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Metody sniZeni vyskytu homolpgnich rekombinaci, adenovirové

vektory a buiiky obsahujici defekthi adenovirus

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tyka zplisobu sniZeni vyskytu
udalosti homologni rekombinace mezi nukleovymi kyselinami.
Tyk4 se také pouZiti té&chto metod ve zpusobech pro ptipravu
nukleovych kyselin jako jsou plazmidy nebo virové vektory.

Predkladany vynalez se také tYké‘hOVYCh virovych konstruktu.

Dosavadni stav techniky

Rekombinace mezi nukleovymi kyselinami Jje v molekularni
biologii dobfe znamy Jjev. ' Rekombinace je molekulérni
mechanismus, kterym vznikaji nové kombinace genetického
materiélu, coZ ptispivd k Darwinovské evoluci tim, ie
poskytuje zdroj materialu pro pfirodni vybér. Geneticka
rekombinace, kterad vyZaduje silnou sekven&ni homologii mezi
zG&astné&nymi nukleovymi kyselinami se. obecné oznaéuje jako
homologni rekombinace.” V prib&hu homologni rekombinace dojde
k vymén& genetické informace mezi dvéma useky nukleové
kyseliny, pfi¢emZ tato vyména miZe Dbyt reciproka (pak Jjde
o tzv. "crossing-over") nebo nereciprokd (pak Jde o tzv.
konverzi) . . ’ “

V'prﬁbéhu meioze je hémologni rekombinace zodpovédna za
zmé&ny v uspof&dani genetické informace a hraje dileZitou roli
ve spravn& segregaci chromozémi. 'V  pribéhu mitbézy se
homolbgni rekombinace podili na reparacich DNA. V jejim
disledku mtZe dojit ke zm&ndm uspofddéni genomu Jjako jsou

napt. delece a duplikace, jestliZe se ulastni dispergované
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homologni dseky, nebo také kontrakce nebo expanze, pokud
zahrnuje tandemové opakované sekvence (tandemové repetice).

| Mechanismus, ktery probihaji homologni rekombinace, byl
z Casti objeven. Tak napf. v bakteriich homologni rekombinace

zaCina krokem, ktery zahrnuje jedndfetézcovy,konec (Holliday

1964, Meselson 1975) . Naproti tomu- v eukaryotickych
organismech vét3ina dosavadnich vysledkl predpoklada
mechanismus dvoufetézcového zlomu (DSB, ,double-strand

break™, Szostak et al., 1983). DSB se'vyskytuje na pocatku
dvou - hlavnich mechanisml homologni rekombinace, a sice
konzervativniho, podle kterého v3echny nukleové kyseliny
Bastnici se v rekombinaci jSou pfitomné v rekombinadnich
produktech (Szostak et al.), a druhého nekonéervativniho,»pfi
kterém dojde ke ztrdté nékterych sekvenci. V somatickych
bufikdch savch se vét3ina udadlosti homolognich rekombinaci
formou DSB odehrdvéd nekonzervativnim zpGsobem (Lin et al.,
1990, Jeong-Yu, 1992).

S neustalym rozvojem biotechnologii dochazi ke stéle
vét3imu vyuZivani DNA: pro produkci rekombinantnich proteinu,
k vytvafeni transgennich zvifat,‘pro genévou'terapii a pod.
V téchto rlznych oblastech miZe nekontrolovana rekombinacni
udalost pfedstavovat v nékterych pfipadech zna&nou nevyhodu.

Tak napf. v pfipadé@ produkce rekombinantnich proteinﬁ,
rekombinace (rekombinadni ﬁdélosti) v expresnim plazmidu
mohou (intramolekularni rekombinace) mohou vést k vystfiZeni
expresnil kazety pro transgen a tim ke ztridté& exprese.
Rekombinace miZe Dbyt také pocatkem vystfiZenil expresni
kazety, kterd je stabilné integrovéna v genomu hostitelskych’
produkénich bunék a tak indukovat ztratu stability.

Jinym pfikladem nepfiznivych U€inkl spojenych s vyskytem
udalosti homologni  rekombinace je vyskyt homologni
rékombinace v prubéhu konstrukce a pfipravy vektoru, zvlasté
virovych vektoru. Virové vektory (adenoviry, retroviry,

adeno-asociované viry, herpetické viry atd.) pfedstavuji
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zv145t8 U&inné prostfedky pro pfenos nukleovych kyselin do
bunék in vitfo, eX vVvivo nebo In :vivo! Pro konstrukci
defektnich virovych vektord se useky, které jsou nezbytné pro
replikaci viru divokého typu, obecné' receno, odstrani
z genomu a nahradi se poZadovanou nukleovou kyselinou.'Aby
bylo moZné pak tyto viry produkqvat.a amplifikovat, je trfeba
komplementovat (tzv. v trans) odstranéné funkce (budto
v plazmidu nebo ve formé&, kterd je integrovdna v genomu

produkénich bunék, nebo tzv. pbmocnYm virem - helperemn).
Av3ak v nékterych pfipadech dochdzi k wvyskytu udalosti
homologni rekombinace 1 mezi defektnim virovym genomem
a komplementujici  funkci, cimZz se mohou rekonstituovat
replikﬁjici . se virové (Gastice. TakZe vektory  ziskané
z adenovirt se obecné mnoZi v komplementaéhich bunécnych
liniicﬁ (népf. linie 293 nebo linie s ni p#ibuzné), do nichi
byla integrovana &ast virového genomu. Konkrétné& linie 293
obsahuje levou ¢&ast (asi 11 aZ 12 %) genomu .adenoviru
sérotypu 5 (AdS5), kterd obsahuje lévy usek ITR, enkapsidacni
isek a usek E1 v&etnd Ela Elb a &ast useku kédujiciho
proteiny pIX a IVa2. Tato linie je schopna komplementovat
vV trans rekombinantni adenoviry, které jsou defektni v useku
El, tj. postradaji cely nebo Z&st useku El, ktery je neézbytny
pro replikaci. Av3ak existuji useky homologie mezl Usekem
adenoviru, ktery je integrovén do genomu buné&&né linie a DNA
rekombinantniho viru, jehoZ produkce je poZadovana. 2 tohoto
duvodu mﬁie ‘dochézet k  rOznym rekombinadnim udélostém
v prubéhu produkce viru, &imZ vznikaji replikujici se virové
¢astice, zejména adenoviry typu El+. Jak ukazujebobr. 1, mazZe
‘jit o] ‘jednoduchou rekombinaéni udalost, po které néasleduje
zlom chromozému (obr. 13) nebo dvojitou rekombinaci
(obr. 1B). Tyto dva typy modifikace vedou k nahrazeni levé
¢asti rekombinantni DNA, kterd postraddd funkéni uUsek E1,
odpovidajicim usekem, ktery je pfitomen v -bunééném genomu

© a ktery nese funk&ni kopii useku El. Av3ak vzhledem




k vysokému titru rekombinantnich vektoru produkovanYCh linii
293, pravdépodobnost vyskytu takovychto  rekombinantnich
uddlosti je velmi vysokd. Skutecné bylo zjisténo, Ze mnoho
varek defektnich rekombinantnich adenovirovych vektord je
kontaminovano replikujicimi se virovymi Césticemi.

Pfitomnost replikujicich se virovych Cé&stic pfedstavuje
znacnou neVYhodu pfi aplikacich pfenosu genu 1Iin vitro nebo
in vivo (zna&né riziko mnoZeni viru a jeho nekontrolovaneého
;ozéifeni). ﬁ |

Stejna problematika existuje p¥i vytvafeni defektnich
retrovirii. Konstrukce defektnich retrovirl se provadi obecné
tak, Ze se odstrani wvirovée kédujici useky (geny gag, pol
a env), které Jsou nahrazeny v trans produkéni ‘bunéénou
linii. Zde opét existuji pro. nékteré popsané linie
ptekryvajici se . useky mezi genomem‘ defektnich retrovirl
a komplementujicimi funkcemi (tj. geny) hesenymi produkénimi
bufikami. Zejména se to .tyka bﬁnék PA317, Psi2 a dalsich.
TudiZz v téchto usecich muZe dochazet k uddlostem homologni
rekombinace, ¢imZz mohou ‘vznikatb replikujici se virové
gastice. _ '

Pfedkladany vynalez se tyka zpusobu sniieni frekvence
rekombinaci mezi dvéma danymi nukleovymi kyselinami a tim
minimalizace dopadu této udalosti ﬁa biologické‘procesy.

Konkrétnéji se predkladany vynalez tykd zpuscbu sniZeni
frekvence homolognich :ekombinaci mezi dvéma danymi
nukleovymi kyselinami nebo'dvéma ﬁseky.nukleOVYCh kyselin.

V dosavadnim stavu techniky byly ke sniZeni vyskytu
“homologni rekombinace uzZity rdzné zplsoby zéioZené na shodném
principu: nahradit nebo odstranit useky homologie. Urcité
plazmidy, které dovoluji expresi poiadovanYcH genu, nesou
useky, které jsou homologni s genomem hostitelské bunky. MazZe
to byt zejména promotorovy Uusek, markerovy gen nebo
replikacni polatek. Aby se sniZilo riziko rekombinace, bylo

navrieno nahradit tyto useky jinymi, které nejsou homologni
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(napf. tedy Jjinym promotorem a pod.). Navic bylo navrieno,

aby se omezilo riziko rekombinace v prubéhu produkce virovych
vektoru, odstranit takové sekvence, které jsou homologni mezi
komplementujicimi geny a defektnim‘viKOVYm genomem.

Patentovd prihladka WO 97/00326 popisuje bunécnou linii
pro . produkci adenoviri, oznalenou PER, kterd obsahuje
omezenou c¢ast adenovirového genomu nesouci uUsek El. V této
'linii jsou okrajové sekvence, které jsou homologni s genomem
defektniho viru, omezeny, coZ sniZuje moZné riziko homologni
rékombinace mezi témito useky. Podobné v patentové prihlé3ce
WO 95/11984 Jje popsana konstrukce rekombinantniho adenoviru
nesouciho deleci useku E1l, kterd zasahuje aZ do casti genu
pIX. V takovém p¥fipadé to 3jiZ neni komplementujici usek,
ktery Jje modifikovan, ale delece je nesena defektnim genomem
viru a je roz$ifena. Vysledkem je také sniZeni rizika vyskytu
rekombinace, 1 kdyZ useky homologie zlGstavaji.

Av3ak zatimco tyto zplsoby umoZnily sniZit riziko
homologni rekombinace mezi buné&énym a virovym genomem, a tim
riziko, Ze vzniknou véarky viru, ktery Je kontaminovan
replikujicimi se virovymi c&&sticemi, neumoZiiuji eliminovat
toto riziko Uplné a/nebo vyZaduji konstrukci a ovéfeni novych
buné&nych linii, coZ je velmi pracné. A navic nahrazeni usekl

jinymi neni vidy dostateéné, zejména pokud jde o ulinnost.
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Podstata vyndlezu

Predkladany .vynalez pcpisuje novy - zpusob sniZeni
inter- a intramolekularnich homolognich rekombinaci. Vynalez
~také popisuje pouZiti téchto zpusobu k produkci defektnich
vird, které nejsou kontaminovény replikujicimi se virovymi
Césticemi. Vyndlez d&le popisuje nové virové 'konstrﬁkty,
které mohou byt amplifikovdny v jiZ existujicich buhéénych
'liniiéh, které jsou z hlediska titru nejﬁéinnéjéi,\é pfitom
se znacéné sniZenym rizikem'vzniku replikujicich se virovych
gastic. o

PoZatecni dileZity krok homologni rekombinace je
vzajemné rozpoznéani mezi dvéma nukleovymi kyselinami
(intermolekularni rekombinace) nebo mezi dvéma useky téize
molekuly (intramolekuldrni rekombinace). Tento krok e
vysledkem p¥imé interakce mezi dvéma homolognimi useky.

Homologni rekombinace mezi dvéma nukleovymi kyselinami
je zaloZena na existenci sekvenéni ~ldentity nebo silné
sekventni homologie mezi dvéma Useky té&chto nukleovych
kyselin a obecné& je zavisla na dvou faktorech: mife homologie
a délce homologniho tuseku (tj. homolognich useku neéenYch
nukleovou kyselinou nebo dvéma nukleovymi kyselinami). Navic
frekvence vyskytu homologni rekombinace - je ovlivnéna
nékterymi specifickymi useky nukleovych kyselin. Bylo
pozorovéno, Ze nékteré Useky Jjsou schopny rekombinace
s vy$5i frekvenci neZ pramérnou. Bylo zjidténo, 2Ze tyto
lokalizované variace ve frekvenci mohou byt zplsobeny
specifickymi sekvencemi jako jsou CHI mista v E. coli nebov
M26 mista v S. pombe (Gangloff et al.,’l994).

Na rozdil od strategie vyuZité ve zplusobech dle
dosavadniho stavu techniky, zpusoby podle pfedkladaného
vynadlezu nejsou zaloZeny . na deleci (odstrandni) ﬁsekﬁ
homologie v partnerskych molekulach nukleové kyseliny. Zpasob

podle vynédlezu je zaloZen originadlnim zplsobem na modifikaci
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sekvence alespoil jedné =ze dvou. partnerskych nukleovych
kyselin potencidlné rekombinujicich, a to takové, aby se
sniZila homologie, kterd mezi témito nukleovymi kyselinami
existuje.

Prvni pfedmét predklddaného vynalezu se tyka 'zpﬁsobu‘
redukce frekvence intra- nebo intermolekuldrni homologni
rekombinace mezi nukleonmilkyselinami, ktery spoliva v tom,
Ze je sekvence alespofl jedné z rekombinujicich partnerskych
nukleovych kyselin degenerovéna takovym zpUsobem, Ze Jje
sniZena homologie s druhym partnerem.

v popisu - predklédaného vynalezu termin "sniZeni
(redukce) frekvenée.homolognich rekombinaci" mezi nukleovymi
kyselinami znamend jakékoliv sniZeni této frekvence vzhledem
k frekvenci pozorované s odpovidajicimi nemodifikovanymi
nukleovymi kyselinami. Tato redukce se d& snadno méfit
konvenénimi testy, které Jjsou odbornikovi ‘znémy (zejména
testem "marker rescue" nebo testem'generace replikujicich se
virovych céstic). VYhodhé termin psﬁiieni“ nebo "redukce"
znamena vyznamnné sniZeni ve frekvenci homologni rekombinace,
thddné alesponi Fadu jedné logaritmické jednotky.

"Intermolekularni homologni rekombinace" znamena
homologni rekombinaci, ke které dochéazi mezi dvéma,r&thmi
nukleov?mi‘kyselinami'(nebo mezil dvéma useky dvou. odlidnych
nukleovych kyselin). "Intramolekularni homologni rekombinace"
znamena homologni rékombinaci mezi dvéma useky jedné a téze
nukleové kyseliny. Partnerské nukleové kyseliny v homdlogni
rekombianci mohou byt extrachromzom&lni nukleové kyseliny,
chromozomalni nukleové kyseliny nebo kombinace obou té&chto
moZnosti (tj. chromozomdlni a extrachromozomdlni nukleova
kyselina). Extrachromzomadlni nukleové kyseliny jsou plazmidy,
vektory, epizomy, virové genomy a pod. ,

Zpusob podle pfedklédanéhd vyndlezu Jje zv1lasté vhodny
k redukci frekvence ihtermolekulérni homologni rekombinace

-
v
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mezi chromozomalni nukleovou kyselinou a extrachrdmoZomélni
nuklecvcu kyselinou. |

Zpusob podle vynélezu obecné& obsahuje nésledujici kroky:

I)identifikaci useku (Gsekt) zodpovédnych za hemologni
rekombinaci, . ;

II) modifikaci tohoto useku (nebo usekd),

III) ovéfeni sekvence, v

IV) syntézu modifikované Sekvénce_(nazvané syngen) a

V) nahradu pGvodni sekvence syngenemn.

I) Identifikace useku zodpovédného za homologni rekombinaci
mezl nukleovymi kyselinami

Identifikace useku (udsekl) zodpové&dného =za homologni
rekombinaci mezi nukleovymi kyselinami se  provede znémymi
metodami. Konkrétné, Jakmile e pozofovéna rekombinace,

zkoumajil se sekvencovénim Useky za ni zodpové&dné, tj. vydet#i

se homologni  useky mezi nukleovymi kyselinami
{(intermolekularni) nebo uvnitt nukleové kyseliny
(intramolekularni) . Kdyz Jsou identifikovany sekvence

UCastnici 'se rekombinace, Jje definovdn p¥isludny .usek,
obsahujici celou nebo &ast téchto sekvenci, které se pak

uziji pro nasledujici krok II, &ili modifikaci.

II) Modifikace sekvenci

Obecné se m& za to, Ze homologie musi byt velmi vyéoké
v dostatec¢né dlouhém uUseku,, aby dochazelo k rekombinaénim
uddlostem s dostatednou frekvenci. Zejména ﬁdaje' z odborné
literatﬁry pfedpoklédaji, Ze uUsek uUplné homologie velikosti
200 bp je nutny pro vyskyt téchto rekombinané&nich udélosti.
A skutednd, i kdyZ k rekoﬁbinacim miZe dochdzet 1 s kratdimi
dseky, jejich frekvence je mnohem niZ?3i a nepravidelnad. Kromé
toho, u takovych usekd, kde je homologie sniZena o 19 % se
jevi frekvence rekombinace éniienav faktorem 1000 (Waldman

a Liskay, 1987). -




Sekvence mohou byt modifikovéany rlUznymi zpUsoby. Pokud
se tyk& koédujici sekvehce, lze vnéSet modifikace zaloZené na
degeneraci genetického -kédu. Timto zpusobem se narusdi
sekvence a tedy sniZi homologie, ale expresni produkt
zlUstane shodny. ' ; _

Pfedkladany vynalez tudiZ spoéivé zejména v modifikaci
‘sekvence takovym zpUsobem, aby se zabranilo pérovéni mezi
dvéma homolognimi dseky. Modifikace umoZfiuje sniZit .délku
a miru homologie mezi dvéma poZadovanymi useky.

Vyhodné je ve zplsobu podle vynalezu SekVence nukleové
kyseliny degenerovdna v uUseku, ktery se ucfastni homologni
rekombinace, a sice v poméru 1 par bazi na kaZdych alespoﬁ‘20
paru bazi. Je3té vyhodnéji v poméru 1 par bazi na kaZdych
alespoil 10 paru bazi.

Ve zvlasté vyhodném provedeni vynédlezu Je sekvence
degenrovana ve v3ech pozicich, Ede je to moZné.

Degenerovanost sekvence podle pfedkladaného vyﬁélezu se
vyhodné vytva¥i jako funkce vyuZiti kodon v bufice nebo
organismu, kde se mé:‘poiadované nukleova. kyselina uzZit.
V pfipadé virového vektoru, ktery Jje produkovadn v lidské
bunén&né linii, Jje 2zvla3té vyhodné degenerovat sekvenci tim,
Ze se uprednostni kodony vyuiivané‘lidskYmi bufikami, je-1i.
takovy vybér moZny (viz pfiklady).

Navic mohou byt vneseny do sekvence nukleové kyseliny
dalsi modifikace. Tak v nekédujicim Useku je moiné'Zmenéit
velikost = nékterych prvka (expresni regulac¢ni  sekvence,
promotory) nebo modifikovat tyto prvky nebo urdité prvky.
nahradit heterolognimi Useky.

Podle 2zvl&3té& vyhodného provedeni vynadlezu Jje moiné,
pokud zéna homologie zasahuje néko;ik genu, zmenéit. zénu
homolbgie, a sice na Jjedné strané degeneraci sekvenci jednoho
nebo nékolika gentl, a na druhé strand modifikaci genomové
polohy urlitych gent pfitomnych v 26n& homologie, t3.

uspofadat tyto geny v adenovirovém vektoru a v genomu jinak,




s oS00 *e oene L] (2]
LN ] [ ] . L] L X J [
e oon * ® o900 L d o0 .
[ . o o ® o 0 (K ] LJ
[ ] [ L 4 L] L] LN L]
o0 ¢o e s Ssve e (1]

10

neZ je puvodni uspotadéni. Sekvence genu, jejichZ genomova
pozice je modifikovana, miZe byt také degenerovadna. Vyhodné

je degnerovéna pouze sekvence genu, které nejsou pfemistény.

III) Verifikace sekvence

Verifikace sekvence se provadi metodou zpracovéni dat,
ktera umoZnuje detekovat pfitomnost regulacnich prvkuy,
sekundarnich struktur atd., které jsou néchylné k inteferenci

s aktivitou syngenu. Dal3i podrobnosti viz p#iklady.

IV) Syntéza syngenu
Syngen muZe byt syntetizovan  jakymkoliv  zpusokem
odbornikovi znamym, zejména pomoci zafizeni pro syntézu

nukleovych kyéelin (syntetizatoru).

V) Néhrada puvodni sekvence syngenem

Syngen Jjakmile je synteﬁizovén, se vnese do nukleové
kyseliny jako nahrada za pGvodni sekvenci. Tento krok jé také
moZné provést konvenénimi zplsoby molekularni biologie, které

jsou odbornikovi dobfe znémy.

Jedna z aplikaci zpusobu podle -pfedklddaného vynalezu
spo&ivd v tom, Ze ‘se pfipravi vektory, zejména virové
vektory, =zbavené replikaéné-kompetentnich virovych <Zéstic
(RCV) . 7 tohoto hledika se zpusob podle vyndlezu tykd zejména
sniZeni frekvence homolognich rekombinaci mezi chromozomdlni
nuklebvou kyselinou, kterad kéduje komplementujici funkce pro
defektni wvirus a .extrachromozomélni nukleovou kyselinou
obsahujici genom uvedeného defektniho viru.

Virus je vyhodné adenovirus, retrovirus, adeno-
asociovany virus (AAV) nebo altefnativné herpeticky virus.
Jesté vyhodnéji je to adenovirus. |

Jedno vyhodné provedeni predkladaného vyndlezu spocCiva

ve zpUsobu sniZeni frekvence homolognich rekombinaci mezi
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chromozoméalni nukleovou kyselinou obsahujici usek El
adenovirového genomu, spolu S lemujici sekvenci,
a extrachromozomalni nukleovou kyselinou obsahujici gencm
adenoviru, ktery je defektni v dseku EL. '

Vyhodné v tomto konkrétnim zplsobu degenerovanid sekvence
podle predklddaného vynalezu obsahuje gen pIX 2z genomu
adenoviru, ktery je defektni v useku El. Je3té vyhicdn&ji
degénerované sekvence obsahuje geny. pIX a IVaZ2 z genomu
adenoviru.

V. jiném provedeni vynilezu _ degenerovana sekvence
obsahuje gen pIX genomu adenoviru a sekvencey Ivaz Jje
pfemisténa ze svého puvodniho lokusu do useku E4.

Zpusob podle vyndlezu je =zvla3té vhodny pro pEipravu
rekombinantnich adenovird, které jsou defektni v useku E1l,
v bunééné linii 293 nebo v bun&né linii z ni odvozené.

Jak bylo uvedeno vy3é, bunééna linie 293 obsahuje ve
svém . genomu levou ¢&ast adenovirového genomu, obsahujici
zejména Usek E1 a lemujici (,flanking") sekvence lokalizované
po sméru transkripce (,downstream“)od iseku El, které nesou
-zejména gen pIX a &ast genu IVa2. Je to pravé tento usek
lemujici sekvence, kde doch&zi k homologni rekombinaci, ktera
vede ke wvzniku replika&né kompetentnich adenovird (RCA).
V popisu pfedklddaného vynalezu termin ,odvozend bunédna
linie"™ znamend buné&énou linii, kterd nese usek E1 adenoviru
‘a lemujici dusek, vhodny k tomu, aby do3lo k rekombinaci
s defektnim virem. MiZe to byt krat3i usek, neZ jaky Jje
pfitomen v burikdch linie 293 (omezeny napf. jen na usek pIX),
nebo'deléi‘ﬁsek. Odvozena linie miuZe byt takovad linie, ktera-
byla ziskana z bunék linie 293 | vnesenim dalsich
komplementujicich sekvenci (jako je E4). |

V tomto sméru se predkladdany vyndlez také tykd zplsobu
pfipfavy defektnich rekombinantnich adenovird tim, 3Ze se

vnese, do bunéky 1linie 293 nebo odvozené linie, genom
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uvedeného defektniho rekombinantniho adenoviru, bfiéemi
uvedeny genom nese:

- deleci v Useku EI,

- degenerovanost v genu pIX a/nebo genu IVa2.

Predkladany vyndlez se 'dale tykd jakéhokliv virového
vektoru, jehoZ genom obsahuje alespoil jeden usek, JjehoZ
sekvence Jje degenerovana. MaZe to byt zejména retrovirus
(nesouci degenerované sekvence genl gag, pol a/nebo env), ARAV
(nesouci degenerované sekvence gend rep a/nebo cap) a také
adenovirus.

Vyhodné Jje to adenovirus, jehoZ genom nese degenerovany
gen pIX. Vyhodné degenerovand sekvence genu pIX je‘sekveﬁce
id. &. 1 nebo sekvence id. &. 4. Vyhodnéji adenovirus nese
modifikaci genomové polohy gend IVa2. Tento gen je vyhodné
umistén v Useku EA4. } | o

V jinem provedeni vynalezu jde o adenovirus, JjehoZ geny
pIX a IVa?2 jsou degenerované. Vyhodn& je pfirozend sekvence
genu pIX‘nahrazena sekvenci id. &. 1 nebo sekvenci id. &. 4
a degenerovand sekvence genu IVa2 je sekvence id. &. 2 nebo
sekvence i. &. 5. VYhodné >je pfirozend sekvence genld pIX
a IVa2 nahrazena sekvenci id. &. 3. |
| V jiném provedeni vyndlezu jde d adenovirus, jehoZ geny
pIX a 1IVa2 Jsou degenerované a ktery navic obsahuje
modifikace promotorové sekvence genu pIX a/nebo nahradu
polydenylacni sekvence té&chto genu. Vyhodné je to adenovirus
obsahujici sekvenci id. &. 8. ‘

Kromé toho adenovirus vyhodn& nese alespofi jednu deleci
useku El. Vyhodnéji adenovirus Jje <jefektni‘ alesponnl v celém
nebo casti uUseku El a E3. MuZe to byt také rekombinantni
adenovirus, ktery je C&ste&né nebo Uplné defektni v tseku E1
nebo E4, pripadné také v useku E3. Navic to miZe byt
adenovirus raznych sérotypl. Pokud jde o adenoviry lidského
pﬁvodu, je tfeba uvést zejména adenoviry klasifikované Jjako

skupina C.
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Z ruznych sérotypu jsou jesté  vvhodnéjsi podle
pfedklédaného vynalezu adenoviry typu 2 nebo S5 (Ad2 nebo
AdS) . Z adenoviru pochézejicich z ruznych zvifat Jsou . podle
pftedklédaného vynélézu vyhodné adenoviry  psiho pavodu,
zejméma vSechny kmeny adenoviru CAV2 (kmen Manhattan nebo
A26/6ll(ATCC VR~800). Jiné adenoviry'zvifeciho pavodu jsou
uvedeny‘.v patentové pfihlasSce WO 94/26914, ketra je zde
zahrnuta formou odkazu. Strategie pro konstrukci adenoviry,
a také mista, ktera lze uZit pro vneseni poiadovénYch genu do
téchto vektord, byla jiZ podrobné'popséha ve stavu techniky,
Zejﬁéna v patentovych dokumenetch WO 95/02697, WO 96/10083,
WO 96/13596 nebo WO 96/22378. |

Podle zv1lasté vyhodného prdvedeni pfedkladaného vynalezu
je v rekombinantnich adenovirech usek El inaktivovan deleci
fragmentu PvuII-BglII zahrnujiciho usek od nukleotidu 454 do
nukleotidu 3328 v sekvenci adenoviru Ad5. Tato sekvence byla
publikovédna v odborné literatufe a Je dostupné . také
v databadzi (konkrétné& Genebank &. M73260). V jiném vyhodném o
prdvedeni jé Usek El inaktivovédn deleci fragmentu HinfII-
Sau3A, ktery =zahrnuje uUsek od nukleotidu 382 do nukleotidu
3446.

Vyhodné rekombinantni adenovirus podle pfedkladaného
vynédlezu "obsahuje navic heterologni sekvence nukleovych
kyselin, jejichz pfenos a/nebo exprese v bunkdch, organch
nebo‘organiémech je poZadovéana.

Heterologni sekvence DNA mniZe zejména obsahovat jeden
nebo neékolik térapeuticchh genlt a/nebo jeden nebo nékolik
génﬁ kédujicich antigenni peptidy.

Terapeutické geny, které lze takto pfenaddSet, Jjsou geny}
"JjejichZ transkripce a pfipadné i translace v cilové bulice
vytvari produkt, ktery ma terapeuticky u&inek.

Mohou to byt zejména geny kdédujici proteinové produkty,
které maji terapeuticky U&inek. Takie proteinovy produkt

takto kédovany miZe byt protein, peptid, aminokyselina apod.
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Tento proteinovy produkt je homologni vzhledem k cilové bufice

(tj. Je to produkt, ktery Jje normdlné exprimovan v cilové

burice, "pokud tato buika neni v patologickém stavu). V takovém

pfipadé | exprese proteinu . ﬁmoiﬁuje napf.‘ " nahradit

nedostatednou expresi v buice nebo nahradit expresi proteinu,

ktery je inaktivni nebo slabé aktivni z divodd modifikace,
a nebo altérnativné dovoluje nadmérné exprimovat uvedeny.
protein. terapeutické geny mohou také kdéddovat mutontni
bunéény protein, ktery mé& zvétSenou stabilitu, modifikovanou
aktivitu a pod. Proteinovy produkt mbZe také heterologni
vzhledem k cilové bufice. V tékovém pfipadé miZe exprimovany
protein napf. komplementovat (docpliiovat) nebo poékytovat
aktivitu, kterd je v bufice nedostatedné, coZ umozZnl bufce
bojovat proti patologickému stavu.

"Jako pfiklady terapeutickych produktt Vhodn?ch podle
vynalezu lze zminit zejména enzymy, krevni drivaty, hormony,
lyqukiny: interleukiny, inteferony, TNE atd. (viz FR
9203120), «rlUstové faktory, nervové prenaSele nebo JeJich
prekurzory nebo syntetické enzymy, trofické faktory: BDNF,
CNTF, NGF, IGF, GMF, VEGF, AaFGF, bFGF, NT3, NT5 a pod.,
apolipoproteiny, : ApoAI, ApoAIV,-ApoE atd (viz FR 93 05125),
dystrofin nebo myodistrofin (FR 9111947), tumorové
supreseorové geny: p53, Rb, RaplAd DCC, k-rev, atd. (viz
FR 93 04745), geny kdédujici faktofy ucastnici se koagulace:
faktory VII, VIII, IX atd., geny kdédujicl protein GAX, tzv.
"samovraiedﬁé“ geny, thymidinkindzu, cytosindeaminazu atd.,
geny kédujici jednofetézcové (scFv) protilatky.

Terapeutické geny mohou byt také geny nebo ,anti-sense"
sekvence (sekvence s orientaci proti 'smyslu transkripce),
jejichZ exprese v hostitelské Dbufice umoZni kontrolovat
exprési genll nebo transkripci ruznych druhl buné&nych mRNA.
Takové sekvence se napf¥. mohou transkribovat v hostitelské

bufice do RNA, ktera je komplemetdrni k buné&cné mRNA a tak
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mohou blokovat Jjejich translaci do proteinu, zpuscbem
popsanym v evropském patentu EP 140 308.

Jak bylo 3jiZ uvedeno vy3e, heterologni sekvence DNA
mohou také obsahovat Jeden nebo nékolik genu kédujicich
antigenni peptid, ktery je schopen vyvoléavat imunitni reakci
u ¢lovdka. V tomto konkrétnim provedeni vynalez dovoluje
produkci wvakcin, které umoZiiuji imunizovat <&lovéka, zejména
proti mikroorganismim nebo virim. Mohou to byt zejména
antigenni peptidy specifické pro virus Epstein-Barrové, HIV,
virus hepatitidy B (viz EP 185 573), virus pseudorabies,
a nebo alternativné& mohou byt specifické pro nadory (EP 259
212) .

" Obecné& hetrologni sekvence nukleové kyseliny obsahuji
také promotorovy usek pro funkéni transkripci v infikované
cilové Dbuice. MuZe to byt promotorovy usek, ktery Jje
v pfirozenych podminkdch zodpovédny za expresi. genu, za
pfedpokladu, Ze tento Usek je schopen funkce v infikované
bufice. Mohou to byt také useky rlzného pluvodu  (které jsou
zodpovédné za expresi jinych proteind  nebo dokonce
syntetické). Zejména to jsou promotorové sekvence pochazejici
z eukarytickych nebo virovych genti. Nap¥. to mohou byt
promotorové sekvence pochdzejici z genomu buﬁky, kterd ma byt
‘infikovana. Podobnd ‘to mohou bth‘promotorové sekvence
pochézejici 2z genomu vird, véetné& uZitych adenoviru. Jako
pfiklady lze uvést promotory genu z E1A, MLP, CMV, RSV apod.

Kromé toho tyto promotorové useky mohou byt modifikovany
ptipojenim sekvenci pro aktivaci nebo regulaci, nebo které
dooluji tkanové-specifickou nebo tkéﬁové—pfevlédajiéi
expresi. Navic pokud heterologni nukleova kyselina neobsahuje
promotorové sekvence, muZe byt vloZena do genomu defektniho
viru po sméru transkripce (,downstream") od takové sekvence.

Navic heterologni sekvence nukleové kyseliny mlZe
obsahovat, zejména proti sméru transkripce (,upstream™) od

terapeutického genu, signadlni sekvenci, kterd nasméruje
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syntetizovany terapeuticky produkt do sekretorické dréhy
ciloveé Buﬁky. Tato signéini sekvence je budto pfirozena
signélni sekvence terapeutického produktu, ale také to mlie
byt jakakoliv jind funkéni signédlni sekvence nebo uméla
signadlni sekvence.

Ve zvl14asté vyhodném provedeni vektory podle
pfedkladaného vynédlezu Jje3té navic obsahuji funkéni gen E3
pod kontrolou heterblogniho promotoru. Vvhodnéji vektory
_obsahuji usek genu E3, ktery umoZiiuje expresi genu gpl9K.
Tento protein ve skuteCnosti zabranuje tomu, aby se
adenovirovy vektor stal pfedmétém imunitni reakce, ktera by
1) omezila jeho ucinky a 1ii) mohla mit 3kodlivé vedlejsi
Uéinky. . | |
' Tyto rekombinantﬁi vektory se mohou uZit k pfenosu
nukleovych kyselin do bunék in vitrd, ex vivo nebo 1in vivo.

Pfedkladany _ vynadlez se také tvka jakéhokoliv
farmaceutického p¥ipravku obsahujiciho Jjeden ;nebo né&kolik
rekombinantnich adenovird podle vynélezu. Farmaceutické
pfipravky wpodle vyndlezu .mohou byt formulovidny 2z hlediska
zpusobu - podavani pro podéavani topicke, peroralni,
rarenterdlni, intranazalni, intravendzni, intramuskulédrni,
subkutdnni, intraokulédrni, transdermédlni a pod.

| VYhodné farmaceutické pripravky podle vynélézu obsahuji
farmaceuticky pfijatelné vehikulav vhodna pro injekéni
pfipravky. Pfikladem Jsou zejména izotonické/ sterilni solné
roztoky (dihydrogenfosforeénan a hydrogenfosforecnan sodny,
chlord sodny, chlorid draselny, chlorid hofecénaty a pod. nebo
smési téchto soli) nebo Jjde vwvyhodné o suché ptfipravky,
zejména lyofilizovéné, které po p¥idéni sterilni vody nebo
fyziologického roztoku, v zavislosti na pfipadu, umoZni
vytvorit injikovatelny roztok. ,

Davky viru pouZité pro injekci se upravi v zavislosti na
mnoha parametrech, zejména v zéVislosti na zpusobu bodévéni,.

patologickém stavu, genu, ktery ma& byt exprimotvdn nebo
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alternativné v zavislosti na poZadované délce léCeni. Obecné
je rekombinantni adenovirus podle ptfedklddaného vynéalezu
formulovadn a podadvéan v davkach 10° aZ 10 pfu/ml a vyhodné
10" a% 10" pfu/ml. Termin #pfu™ (tj. ,plague forming unit™,
jednotka tvorici plak) odpovidé,iﬁfekénosti (infekéni sile)
roztoku viru a stanovuje se infikovanim odpovidajici bunécné
kultury a pak méfenim, obecné po 5 dnech, . podtu plakl
infikovanych bunék. Zplsoby stanoveni pfu titru virového
roztoku jsou popsany v odborné literatufe a jsou édbornikovi
znamy.

Pfedkladany vynédlez bude dale podrobnéji popsén a
vysvétlen v nadsledujicich p¥ikladech, které jsou vSak pouze
ilustrativni a wvyndlez nijak neomezuji, a pfipojenych

obrazcich.

Popis obrazkl

Obr. 1: Rekombinanéni udélosti mezi adnenovirem a buiikou

linie 293.
Obr. 2: Schema struktury syngenu.
Obr. 3: Réstrikéni mapa plazmidu pJJiOS.
Obr. 4: Restrikéni mapa plazmidd pJdJ1l10.
.Obr. 5: Restrikéni mapa plazmidu pJJ206.

Obr. 6: Konstrukce defektniho viru nesoucihovsyngen jako

ndhradu za plvodni usek.

Obr. 7: Struktura a restrik&ni mapa oligonukleotidl

Oligosyngen I a Oligosyngen II.




Obr. 8: Prirozeni nukleotidovad sekvence a degenerovana
sekvence genu plIX (sekvence 1id. ¢&. 1) a odpovidajici

aminokyselinovad sekvence.

~ Obr. 9: Prirozend nukleotidovd sekvence a degenerovana

sekvence genu IVaZz (sekvence 1d. ¢. 2) a odpovidajiéi

aminokyselinovad sekvence.

Obr. 10: Nukleotidova sekvence syﬁgenu . 1 (sekvence

Obr. 11l: Schematické znézornéni homologii meii genomem
‘buﬁky 293 a rekombinantnimi vektory AdS. Vektor AdSp53 mé
souvisly uUsek sekvenéni homologie 8983 nukleotidt s genomem
bunék 293 ,downstream"™ od aseku El. Vneseni bodovych mutaci
sniZi maximadlni délku Useku ‘souvislé homologie na 92
nukleotidd v ptfipadé syngenu . 1 (AV1.7 #1 CMV p53) a 29

nukleotidd v pfipadé& syngenu &. 2 ( AV 1.7 #2 CMV lacZ).

Obr. 12: RCA detekce vektorl ad5p53 a AV 1.7 #1 CMV pS3

po 7 po sobé nédsledujicich amplifikacich v bufikdch linie 293.

Obecné metody molekuldrni bioclogie pouZité ve vynalezu

Metody bé&Zné uZivané v molekularni Dbiologii jako je
preparativni extrakce plazmidové DNA, centrifugace plazmidové
DNA v gradientu chloridu cesného, elektroforéza na agarovém
nebo polyakrylamidovém gelu, purifikace fragmentl - DNA
elektroeluci, extrakce protein( fenolem nebo
fenol/chloroformem, precipitace DNA v solném médiu etanolem
nebo isopropanolem, transformace bakteridlnich bunék E. coli’

atd. -jsou odbornikovi dobfe =zndmy a Jjsou podrobné& popsany
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v odborné literatufe (Maniatis, T. et al. ,Molecular Cloning.
"A  Laboratory Manual“, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1982, Ausubel, F.M. et al. (eds.),
~Current Protocols in Molecular Biology"“, John .Wiley and
scns, New York, 1987).

Plazmidy pIC-20R (Invitrogen) a  pBS (Stratagen)
poché&zeji z komercéniho zdroje.

Pro Gcely 1ligace byly fragmenty DNA separovédny na
zdkladé Jejich wvelikosti elektroforézou na agardzovém nebo
polYakrylamidovém gelu, extrahovadny fenolem nebo smési
fenol/chloroform, precipitovdny etanolem a pak inkubovany
v pfitomnosti DNA ligazy z fagu T4 (Biolabs) podle doporueni
vyrobce. : |

Zaplnéni pfeén;ﬁajicich 5" ~koncu bylo' - provedeno
Klenowovym frégmentem DNA polymerdzy I z E. coli (Biolabs)
podle doporuceni vyrobce. Odstranéni pfeéni&ajicich 3 -koncu
bylo provedeno v piitomnosti DNA polymerdzy faga T4 (Bolabs)
pddle doporuéeni vyrobce. Odstranéni pfecnivajicich 5’ -koncu
bylo provedeno fizenym oSetfenim nukledzou Sl.

Mistné-cilena mutageneze in vitro syntetickymi
oligonukleotidy se provadéla zpusobem, ktery vyvinuli Taylor
et al. (Nucleic Acids Res. 13, 1985, 8749-8764) pomoci
soupravy od firmy Amersham. |

~ Enzymatickad amplifikace fragmentu DNA tzv. technikou PCR
(polymerdzovou Ffetézovou reakci, wviz Saiki, R.K. et al.,
Science 230, 1985, 1350-13564, Mullis, K.B., Faloona, F.A.,
Meth. Enzym. 155, 1987, 335-350) se provadéla pomoci
teplotniho cyklovace firmy Perkin Elmer Cetus podle instrukci
vyrobce. | ‘

Verifikace nukleotidové sekvence se provédéla metodou
podle Sangera et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 1977,
5463-5467) uZitim supravy od firmy Amersham. .
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Bunélné linie pouZiti ve vynéalezu

Byla wuZita 1linie 293 lidskych embryonélnich"ledvin
(Graham et al., J. Gen. Virol. 36, 1977, 59). Buiiky této
linie obsahuji zejména levou &ast genomu lidského adenoviru

Ad5 (12 %) integrovanou do svého genomu.

Pfiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Homologni rekombinace adenoviru

Prvni pozorovéni, Ze genom adenoviru podléhd genetické
rekombinaci, bylo ©popsdno jiZ pfed vice neZ 25 lety
((Williams‘ a Ustacelibi, 1971). AvsSak mechanismus téchto
rekombina¢nich wudélosti Je dosud relativné neznamy. Bylo
navrhovano, Ze rekombinace a replikace mohou byt té&sné
spojeny, a Jjisté udaje podporuji takovy model rekombinace,
kdy replikace vede ke wvzniku speéifického substratu, ktery je
nutny pro <casty vyskyt rekombinadnich udalosti, ktery je
pozorovan pri infekci ‘adenovirem. Jedna z dileZitych otazek,
na kterou Jje tfeba zndt odpovéd je, jestli se virové nebo
bunéné proteiny ' podileji na  vytvareni rekombinacnich
meziproduktu a na jejich pfetvofeni ve stlédné produkty
rekcmbinace. 2 tohoté hlediska zatim nebylo prckéazano, Ze by
se néktery z testovanych virovych gent Elb, E4, Ela a E3
(Epstein 1991, Weinberg et al., 1986; Young 1995) podilel na
rekombinaéniéh udalostech. Podobné nebylo prokédzano, Ze by se
rekombinace uCastnily bunécné pfoteiny. Nakonec byly navrZeny
dva modely rekombinace virového genomu, oba pfedpovidajici
vznik heteroduplexd (Ahern et al., 1991, Young, ;995).

-
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Useky zodpov&dné za homologni rekombinaci mezi defektnim
genomen a bun&&nou linii byly‘lokalizovany zejména Vv genech
pIX a IVa2 adenovirového genomu. Struktura tohoto useku, jak
je pritomen v defektnim genomu, je zndzornéna na obr. 2.

Byly = provedeny modifikace sekvence adencvirového
genomu, ktera se uCastni rekombinace s bun&&nym gencmem.
Konkrétnéji Feleno, pfirozend sekvence genl pIX a IVa2 byla
modifikovana vnesenim ,uml&enych“ mutaci, ‘Které umoZnily
sniZit miru homologie s pfirozenou’sekvenci, a niZ by doslo
k ovlivnéni struktury expresnich produktd té&chto geni.

Ziskanad sekvence, nazvand syngen, byla uZita k nahrazeni
odpovidajici pfirozené sekvence adenoviru p#i konstrukci

defektniho vektoru,

1. Identifikace useku zodpovédnych za rekombinaci

Mapovaci studie ukézaly, Ze ﬁsék adenovirového genomu
pfitomny v genomu bunék 293 odpovida leﬁé Casti adenovirového
genomu a predstavuje pfibliZné& 12 % tohoto genomu, t3j. asi
4300 bp (Aiello et al., 1979, Spector et al., 1983).
Puvodcem byly provedeny dal3i mapovaci experimenty pomoci PCR
a bylo ukdzdno, Ze pozice 4420 Ije take pfitomna v genomu
bunék 293. Pozice 4420 byla varéna pro néasledujici
experimenty jako'pravé hranice zény hdmologie a tudiz prava
hranice syngenu. Z technickych - davodd pf¥i = klonovéani
modifikovany fragment ZasahUje aZz do pozice 4445, kam bylo
vneseno klonovaci misto.

Levy Xonec syngenu byl vybrédn tak, Ze 1leZi uvnitf
regqulacniho prvku pro expresi genu plIX, konkrétné& v poloze
-56 genu pIX. Skutedné bylo\ukézéno,‘Ze promotor genu pIX
miZe byt redukovadn na usek velikosti 56 nukleotidd. Aktivita
tohoto useku, ktery obsahuje vazebné'misto SPl a TATA box Je
srovnatelnd s aktivitou fragmentu s 250 nukleotidy (Babiss et
al., 1991, Matsu et al., 1989).




Zébna homologie tak byla stanovena v rozsahu od pozice

3520 do pozice 4445 genomu defektniho viru (viz obr. 2).

2. Priprava modifikovanych sekvenci

Tabulké vyuziti kodond v genomu adenoviru AdS5 Dbyla
 pfipraVena pivodcem a byla vyuZita ke stanoveni optimélniho
vyuZiti kodond pro expresi virovych proteind. tato tabulka
byla ziskana kombinaci udajd ziskanych analyzou 10 proteinl
z adenoviru: pIX, hexon, pIII, PVII, 52-55k, pPol, pr, DB?,
23K a 19k (viz tabulka). Ziskané vysledky pak byly porovnany
s tabulkou ziskanou analyzou 1952 genl@ pfitomnych v databazi -
Genebank pomoci programu GCG. ' ’
| Pofadi preferenci uZiti kodon pak bylo stanoveno pro
vyuziti k modifikéci sekvence kodont genu pIX a IVa2: ,

- KdyZ kodon uZity v pfirozené sekvencl neni preferovany
kodon, - je uiit vV syngenu.

- KdyZ. kodon. uZity v pFirozené sekvenci je preferovany
kodon, Jje to pak druhy preferovany kodon, ktery je uZit.‘

- V ' Jjistych pfipadech, napf. pro vnesenl restrikénich
mist, uiije se tfeti preferovany kodon, zejména tehdy, Je-1li
frekvence jeho uZiti dostatedn& blizkid frekvenci uZiti
druhého¢ preferovaného kodonu.

V' néasledujici tabulce je wukéazéna frekvence vyuZiti
kodonl u ¢lovéka a v adenoviru (ADV5) a pofadi preferenci
u C¢lovéka (sloupeé A) a pofadi preferenci adénoviru (sloupec

B) a vysledny vyb&r pro syntézu syngenu (sloupec C).
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Tabulka 1: Frekvence uZiti kodonl

ADVS Clovek A H
F TTT Phe .3 54.2% 1.5 43.0% 1 2
F TTC .9 45.8% 2.1  57.0% 2 1
L TTA Leu L1 1.43 0.6~ 6.0% 6 6
L TTG .2 14.2% 1.1 12.0% 4 4
L CTT Leu .3 15.6% 1.1 12.0% 3 3
L CTC .7 20.5% 1.9 20.0% 2 2
L CTA .1 12.6% 0.6 7.0% 5 5
L CTG 35.6% 4 43.0% 1 1
I ATT Ile .3 34.6% 1.5 35.0% 2 2
I ATC .6  43.8% 2.3 52.0% 1 1
I ATA .8 21.6% 0.7 14.0% 3 3

M ATG Met .6 - 100.0% 2.2 100.0%
v GTT Val .8 13.1% 1 17.0% 3 3
v GTC .4  22.2% 1.5 25.0% 2 2
v GTA .8 12.5% 0.6 10.0% 4 4
v GTG .3 52.5% 2.9 48.0% 1 1
Y TAT Tyr .8  21.6% 1.2 41.7% 2 2
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ccG 1. 23.0% 0.1 11.0% 2 4 4
ACT Thr 1. 17.7% 1.3  23.0% 2 3 2
ACC 3. 55.0% 2.2 38.0% 1 1 1
ACA 0. 12.8% 1.5 27.0% 4 2 4
ACG 0. 14.5% 0.1 12.0% 3 4 3
GCT Ala 1. 13,73 2 28.0% 3 2 2
GCC 4 45.7% 2.8. 40.0% 1 1 1
GCA 1. 12.6% 1.6 22.0% 4 3 3
GCG 2. 27.9% 0.7 10.0% 2 4 4
Cys TGT . 0. 21.5% 1 41.8% 2 2 2
TGC 1. 78.5% 1.4 58.2% 1 1 1
end TGA 0.3 61.9%
Trp TGG 1; 100.0% 1.5 100.0%
Arg CGT 0. 10.4% 0.5 9.3% 3 6 6
cGe 4. 52.4% 1.1 19.4% 1 3 1
CGA 0. 7.0% 0.6 10.0% 5 5 5
ceG 1. 13.9% 1 18.6% 2 4 2
Ser AGT 0.4 6.6% 1  13.6% 6 5 6
AGC 2. 32.6%5 1.9 24.7% 1 1 1
Arg AGA 0. 6.2% 1.2 21.0% 6 2 4
AGG 0. 10.2% 1.2 21.7% 4 1 . .3




[ ] (X1 X o0 LX XX [ X ) .

* e tes ¢ e tee [

ST U I

e0® 000 .0 (XX [ X ] L X ]

26

G Gly GGT 1 17.7% 1.4 18.3% 4 4 4.
G GGC 2.4 41.3% 2.5  33.2% 1 1 1
G GGA 1.3 21.5% 1.9 25.7% 2 2 2
G GGG 1.1 19.4% 1.7 22.8% 3 3 3

Do prvniho pfikladu specifického syngenu (syngen &. 1)
byly vneseny nédsledujici modifikace:

- V promotoru pIX: sekvence byla redukovéna jak nejvice
to bylo mozZné: zbyly fragment obsahoval pouze 56 nukleotidna
misto 135 nukleotidd puvodniho vektoru. Daldi modifikaci lze
provést vnesenim modifikace 9 nukleotidu umisténYch mezi
vazebﬁYm mistem SP1l a TATA boxem.

- V genu pIX: vSechny pozice, kde to bylo moZné, byly’
degenercvany, é sice podle pravidel.uvedenych‘VYEe, aniz by
doSlo ke zméné& vysledné aminokyselinové sekvence (sekvence 1i.
&. 1). Srovnami pFirozené sekvence a degenerovane sekvence,
stejné jako srovnéni struktury expresniho produktu téchto
sekvenci, jsou uvedeny na obr. 8. PFi pouZiti jiné strategie
je pouze 1 pozice z 10 degenerovéna, pfi pouZiti jestc dalsi
strategie pouze jedna pozice z 20 je degenerovéana.

.~ Ve vmezefeném useku mezi pIX a IVa2: sekvence tohoto
~Useku velikosti 59 nukleotidu nebyl v tomto pfikladu
modifikovéna. ,

- V genu 1IVa2: kédujici sekvence genu IVa2 byla
degenerovédna podle pravidel uvedenych vySe, kaZda 20. bp,
aniZ by byla modifikovéana aminokyselinova sekvence (sekvence
i. &. 2). Ptirozenad sekvence a degenerované sekvence, stejné
jako srovnani struktury expresniho produktu téchto sekvenci,
jsou uvedeny na obr. 9. PFi pouZiti jiné strategie je pouze 1
pozice‘z lO’degeﬁerovéna, aniz by je3té do3lo k‘modifikaci

aminokyselinové sekvence.




Struktura syngenu &. 1 je schematicky popséna na obr. 2.
Sekvence syngenu &. 1 je zndzorné&na na obr. 10 a je zde
uvedena jako sekvence id. &. 3. .

Daléim‘pfikladem syngenu je zde uvedeny syngen c. 2, ve

terém: ' | ' N

- Sekvence promotoru genu pIX © byla nahrazena
modifikovanou sékvenci uvedenou zde>jako sekvence id. &. 6.

- Sekvence genu pIX byla nahrazena seKVEnci rodle
sekvence id. . 4 bez modifikace aminokyseélinové sekvence.

- Sekvence IVaZ2 byla nahrazena sekvenci podle sekvence
id. &. 5 bez modifikace aminokyseliﬁové Sekvence.

- Polyadenyladni usek byl nahrazén Gseken, ktery nese
- stejné funkce v adenoviru typu 7 (Ad7), adenoviru subskupiny
B, ktery byl uZit jako vektor pro . pfenos genu (Abrahamsen et
al., 1997, J. Virol. 71, 8946-8951). Tato sekvence je zde
uvedena jako sekvence i. &. 7.

| Cela modifikovand sekvence nazvanid syngen &. 2 Je zde

uvedena jako sekvence i. &. 8.

3. Verifikace sekvence‘syngenﬁ

Zakladni charakteristiky pfirozené a syngenni sekvence
byly ovéfeny analyzou zpracovani dat. Cilem této verifikace
bylo wvy3etfit moZnou pfitomnost specifickych  struktur
v syngenu, a sice zejména: \

- donorovych nebo akceptorovych sestfihovych = mist
(programy SpliceView a/nebo SpliceNet) | |

- polyadenylacnich mist (program HcpoiyA) ,

- potencidlnich mist pro vazbu transkrip&nich faktoru .
(program Transfac) '

- Usekld schopnych vytvafet vspecifickbu sekundarni
strukturu jako Jsou napf. pfimé repetice, vlasenky (program
Sigscan, BNL) vcetné& odpovidajicich RNA (skladani RNA)

- konsenznich mist jako jsou CHI nebo M26.

-
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KdyZz byly takové sekvence identifikovény, odpovidajici
baze byly pfipadné nahraZeny podle strategie definované

v bodu 2 vySe.

4. Konstrukce defektnich vird nesoucich syngen &. 1 jako

néhradu za odpovidajici pfirozeny usek

1. Vychozi material: .

- Syngen ¢. 1 (sekvence id. &. 3)

~ Oligonukleotidy Syngen I a Syngen II odpovidajici 5 -
konci a 37-konci, v uvedeném pofadi, syngenu &. 1 uvedené na
obr. 7 '

- Plazmid pJJl05 (viz obr. 3)

- Plazmid pJJll0 (viz obr. 4)

- Plazmid pIC-20R (Invitrogen) ,

- Plazmid pSyngen: syngen klonovany do pBS (Stratagene).

2. Konstrukce defektniho virového genomu

Strategie konstrukce je zn&zornéna na obr. 6. _

Plazmid pJJll0 byl na3tépen Xbal a stlédné fragmenty
velikosti 4,8 a 5,0 kb byly ligovany tak, Ze vytvoFily
plaémid pJdJ201. Plazmid pJJ20l byl pak Stépen BstEII a Xmal,
‘doplnény konce a byl ligovan, &imZ vznikl plazmid pJJ202.
Mista BstEII a Xmal zQstala zachovana.

PCR amplifikaéni produkt odpovidajici fragmentu 1 genu
IVa?2 (Fgtl pro Ivaz, obr. 6) byl vytvoFfen pomoci
oligonukleotidu Syngen I a Syngen II a plazmidu pJJl05 jako
templatu. _

Sekvence oligonukleotidu Syngen I (sekvence i. &. 9):
ARCTGCCAGGCCGGCCACTAGTCGCGATGTTCCCAGCCATATCCC

Sekvence oligonukleotidu Syngen II (sekvence i. ¢&. 10):
CCGCTCGAGGTGACCGCTAGCCATTATGGACGAATGC |

Amplifikovany fragment byl vloZen do mist aSmal vektoru

pIC—ZOR‘a vytvoril se tak pJJ203. Souvisly fragment genu IVa2
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z plazmidu pJJlOS (fragment 2, oznaceny Fgt2 IVa2 na obr. 6)
byl vystfiZen pomoci NsiI/BstEII a pak vloZen do
odpovidajicich mist pJJ203, &imZ wvznikl pJJ204. Syngen byl
pak naétépen FseI/Nrul (obr. 6) a vloZen‘mezi‘odeVidajici‘
mista v pJJ204 a tak vznikl pJJ20s. |

Uplny fragment (syngen <. 1-Fgtl+2 1IVa2) v pJJ205 byl
Stépen SseB8387I/BstEII a vloZen do ‘odpovidajicich mist
v pJJ202 a vznikl tak pJJ206 (obr. 5).

Tento fragment pak byl vyuZit k pfipravé prokaryotického
plazmidu, ktery obsahuje modifikovany adenovirovy genom
(defektni v El a pfipadn& v E3) obsahujici syngen &. 1, a
sice zpUsobem podle Crouzet et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 94, 1414-1419, 1997). 2iskany plazmid byl pak
transfekovan do bunék linie 293, aby produkoval odpovidajici
virus. . N
‘ Byl proveden experiment ke srovnani kapacity vyskytu RCA
(replikac&né kompetenthich adenoviru) v prﬁbéhﬁ mnozZeni viru
v bunkach 293 u dvou vird, AV1.7 &.1 CMVp53 a Ad5CMVpS3.

‘Vektor (AV1.7 &.1 CMVp53) vybaveny sekvenci id. &. 3
(syngen €. 1) a expresni kazetou p53 (CMV-p53-polyASV40) byl
zkonstruovan podle publikace Crouzet et al. (Proc. Natl.
{Acad. Sci. USA 94, 1414-1419, 1997).

Ad5CMVPS3 obsahuje Usek pIX-IVa2 z AdS5 (nemodifikovany).
Expresni kazeta p53 je isogenni pro oba viry. Obalviry, AV1;7
¢.1 CMVp53 a AdSCMVp53, maji podobnou produktivitu v buﬁkéch}
293. 2 x 5 plékﬁ bylo amplifikovano béhém 7 po sobé jdoucich

asazil. Po ukonCeni této amplifikace bylo 2 x S vzorkd ze 7.

T

pasaZe analyzovdno  testem na  detekci  RCA. Testovaci
experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich. Vysledky
jsou uvedeny na obr. 12. ' |

Test pro detekci RCA Jje kvantitativni zplisob, ktery
umoZiuje spbéitat plaky, JjejichZ pocet odpovidd po&tu RCA
v davce testovaného vzorku. Dand davka wviru ve vzorku

(obvykle 3 x 10' vp) se uZije k infekci bun&&ného ,travniku®
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bunék, které nemaji komplementaci v trans (t3. které
neexprimuji E1, v daném pf#ipadé byly uZity bufiky AS549) na
ktery se nanese vrstva ~agaru. Po 14 dnech se pozoruje
vytvédfeni plaka v Htrévniku“, pokud pocateéni infekéni davka
cbsahovala RCA. , '
Vysledky testu na detekci RCA ve tfech opakovanich byly:
0 RCA pro AV1.7 #1 CMVp53 a 6 RCA pro AdSCMVpS53. Tento
vysledek byl statisticky vyznamny, pokud se uZila statisticka
srovnévaci metoda zahrnujici podminénou pravdépodobnost
pozorovani. Statisticky vyznamné =zlep3eni bylo poiorovéno
u.vektoru AV1.7 #1 CMVp53, ve smyslu sniZeni wvyskytu RCA
v prib&hu mnoZeni viru v bufikdch 293 u tohoto viru ve
srovnédni s konvenénim ‘virem. Tyto vysledky .ukdzaly, I:Ze
pfitomnost syngenu neovlivnila titry produkovaného viru a Ze

varky viru obsahujiciho syngen &. 1 byly bez kontaminaci RCA.

5. Funkénost defektnich vird nesoucich syngen &. 2 Jjako
néhradu za odpovidajici pfirozeny usek

Obdobné byl konstruovan podobny vektor se syngenem &. 2
vybaveny je3té expresni kazetou lacZ (CMV-LacZ): AV1.7 #2
CMVlacZ. Produktivita tohoto vektoru byla srovnana s vektorem
hesducim kazetu LacZ (RSV LacZ), JjehoZ useky pIX a 1IVa2
nebyly modifikovany - (sekvence divokého - typu Ad5) :
AV1.0ORSVlacZ. Produktivita téchto dvou vektorld AV1.7 #2
CMVlacZ a AV1.0RSVlacZ byla paralelnd testovédna na bufikéch
293. Vysledky jsou uvedeny v nésledﬁjici tabulce.

AV1.7 #2 CMVlacZ |AV1.0RSVlacZ

titr zédsob. roztoku 1 (vp/ml) 1,12 x 10 1,5 x 10--
titr zasob. roztoku 2 (vp/ml) 1,52 x 10 1,82 x 10
produktivita (vp/bunka) | 10133 12133

testovand na roztoku 2

produktivita (tdu/bukka) 203 . 207

testovand na roztoku 2
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Tyto vysledky ukazuji, Ze syngen &. 2 majici homologii
vice redukovanou neZ syngen ¢. -1 a obsahujici, kromé
umléenych mutaci v genu pIX a 1IVa2, také modifikace
nekddujicich useku (tj. promotoru genﬁ pIX a pfekryvajiéich
se polyadenylalnich sekvenci pIX a 1IVa2), pokud je vloZen
jako nédhrada za sekvence divokého typu do adenoviru typu 5 se
ukazuje jako Zivétaschopny a poskytujici | vysokou

produktivitu;

6. Konstrukce defektnich wvird, kde Je pouze pfirozené
sekvence genu pIX nahrazena degenerovanou sekvenci id. ¢&. 1
a ¢ast homologniho useku, kterd odpovidé genu IVa2, je
pfesunuta do ﬁseku E4

'V jiném provedeni vynalezu byla pouze sekvence genu pIX
nahrazena degenerovanou sekvenci id. &. 1 a &a&st homologniho
useku, kterad odpovidd genu IVa2, byla pfesunuta do useku E4.
Klonovani genu 1IVa2 bylo popséno v patentové ptfihlasce
WO 96/10088, kterd je zde zahrnuta formou odkazu.

Nejdfive byl zkonstrubvén plazmid pIEll, ktery obsahuje
3 useky uvedené niZe klonované do plazmidu colEl, ktery nese
geny'KanR a SacB: | ‘ '

- PCR produkt | amplifikovany z Ad5 pomoci
oligonukleotidovych primeru:

5’—atcgathATAACAGTCAGCCTTACC—3f a

5'~agctgaattCCATCATCAATAATATACC—3',

'pfiéemz tento produkt obsahuje pravy usek ITR a promotor

E4 aZ po ATG z orfl, ale ne v&etné (nukleotidy 35525 a%
- 35937)

- ¢DNA genu IVa2, kterd je popséna v patentové ptihladce
WO 9610088 |

- fragment XcmI-EcoRV 2z AdS5, ktery obsahuje sekvence
potfebné pro sestfih orfé E4 a kdédujici sekvence orf6 aZ po

nisto EcoRV. -
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CDNA IVaz v plazmidu pIEll p#edchézi nadbytedny ATG.
‘Toto misto bylo zru3eno v plazmidu pIE1l mistné-cilenou
" mutagenezil pomoci soupravy ~Transformer Site-Directed
" Mutagenesis Kit“ firmy CLontech. Byl tak vytvofen plazmid
'pIE12, kde bylo toto ATG misto odstranéno. B

Plézmid pPIEl2c odvozeny z plazmidu‘pIEl2 obsahuje genom
adenoviru 5 modifikovany nésledujicim zplsobem: gen IVa2 byl
presunut ze svého pFfirozeného lokusu do useku E4, nahradily
se orfl a? orf4 z E4 ve prospéch IVa2 cDNA, odstranil se E3,
vloZila se kazeta RSV-lacZ misto El. Plazmid pIEl2c byl
ziskéan rekombinaci plazmidu pXL27SBBGal'popsaného v_paténtové
pfihladce WO 96/10088 pomoci techniky popsané v Crouzet et
al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 1414-1419, 1997, které
.jsou zahrnuty formou odkazu) .

Po eniymatickém Stépeni PacI byl plazmid pIEl2c
transfekovan do bun&k 293 a ziskany virus byl namnoZfen. Byl
pozorovéan restrikéni profil viru AdIEL2, ktery byl ocCekéavan.

Analyzy provedené na varkdch produkovaného viru ukazaly,
Ze pfitomnost degenerované sekvence genu pIX na misté
pfirozené sekvence a pfesun genu IVa2 do useku E4 neovlivnily
titry produkovanéhd viru a Ze wvarky viru neobsahovaly.
kontaminace RCA, kdyZ byly testovény v podminkdch popsanych

v pfredchozim ptikladu.’
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SEZNAM SEKVENCT

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GISLEM 1:

34

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
424 parl bazi
TYP: nukleovad kyselina
TYP VLAKNA: jednoduché
TOPOLOGIE: lineédrni

(A)
(B)
(C)
(D)

DELKA:

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(1ii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(1x) ZNAKY: L
(A) JMENO/OZNACENI:
(B) POZICE: 1..424

CDs

X X3

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:

ATG TCC ACS AAT TCC 7T
Met Ser Thz Asn Ser

1

ACC
Thr

TCC
Ser

TAT
Tyr

GCC
Xla
65

TTT
Phe

Gac
Asp

&

GAG
Glu

AGC
Ser

CGG ATG ccT
Arg Met Pro
20

ATC GAC GGC
Ile Asp Gly
35 .

GAA ACT GTC

Glu Thr val ¢

50

AGC GCT GCC
Ser Ala Ala

CTC TCC CCT
leu Ser ®ro

GAT AAA CTG
Asp Lys Leu

CTG AAC GTG
Leu Asn Vval
118

GCT CTZ AAA
Ala Leu Lys
130

5

ccc
Pro

cTG

Leu
85

ACC
Thr

GTG
val

GCC
Ala

Phe

ccT
Pro

GGC
Gly

GCT
Ala
70

ola
Ala

GCC
Ala

AGC
Ser

cT
Ser

GIG
Val

ACC
Thr
55

ACT
Thr

TCcc
Ser

AGC
Sex-
135

GGC
Gly

(elefas
Gly

CTC
Leu
40

CCA

Pro

GCT
Ala

AGC
Ser

CCA
o

ce
Ser

GTC
val

25
CCcT
Pro

cTG
Leu

ATC GTC TCC AGC TAC CTG ACC
Val Ser Ser Tyr Leu Thr
15

Ile
10

efciol

Arg

GCC
Ala

GAA

Glu

GCC
Ala
7¢]

CAG
Gln

CTG
Leu

AAC
Asn

CcaaA AAC
Gln Asn

AAT AGC
Asn Ser

ACC GCC
Thr Ala

69

ATC GTC
Ile val
75

AGC CGC
Ser Arg

CTG GAC
Leu aAsp

GAC CTC
Asp Leu

GCC GTT
Ala val
140

GTC
Val

ACC
Thr

45

GCA
Ala

ACC
Thr

AGC
Ser

AGC
Ser

CGG

Arq'

125

TRA

ATG
Met

30

ACT

Thr

AGC
Ser

GAT
Asp

CcT
Ser

CTG
Leu

113

GGA
Gly

CTG
Leu

Geo
Ala

IIC

Phe

GCT
Ala
- 95
ACT

T™hr

CAA
Gln

AGC
Ser

ACT

Thx

GCA
Ala

GCC
Ala
80

CGG
Arg

AGG
Axg

GTG
val

48

56

144

192

240

288

384

424
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(2) INFORMACE FRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGIsSLEM 2

(1)

(ii

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A)

(B)
(C)
(D)

) TYP

DELKA:

TOPCLOGIE:

357 parna bazi-
TYP: nukleovd kyselina
TYP VLAKNA:jednoduché
lineadrni

MOLEKULY:

cDNA

(1ii) HYPOTETICKA: ne

(A)
(B)

ZNAKY :

OPACNA ORIENTACE: ne

JMENO/OZNACENT: CDsS
1..354

POZICE:

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE

ATC
Ile

ATG
Met

CTG
Leu

GCZT
Ala

CAT
Hdis

65
cCcT

Pro

ATA
Ile

GCG
Ala

GCG
Ala

CAC
His

CCcC
Pro

CAG
Gin
50

GAA
Glu

ATG
Met

CAC
His

cGG
Arg

AAC
Asn

ccc
Pro

GCT
Ala

TAT
Tyr

AGG
Tg

Lys
115

CTA
Leu

TCC

Ser

20

GCA
Ala

TCC
Ser

CTC
Leu

CTG
Leu

ACC
Thr
100

ACT
Thr

CAG
Gln

AAC
Asn
85

CTG
Leu

~n
~ 4

Pro

ATA
Ila

CTT

Leu

AGC
Ser

TAC
Tyr

TGG

Mo
-a

79

Ile

AAC
Asn

Lys

TGC
Cys

CAG
Gln

GAC
Asp

TAA

TCC
Ser

CGZ

Azg

cu:?
Leu
40

TGG
Tr

TAC

AGC
Ser

CGA
Axr

AAG
lvs

-

TTC
?he
25

S IDENTIFIKACNIM CIsLEM

CTG AAA

Leu

ATT

'ile

CTC
Leu

CAaC
His

GAC
Asp
105

CAT
His

Asn

GAC
Asp

C TAC

Tys

cee
Pro
75

CTG
Leu

ACT
Thr

[
i3

(1]

~
—

Asn

AGA
Arg

CAC
His

ATA T

Ile

TAC
Tyr

Phe
45

ACC

Thr

GAC
ASp

GTC
Val

CGG

r Arx

ACC
Thr

30

AGG
Arg

ACT

Thr

GGG
Gly

CcTC
Leu

GCC
Ala
110

CCA
Pro
15

AAG
Lys

CAC
His

CCG
PTc

CTT
Leu

GAA
Glu
- 95

TAC
Tyr

CGT
Arg

GGA
Gly

CAC
His

CAG
Gln

ATG
Met
80

Lys

CGC
Arg

LA X 2

.e

*s

43

96

144

182

240

288

336

357
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

(i) ,
(A) DELKA:
(B)
(C)
(D)
(ii) TYP

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

941 pard bazi

MOLEKULY: cDNA

(111) HYPOTETICKA: ne

TYP: nukleova kyselina
TYP VLAKNA: jednoduché
TOPOLOGIE: linedrni

exon

(iv) OPACGNA ORIENTACE: ne

(ix) ZNAKY: _
(A) JMENO/OZNACENT:
(B) POZICE: 1..941

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GISLEM 3:

GGCCGGCCGT
TCTTATGTAG
TGACGGCTCC
CCAAAACGTC
TCTGACTTAT
CGLTECCGEC
CTCCAGCGET
GCTGGACAGC
ACAAGTGAGE
ACCAGACTCT
CCGCGLGCGG
GAGGACGTGG
ATGGAGGTAS
STAGCAGGAC
GGSCAGTCCC

GGATATGAGA

CGACTGTGTG
TTITGTATCT
ATCGTICTCCA
ATGGGAAGCT
GAAACTGTCA
GCTACTGCTC
GCCACCTGTA
CTGACTAGGG
GCTCTCAAAG
GTTTGGATTT
TAGcccccAd
TAAAGGTGGC
CACCACTGGA
CGCTGGGCIGT
TTGGTGTAAG

TGCATCITGS

GGCGTGSCTT

GTTTIGCAGC

GCTACCTGAC
CCATCGAZGG
GCGGCACCAC

GGGCATCGT
GCTCTGCTCG

AGCTGAACST

‘CCTCTAGCCC

GGATCAAGCA
ACTAGCGGTC
TCTGGATGTT
GAGCTTCATS
GGTGCCTGAA
TSTTTACGAA

ACTGTATTITT

AAGGGTGGGA
AGCCGCCGECT
CACCCGGATG
CAGGCCTGTG
ACTGGAAACC

CACCGATTTC

GGTGAGCCAA
ACCTAACGCC
AGDGTCTTIGT
TCGGTCGTTC
CAGATACATA
CTGCGGAGTG
AATGTCTTTC
GCGG

TAAGC

TAGSTTCGCG

AAGAATATAT
GCCATGTCCA
CCTCCCTGSE
CTCCCTGCCA
GCCGCAAGCG
GCCTTICTCT
cTGACCECCT
CAACTCCTGG
CTTTAAAACA
TGICTTTAIT
AGGGTCCTST
GG:ATAAGCC
GTGTTGTAGA
ACTAGCAGGS
TGGGAGGGGT

A

AAGSTGGEGG
CGAATTCCTD
CTGGCGICCG
ATAGCACCAC
CTGCAGCCAG
CCéCTCTGGC
TGCTGGCTCA
ACCTCCGGCA
TAMATARAAS
TAGGAGTTTf
GTAT?TTTTC
CGTCTCTSSS
TAATCCAGTC
TGATTGCCAG

GCATACGTGG

6a
120
180
240
300
360
420
480
540
600 -
660
720
780

840
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{2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA:
TYP: nukleovd kyselina
TYP VLAKNA:jednoduché
TOPOLOGIE:

(ii)

(A)
(B)
(C)
(D)

423 part bazi

TYP MOLEKULY:

linedrni

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv)

(ix)

(x1)

ATG
Met

ACG
Thr

AGC
Ser

'TAC
- Tyr

GCT
Ala
65

TTT
Phe

GAT
Asp

GAA
Glu

. TCT
Ser

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGISLEM

AGC
Ser

CGC
Arg

ATT
Ile

GAA
Glu
1]

AGC
Ser

CTG
Leu

GAC
Asp

cTT
Leu

GCC
Ala
130

cDNA

OPACNA ORIENTACE: ne

ZNAKY: o
(A) JMENO/OZNACENT: CDS
(B) POZICE: 1..423

ACG
Thr

ATG
Met

GAC
AsSp
35

ACC
Thr

GCC
Ala

AGC
Ser

Lys

‘AAC

Asn
115

CTC
Leu

AAT
Asn

GGT
Gly

me
a9

val

GCT
Ala

CCG
Pro

TG

~eU

100

GTC
val

AAG
Lys

TCG
Sex
5

ccc

Pro

CGC
Arg

m
(1]
D}

GCA
Ala

cTT
Leu
85

ACG

Thr

GTT
Val

GCT
Ala

TIT
Phe

TGS
Trp

ccr
Pro

GGC
Gly

GCT
Ala
70

GCC
Ala

GCT
ia

TCT
Ser

TCT
Ser

GAC
Asp

GCC
Ala

GTC
val

ACG
Thr
55

ACC
Thr

AGC
Ser

CTT
Leu

CAG
Gln

TCC
Ser
135

GGA
Gly

GGG
Gly

CTG
Leu
40

CCG
Pro

GCC
Ala

AGT
Ser

CTG
Leu

CAA
Gln
120

cCT
IO

AGC
Ser

716G

Leu

CGC
Azg

GCA
Ala

GCT
Ala
105
CTG
Leu

cce
Pro

ATC
Ile
10

CcGC

Axg G

GGC
Gly

~
LSS

Ala
990

CAG
Gln

76
Leu

Asn

GTC
val

~ = )

7ce
Ser

CTG
Leu

GAC
Asp

Gece
Ala

TCT
Ser

GCA

Ala

&0

GTG
val

CcG?

Arg

GTT
val
140

TCA
Serx

GTC
Val

ACC
Thz

45

GCA
Ala

ACT

Tho

TAC
Tyr

ATG
Met
30

ACT
Thr

TCC
Ser

GAT
Asp

TCA TC

Ser

eT

Ser

cGe
Arg
125

Ser

TTG
Leu
110

CAG
Gln

TTG
Leu
15

GGC
Gly

GCC
Ala

95.

ACT
Thr

CAA
Gln

ACC
Thr

TCC
Ser

ACC
Thr

GCC
Ala

-GCT

Ala
80

CGC

Arg

CGG
Arg

GTIT
val

4:
48
56

144

192

240

288

384

423
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACN&M CISLEM 4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA:
TYP: aminokyselinové
TOPOLOGIE:

(i1)

(A)
(B)
(D)

141 aminokyselin

linearni

TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM

Thr

Ser

Phe

Asp

Glu

Ser

Arg

Tle

Glu

50

Leu

b
U]
'd

Leu

Ala
130

Thr
Met

Asp
35

Thr

Asn
115

Leu

Pro
2C
Gly

val

Ala

Leu

100

val

Axg
Ser

Ala

val

ala

Gly

Ser

Ser Ser

Ala

val

Thr

Leu
40

by P:O

Ser

Leu

Gln
120

Ser
val
25

Pro

Leu

Ala
105

Leu

Pro

Ile val
10

Arg Gln

Ala Asn

Glu Thr‘.

Gly Ile

Ala Serx
g0

-Gln Leu

Leu Asp

Asn Ala

.Ser

Asmn

Ser

Arg

Asp

vVal
140

Val

Thzr

45

Ala

Thr

Ser

Serx

CisLEM

Tyr Leu
15

Met Gly
30

Thr Leu

Ser ‘Ala

Ser Ala
95

Leu Thr
110

Gln Gln

4

Thr
Ser.
Thr
Ala
Ala

80
Arg

Arg

val
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*

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GISLEM 5:

(x1)

ACCT
Thr

AGG
Arg

ACCT
Thr

GGG

X

Gly
- CTIG

leu
65

GCC
Ala

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 270 para bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA:jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/0zZNACENI: cDs

POPIS SEKVENCE:

AAG
Lys

CAT
His

cCco
Pro

CTG
Leu
50

GAA

Gliu

TAT
Tyr

(B) POZICE: 1..270

GGC
Gly

CAC
His

CAG
Gln

35
ATG
Mat

Ly;

CcGC
Arg

c2G
Leu

cee
Pro

CAG
Gln

GAA
Glu

¢ ATG

Met

CGC
Arg
€5

CTC
Leu

cGe
Arg

GCC
Ala

TAT
Tyr

AGS
Arg
70

ARA
Lys

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

CIc

Leau

€76

Leu

ACC
Thr

ACC
Thr

e
-

Leu

10
GAC
AsSD

TGC

Cys

CAG
Gln

GAC
Asp

TAA

90

CTA
Lea

TGG
Trp

TAC

cGA
Arg
75

cTC
Leu

ATC
Ile

CTG

Leu

CAC
Hes

60

GAT

Asp

A”AA

cIT
Leuw

cGC
Azg

GAC
Asp

TAC
-

30

ccc
Pro

TAT

TGG
Trp

AAT
Asn

AGA
Arg

Cac
Els

TCC
Ser

7
Phe

ACC
Thr

GAC
Asp

GTC
val

-

[elcies
Arg
80

48

144

240

270




(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

(1)

(A)
(B)
(D)

DELKA:
TYP:
TOPOLOGIE:

40

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
90 aminokyselin
aminckyselinova

linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(x1)

Thr Lys Gly

Arg His His

Thr

Gly Leu Met

30

Glu Lys

Tyr Arg

Leu

Ala
20

Ala

Prc

Gln

Glu

Eis

POPIS SEKVENCE:

Leu

Arg

Ala I

Arg
70

Lys

Al

a

Ser

Leu

55

Thr

H

Cys
Gin
40

Asn

Leu

Leu
10

Ser

Tyr'Asp
238

Trp Cys
Ile Gln

Asn

Lys ~
90

Leu Leu
Trp Ile
Leu

Tyr

Ser

His
45

Leu

Asp

TYyr

P

30

Io

Tyr

3

Ser

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

Pre

Asp

val

Arg
8C
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 103 paru bazi
(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) TYP VLAKNA:jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: jin& nukleovd kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: -
(B) POZICE: 1..103
(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GISLEM 6:

GGCCéGCCGT CGACTGTGTG GGCGTGGCAT AAGGGTGGGA AAGAATATAT AAGGTCGGGS 60

TCTCATCTAG TCTTGTATST GATTTGCAGT AGCCGCCGLC ACC 103

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 52 parQt bazi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA:jednoduché
(D)

- TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY: |

(A) JMENO/OZNACENI: -
(B) POZICE: 1..52

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

AGATCTCAAA TCAATAAATA AAGAAATACT TGTTATAAAA ACAAATGAAT GT ' 52
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM  8:

(1)

(B)
(C)
(D)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 847 parQ bazi

TYP: nukleovéd kyselina
TYP VLAKNA:jednoduché

TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina

(1ii) HYPOTETICKA: ne

(iv)
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENT:
1..847

(B)_POZICE:

OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:

GCCCGGECaT
TCTCATCTAG
TGACGGAAGC
CCAGAATGTC
TTTGACCTAC
CGCCGCTGCA
CAGCAGTGCA
GCTGGATTCT
GCAAGTTTCT
TAAATAAAGA
CGATAGGCCT
TGATAAAGGT

TAGCACCACT
GAGCGCTGSG

CCCTTGG

CGACTGTGIG
TCTTGTATCT
ATCGTCAGCT
ATGGGCTCCA
GAAACCGTGT
GCTACCGCCC
GCCTCCCLTT
TTGACTCGGG
GCCCCTCAAGS
AATACTTGTT
GGGACCAGCG
GACTCTGGAT

GCAGGGCTTC

CGTGATGCCT

GGCGTGGCAT
GATTTGCAGT
CATAcrréAc
GCATTGACGG
CTGGCACGT

GCGGGATCGT
CATCTGCCCG
AACTTAACGT
CTTCTICCCC
ATAAAAACAA
ATCTCGGTCS
ATTCAGATAC

ATGITGCGGS

AAAAATGTCT

AAGGSTGGGA
Acccqccécc
éACGcccATG
TCGCCCTGTC
c}erAAAcr
GACTGATTTT
CGATGACAAA
CSTTTCTCAG
TCCCAATGCC
ATGAATGTTT
TTGAGGGTCC
ATGGGCATCA
GTGGTATIGT

TTGgGTAGCA

AAGAATATAT
ACCATGAGCA
CCTCCCTEGE
CTGCCTGCAA

GCAGCATCCG

GCTTTTCTGA

TTGACGGCTC
CAACTGTTGG
GTTTAAAGAT
ATTTAGGGGT
TATGTATTTT
GCCCGTCTCT

AGATGATCCA

AGCTGATTGC

‘.

AAGGTCGGGS
CGAATTCGTT
CCGGERETGCE
A;TCTACCAC

CCGCCGITAG

‘GCCCGCTTGC

TTCIGGCTCA
'ACCTGCGCCA
CTCAMATCAN

TTTGCGCGCG

TTCCAGGACG .

GGGGTGCAGG

GTCGTAACAG

GAGGGGTAGS

60
120
180
240
300
360
420
480
540
1600
660
720

78¢C
8490

847
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(2) INFORMACE PRO‘SEKVENCi S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 44 pard bazi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA:jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jind nukleova kyselina
(1ii) HYEOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY: ‘
(A) JMENO/OZNACENT: -
(B) POZICE: 1..44

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM O:

AACTGCAGGCCGGCCACTAGTCGTGATGTTCCCAGTCATATCCC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 10:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 37 parQ bazi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA:jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(11) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(1ii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(ix) ZNAKY:

(A) JMENO/OZNACENI: -
(B) POZICE: 1..37

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:

CCGCTCGAGGTGACCGCTAGCCATTATGGACGAATGC
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob sniZeni frekvence intra- nebo
intermolekuldrnich homolognich rekombinaci mezi buné&nou
chromozomalni nukleovou kyselinou kédujici komplementujici
funkce defektniho adenoviru a extrachromozomdlni nuklecvou
kyselinou- obsahujici genom defektniho - adenoviru
vyznacujici se tim, Ze sekvence alespon jedné =z
partnerskych ‘rekombinujicich nukleovych kyselin Jje
modifikovana takovym =zplsobem, Ze je sniZena homologie s

druhym partnerém (partnery) .

2. Zpusob podle naroku 1 vyznadc¢uijicdi s e

tim, Ze sekvence je kédujici sekvence a je degenerovana.

3. ZpUsob podle nédroku 1 vyznadc¢uijici s e
tim, Ze sekvence je degenerovand v poméru alespoil 1 pé&r bazi
z kaZzdych 20 parQ bazi, vyhodné v poméru alespoii 1 par bazi

z kazdych 10 para bazi.

4. Zpﬁsob podle naroku 1 vyznacduijici 'se

tim, Ze sekvence je degenerovanéd ve v3ech moZnych pozicich.

5. Zpusob podle ndroku 1 vyznaduijici S e
tim, Ze degenerace je vytvoFfena jako funkce wvyuZiti kodont

v komplementujici bufice.

6. Zpusob podle nédroku 1 vyznadé&uijicdi S e
‘tim, ie.chromozomélni nukleovad kyselina uUsek El adenovirového
genomu, spolu s lemujicim Usekem, a extrachromozomidlni
nukleova kyselina obsahuje genom adenoviru, ktery je defektni

v Useku E1.
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7. Zpusob podle néroku 6 vyznacéuijici s e

tim, Ze sekvence genomu adenoviru, ktery je defektni v Useku

El, je degenerovand v genu pIX.

8. ZpGsob podle nédroku 7 vyznadcuijici se
tim, Ze sekvence genomu adenoviru, ktery je defektni v uUseku

El, Jje navic degenerovanad v genu IVa2.

9. Zpusob pripravy defektnich rekombinantnich adenovirt
vnesenim do bunky genomu defektniho  rekombinantniho
adenofiru, vyznacuijilci s e tim, Ze tento genom
nese:

- deleci useku E1

- degeneraci genu pIX a/nebo IVa2.

10. Defektni rekombinantni adenovirus, jehoZ = genom
ocbsahuje alespofi jeden Usek, jehoZ sekvence je modifikovana
takovym zpUsobem, Ze je sniZena frekvence intermolekularnich
homolognich rekombinaci s chromozomdlni nukleovou kyselinou
kédujici jeho komplementujici funkce, pticemZ tato sekvence
je modifikovéna takovym =zplsobem, Ze je sniZena homologie

s druhym partnerem (partnery).

11. Adenovirus podle néroku 10, ve kterém je modifikovan

kodujici usek a degenerovany usek obsahuje gen pIX.

12. Adenovirus podle néaroku 11, kde degenercvana

sekvence obsahujici gen pIX je sekvence id. &. 1.

13. Adenovirus podle naroku 11 nebo 12, ve kterém je-
navic gen IVa2 pfitomen v genomové pozici odlidné od plvodni

pozice.
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14, Adenovirus podle néroku.l3, kde gen pIX Jje umistén

v Useku E4.

15. Adenovirus podle naroku 10, kde degenerovany Usek

obsahuje geny pIX a IVa2.

16. Adenovirus podle ndroku 15, kde degenerovany usek je

sekvence id. &. 3.

17. Adenovirus podle kteréhokoliv z naroka 10 aZ 16,

ktery obsahuje deleci useku ELl.

18. Adenovirus podle naroku 11 nebo 12,'kde degenerovana-

sekvence genu pIX je sekvence id. &. 1.

19, Buiika obsahujici defektni adenovirus, ve které
sekvence bunélné chromozomalni nukleové . kyseliny, ktera
kéduje komplementujici funkce defektniho adenoviru, nebo
sekvénce extrachromozomalni nukleové kyseliny, kterd obsahuje
genom adenoviru, je modifikovadna takovym zpUsobem, Ze Je

sniZena homologie mezi obéma nukleovymi kyselinami.
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Degenerace v pIX
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Degenerace v Va2
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