému sa potom zaviedla sekvencia LoxP v paralelnej orientacii. Vysledny kontrukt (loxP-ITR-ITR, APsi
aZ E4-loxP) sa potom klonoval do kyvadlového vektora umoziujiiceho rekombiniciu s bakulovirusom podl'a
stratégie opisane] v priklade 3. Ziskany rekombinantny bakulovirus, nazvany BacAd.Psi-, sa potom izoloval
beZnymi metddami.

Priklad 6
Konstrukcia bakulovirusu obsahujiiceho geném defektného rekombinantného adenovirusu v odstranitel'nej
forme

Tento priklad opisuje konStrukciu bakulovirusu, ktory umoZiiuje poskytnit’ geném defektného rekombi-
nantného adenovirusu v kompetentnych bunkach. Konkrétnejsie je rekombinantny virus defektny v celej ko-
dujicej oblasti a obsahuje len oblasti ITR a Psi (minimélny adenovirus, alebo AdA).

6-1. Konstrukcia minigenému (AdA) v E. coli

Zostrojil sa plazmid p(loxP-(ITR-ITR-Psi-P.CMV-LacZ-pA)-loxP). S tymto ciefom sa izolovala sekven-
cia képie sekvencie ITR adenovirusu enzymovym 3tiepenim a/alebo sa amplifikovala pomocou PCR, a po-
tom sa klonovala proti smeru sekvencie ITR-Psi obsiahnutej v kyvadlovom vektore z adenovirusu pGY63.
Tento vektor pochadza z pCO1 (W096/10088) a ma gén LacZ pod kontrolou skorého prométora cytomega-
lovirusu (P.CMV) ukon&eny polyadenyladnym signdlom virusu SV40 (pA), klonovanym medzi sekvenciu
ITR-Psi a gén kddujici pIX. Oblast (ITR-ITR-Psi-P.CMV-LacZ-pA) tohto vektora (zodpovedajuca mini-
mélnemu adenovirusovému genému) sa potom izolovala enzymovym §tiepenim a klonovala medzi miesta
LoxP do mnohopo€etného klonovacieho miesta plazmidu pBS246 (Gibco) za vzniku plazmidu p(loxP-(ITR-
ITR-Psi-P.CMV-LacZ-pA)-loxP). Kapacita produkcie adenovirusovych minigendmov z cirkulérnej DNA a
ich enkapsidacia sa potom testovla transfekciou tohto plazmidu do linie IGRP2 infikovanej s Ad. AE1AE4
exprimujicim rekombinizu Cre (AdCre). Minimalne adenovirusy sa amplifikovali niekolkymi postupnymi
paséami supernatantu z transfekcie linie IGRP2. Potom sa purifikovali centrifugaciou v izopyknickom gra-
diente chloridu cézneho a kvantifikovali pseudotitraciou linie W162. Rozumie sa, Ze gén LacZ sa méZe Iah-
ko nahradit’ akoukol'vek poZadovanou nukleovou kyselinou zvy&ajnymi technikami molekulrnej biolégie.

6-2. Klonovanie odstranitelného minigenému do bakulovirusu

Opisany kontrukt nesiici minigeném AdA ohraniéeny dvoma miestami loxP sa klonoval do lokusu P10
bakulovirusu kyvadlového vektora pAcUW1 (Pharmingen, USA). Bakulovirus Bac.AdA sa potom produko-
val a izoloval zvy&ajnou technikou kotransfekcie do uZ uvedenych buniek Sf9, a vyberal sa podla svojho fa-
gového fenotypu (biely) po oznadeni s X-Gal. Tento bakulovirus preto nesie vysoko defektny adenovirusovy
genom, ohranieny dvoma oblastami loxP v priame;j orientacii.
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6-3. Produkcia AdA transkomplementiciou s bakulovirusom BacAdPsi”

Kompetentné bunky sa sti¢asne spolo¢ne infikovali (koinfikovali) bakulovirusom BacAdPsi” (opisanym v
priklade 5), nesiicim transkomplementainé funkcie celého adenovirusového genémm, a bakulovirusom
Bac.AdA nesucim geném PseudoAdenovirusu (uZ opisanym). Rekombinéza Cre sa zaistila bud’ pridanim
proteinu do kultivatného média, alebo transfekciou buniek plazmidom alebo virusom (bakulovirusom) ex-
primujticim Cre, alebo expresiou kazety trvalo integrovanej do genému linie (ako je opisané v priklade 7).
Minimalny adenovirus sa amplifikoval postupnym pasdZovanim supernatantu tkanivovej kultiry buniek spo-
loéne infikovanych s BacAd.Psi” a so supernatantom, a potom sa purifikoval a titroval pomocou uvedenych
technik. Tato technika umoZiiuje ziskat' AdA ako jediny virus, o umoZiuje jeho izoldciu a purifikiciu bez-
nymi metédami. Okrem toho, ziskané titre su zludite'né s priemyselnym vyuZitim.

Priklad 7
Konstrukcia linie exprimujucej protein Cre

Aby sa zvyiila dfinnost’ rekombindcie medzi miestami loxP v bakuloviruse podl'a vynalezu (napriklad
Bac.AdA and BacAd.Psi) a aby sa kontrolovala expresia Cre, vytvorili sa linie exprimujiice Cre indukova-
telnym alebo inym spSsobom. V tomto konStrukte sa Cre exprimuje samotny alebo vo forme fizneho protei-
nu C-koncovej Casti s véizbovou doménou estradiolového receptora (ER) (Metzger et al., 1996, uz citovany)
pod kontrolou beZného prométora, vyhodne silného indukovatelného prométora alebo iného. Vyhodnejsie
promotory si promotor pGRES, prométor metalotioninu, prométor SV40 alebo prométor génu HSV-TK.

Aby sa vytvorili tieto linie Cre, kotransfekovali sa kompetentné bunky dvoma plazmidmi, z ktorych jeden
obsahuje expresmi kazetu Cre (Cre alebo Cre-ER) a druhy markér na selekciu (Neo). Vybrali sa rezistentné
klony G418, aktivita Cre v tychto klonoch sa testovala transfekciou plazmidu p(P.CMV-loxP-ATG-stop-pA-
-LoxP-LacZ). Tento plazmid obsahuje gén LacZ inaktivovany zavedenim medzi prométor (P.CMV) a zadia-
tok LacZ, mnoZstvo stopovacich koddnov v troch ¢itacich ramcoch, signal na terminaciu transkripcie a poly-
adenyla¢ny signal virusu SV40 ohranieny dvoma miestami loxP. Expresia Cre v klonoch v pritomnosti &i
nepritomnosti induktora (estradiol) sa potom odhal'ovala aktivitou B-galaktozidazy vyvolanou rekombinaciou
medzi dvoma miestami loxP. Vybralo sa teda niekol'ko klonov trvalo exprimujiicich fizny protein Cre-ER
alebo samotny protein Cre bez prométorov a $pecifikovanej kompetentnej bunky. Tieto klony sa mézu pou-
Zit' na produkciu virusov podla vynalezu.

Kompetentna Promoétor Promotor SV40 Promoétor MMTV Prométor GRES
bunka HSV-TK

Rekombiniza Cre Cre-ER Cre Cre-ER Cre Cre-ER Cre Cre-ER
293 ¢. 1 ¢.7 ¢. 13 ¢. 19 ¢. 25 ¢. 31 ¢. 37 ¢. 43
IGRP2 ¢.2 ¢. 8 ¢. 14 ¢. 20 ¢. 26 ¢. 32 ¢. 38 ¢. 44
Huf7 ¢.3 c.9 ¢. 15 ¢. 21 ¢. 27 ¢. 33 ¢. 39 ¢. 45
HepG2 ¢. 4 ¢. 10 £. 16 ¢.22 ¢.28 ¢.34 ¢. 40 . 46
HER &5 & 11 & 17 ¢.23 £.29 ¢&. 35 &.41 &. 47
Vero ¢.6 ¢. 12 & 18 ¢.24 .30 .36 ¢.42 ¢.48

PATENTOVE NAROKY

1. Sposob pripravy defektnych rekombinantnych virusov,vyznaéujhaci sa tym, Ze do popu-
lacie kompetentnych buniek sa vnesie geném defektného rekombinantného virusu a bakulovirus obsahujtici
vietky alebo niektoré funkcie nevyhnutné na transkomplementiciu defektného rekombinantného gendému,
pri¢om ostatné funkcie si poskytnuté kompetentnou bunkou.

2. Spdsob podlandroku l,vyzna&ujici sa tym, Ze bakulovirus obsahuje vietky funkcie ne-
vyhnutné na transkomplementéciu defektného rekombinantného genému.

3. Sposob podla naroku 1, vyznafujuci sa tym, Ze bakulovirus obsahuje niektoré funkcie
nevyhnutné na transkomplementaciu defektného rekombinantného genému, priom zvy$né funkcie poskytuje
kompetentna bunka.

4, Sposob podl'a naroku 1, vyznaéujaci sa tym, Ze funkcie nevyhnutné na transkomple-
mentaciu defektného rekombinantného genému poskytuje niekol’ko bakulovirusov.

5. Sposob podlandroku l,vyzna&ujici sa tym, Ze defektny rekombinantny virus je defekt-
ny rekombinantny adenovirus.

6. Sposob podlaniroku 5, vyznacujtici sa tym, Ze geném rekombinantného adenovirusu je
defektny v jednej alebo niekoFkych funkciich vybratych z E1, E2, E3, E4, L1 a% LS, pIX a IVa2, a bakulovi-
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rus obsahuje vietky funkcie nevyhnutné na transkomplementiciu defektného rekombinantného genému.

7. Sposob podla ndroku 5, vyzna&ujdci sa tym, Ze geném rekombinantného adenovirusu je
defektny v jednej alebo niekolkych funkciach vybratych z E1, E2, E3, E4, L1 aZ L, pIX a IVa2, a bakulovi-
rus obsahuje niektoré funkcie nevyhnutné na transkomplementiciu defektného rekombinantného genému,
pri¢om zvy¥né funkcie poskytuje jeden alebo nickolko bakulovirusov a/alebo kompetentnd bunka.

8. Spdsob podfa niroku 5, vyzna€ujici sa tym, Ze pomocny bakulovirus obsahuje Cast’
alebo cely usek E1 adenovirusu umoZiujiici komplementéciu rekombinantného adenovirusového genému de-
fektného v viseku E1.

9. Spésob podla naroku 5, vyzna&ujiuci sa tym, Ze pomocny bakulovirus obsahuje &ast
alebo cely usek E2 adenovirusu umoZiujiici komplementiciu rekombinantného adenovirusového gendmu de-
fektného v dseku E2.

10. Spésob podla niroku 5, vyzna&ujéci sa tym, Ze pomocny bakulovirus obsahuje Cast
alebo cely usek E4 adenovirusu umoZiiujiici komplementéciu rekombinantného adenovirusového genému de-
fektného v useku E4.

11. Spésob podla niroku 5, vyzna&ujici sa tym, Ze pomocny bakulovirus obsahuje ¢asti
alebo celé iseky E1 a B4 adenovirusu umoziiujice komplementiciu rekombinantného adenovirusového ge-
nému defektného v usekoch E1 a E4.

12. Sposob podla niroku 5, vyzna&ujéici sa tym, Ze rekombinantnému adenovirusovému
genému chyba celd virusova kédujiica oblast’ a pomocny bakulovirus obsahuje vietky funkcie umoziiujice
jej komplementaciu.

13. Sposob podla naroku 12,vyznadujici sa tym, Ze bakulovirus obsahuje cely adenoviru-
sovy gen6m okrem enkapsida&ného signilu a pripadne usekov ITR.

14. Sposob podla naroku I, vyzna&ujhci sa tym, Ze komplementané funkcie pritomné v
bakuloviruse a geném defektného rekombinantného virusu neobsahuju usek homolégie, ktory by bol schopny
vyvolat’ rekombinaciu.

15. Sposob podra naroku 14,vyzna&ujici sa tym, Ze rekombinantny adenovirusovy genom
defektny v useku E1 a pripadne v E3 sa vnesie do kompetentnych buniek, a tieto bunky sa infikuji, sucasne
alebo nie, bakulovirusom obsahujlicim usek E1, priSom adenovirusovy usek E1 pritomny v bakuloviruse
a geném defektného rekombinantného adenovirusu neobsahuji usek homolégie, ktory by bol schopny vyvo-
lat’ rekombinéciu.

16. Rekombinantny bakulovirus na pouZitie vspdsobe podfa niroku 1, vyznadujaci sa
t ¥ m, e komplementa¢n4 funkcia je vybrata zo vSetkych alebo niektorych funkcii kédovanych adenoviru-
sovymi usekmi E1, E2, E4, L1 az L5, pIX a IVa2, samostatne alebo v kombinaciach, a je pod kontrolou hete-
rolégneho prométora.

17. Rekombinantny bakulovirus na pouZitie v spdsobe podla niroku 1, vyznadujici sa
t ¥ m, Ze komplementa¢na funkcia je vybrata zo vietkych alebo niektorych funkcii kddovanych dsekmi Rep
a Cap z AAV, samostatne alebo v kombiniciach, a je pod kontrolou heterolégneho prométora.

18. Rekombinantny bakulovirus na pouZitie vspdsobe podla niroku 1, vyznadujici sa
tym, %e komplementaéna funkcia je vybratd zo vSetkych alebo niektorych funkeii kodovanych tusekmi
gag, pol, a env retrovirusov, samostatne alebo v kombinaciach, a je pod kontrolou heterologneho prométora.

19. Bakulovirus podFa niroku 17 alebo 18, vyzna&ujici sa tym, Ze prométorom je promd-
torovy uisek prirodzene zodpovedajiici za expresiu komplementa&nych funkcii.

20. Bakulovirus podFa naroku 17 alebo 18, vyzna&ujdci sa tym, Ze promdtor je silny bun-
kovy alebo virusovy promotor, regulovany alebo nie.

21. Bakulovirus podl'a niroku 16, vyzna&ujici sa tym, % komplementatna funkcia obsa-
huje tisek E1 adenovirusového genému alebo len jeho Sast, ktora obsahuje aspoil isek Ela.

22. Bakulovirus podl'a niroku 16, vyzna&ujuci sa tym, Ze komplementatna funkcia obsa-
huje disek E4 adenovirusového genému alebo len jeho Cast, ktora obsahuje aspoii ramec ORF3 alebo ORF6.

23. Bakulovirus podfa naroku 16, vyzna&ujaci sa tym, Ze obsahuje vietky kodujice useky
adenovirusového genému.

24. Bakulovirus podla néroku 23, vyzna&ujici sa tym, Ze obsahuje lplny adenovirusovy
geném, ktorému chyba enkapsidagny usek.

25. Bakulovirus na pouZitie v sposobe podfa naroku 1, vyzna&ujici sa tym, Zejeto baku-
lovirus kmetia AcNPV.

26. Bakulovirus na pouzitie v spdsobe podla ndroku 1, vyznadujdci sa tym, Ze nukleova
kyselina kédujica komplementaémi funkciu sa vnesie na iroveil polyhedrinového lokusu alebo lokusu p10.

27. Bakulovirus na pouitie v sposobe podla niroku 1, vyzna€ujici sa tym, Ze nukleova
kyselina kédujiica komplementa&mi funkciu sa vnesie vo forme kazety, ktora je schopna vyStiepenia v kom-
petentnych bunkéach.

28. Rekombinantny bakulovirus podFa niektorého z narokov 16 aZ 18, ktory obsahuje vloZeny vo svojom
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gendme aspoii jeden tisek DNA obklopeny dvoma sekvenciami umoZfiujlicimi miestne-3pecificku rekombi-
néciu umiestnenymi v priame;j orienticii, priom uvedeny usek DNA obsahuje aspoii jeden replikacny poéia-
tok funk¢ny v kompetentnych bunkéch a nukleovi kyselinu kédujiicu komplementadni funkciu virusu.

29. Bakulovirus podl'a ndroku 28, vyzna&ujici sa tym, Ze sekvencie umoZiujice miestne-
Specificki rekombinaciu su sekvencie LoxP bakteriofaga P1, a rekombinécia sa dosiahne v pritomnosti prote-
inu Cre.

30. Sposob podl'a naroku 5, vyznadujici sa tym, Ze defekiny rekombinantny geném sa
vnesie do bunky infekciou adenovirusom, ktory obsahuje uvedeny geném.

31. Spdsob podl'a naroku S, vyznaéujtci sa tym, Ze defektny rekombinantny geném sa
vnesie do bunky transfekciou.

32. Spbsob podla niroku 1, vyznadujdeci sa tym, Ze defekiny rekombinantny geném sa
vnesie do bunky rekombinantnym bakulovirusom, ktory je odli$ny od bakulovirusu nesticeho komplemen-
ta¢né funkcie.

33. Rekombinantny bakulovirus podFa niektorého z narokov 16 aZ 27, ktory obsahuje vloZeny vo svojom
genéme aspoii jeden isek DNA obklopeny dvoma sekvenciami umoZiiujiicimi miestne-Specificki rekombi-
niciu umiestnenymi v priame;j orientacii, pri¢om uvedeny tisek DNA obsahuje aspoti jeden replikadny po&ia-
tok funkény v kompetentnych bunkach a defektny adenovirusovy geném.

34. Bakulovirus podl'a niroku 33, vyzna&ujici sa tym, Ze defekiny rekombinantny adeno-
virusovy geném obsahuje nevyhnutne useky ITR, enkapsidaénu sekvenciu a poZadovand nukleovii kyselinu.

35. Spbsob pripravy defektnych rekombinantych adenovirusov, vyznaéujici sa tym, e sa
populacia kompetentnych buniek infikuje bakulovirusom podl'a naroku 28 a bakulovirusom podl’a niroku 33,
bunky sa uvedii do pritomnosti rekombindzy umoZitujiicej miestne-¥pecificki rekombiniciu a potom sa zis-
kaju produkované adenovirusy.

36. Sposob podla naroku 1, vyznadujhci sa tym, Ze populicia kompetentnych bunick je
populicia buniek pefene alebo svalovych buniek, fibroblastov, embryonilnych alebo epitelovych buniek,
zvla$t plicnych, buniek oka, zv1a3t retiny, alebo nervovych buniek.

37. Spbsob podla niroku 36, vyznadujiici sa tym, Ze populdcia kompetentnych buniek sa
vyberie z buniek 293 alebo akychkol'vek odvodenych buniek, obsahujiicich d’al§ie komplementaéné funkcie,
A549, HuH7, Hep3B, HepG2, HER, 911, HeLa alebo KB.
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