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Redeni se 15k rpusobu snizeni vyskviu rekombinaei mesi
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Metody sniZeni vyskytu homoelognich rekombinaci, adenovirové vektory a buiiky obsahu-
Jici defektni adenovirus

Oblast techniky

Predklidany vynalez se tyka zpisobu snizeni vyskytu udalosti homologni rekombinace mezi
nukleovymi kyselinami. Tyka se také pouZiti téchto metod ve zpiisobech pro piipravu nukleo-
vych kyselin jako jsou plazmidy nebo virové vektory. Predkladany vynalez se také tyka novych
virovvch konstrukta,

Dosavadni stav techniky

Rekombinace mezi nukleovymi kyselinami je v molekularni biologii dobie znamy jev. Rekom-
binace jc molekuldrni mechanismus, kterym vznikaji nové kombinace genctického materialu, coz
prispiva k Darwinovské evoluci tim, ze poskytuje zdroj materialu pro prirodni vybér. Geneticka
rekombinace, ktera vyzaduje silnow sekvenéni homologii mezi za¢asténymi nukleovymi kyseli-
nami s¢ obeene oznacuje jako homologni rekombinace. V pribéhu homologni rekombinace dojde
k vyméné genetick¢ informace mezi dvéma Gseky nukleové kyscliny. pritemz tato vyména mize
byt reciproka (pak jde o tzv. crossing—over™) nebo nereciproka (pak jde o tzv. konverzi).

V pribéhu meioze je homologni rekombinace zodpovédna za zmény v uspoiadani genctické
informace a hraje dileZitou roli ve spravné segregaci chromozémi. V prilbéhu mitozy se homo-
logni rekombinace podili na reparacich DNA. V jejim disledku méze dojit ke zménam uspotada-
ni genomu jako jsou napf. delece a duplikace, jestlize se (¢astni dispergované homologni tscky,
ncbo také kontrakee nebo expanze, pokud zahrnuje tandemové opakované sekvence {tandemové
repetice),

Mechanismus, ktery probihaji homologni rekombinace. byl z asti objeven. Tak napf. v bakle-
riich homologni rckombinace zacing krokem. ktery zahrnuje jednofetézcovy konec (Holliday
1964. Meselson [975). Naproti tomu v eukaryotickych organismech vétsina dosavadnich vysled-
K predpokiada mechanismus dvoutetézcového zomu (DSB. .double strand  break™.
Szostak etal., 1983). DSB se vyskytujc na pocatku dvou hlavnich mechanismi homologni
rekombinace, & sice konzervativniho. pedle kterého viechny nukleové kyseliny Gicastnici se
v rekombinaci jsou pfitomné v rekombinaénich produktech {Szostak et al.), a druhého nekonzer-
vativniho, pfi kterém dojde ke ztraté nékterych sekvenci. V somatickych buiikach saved se vétsi-
na udalosti homolognich rekombinaci formou DSB-odehrava nekonzervativnim zplisobem
(Linetal., 1990, Jeong-Yu, 1992).

S neustalym rozvojem biotechnologii dochazi ke stale vétdimu vyuzivani DNA: pro produkci
rekombinantnich proteini. k vytvafeni transgennich zvifat. pro genovou terapii a pod. V téchto
ruznych oblastech miize nckontrolovana rekombinaéni udalost predstavovat v nckterych pripa-
dech znaénou nevyhodu.

Tak napt. v ptipadé produkce rekombinantnich proteinu, rekombinace (rekombinacni udalosti)
v expresnim plazmidu mohou (intramolekularni rekombinace) mohou vést k vystfizeni expresni
kazety pro transgen a tim ke ztraté exprese. Rekombinace muze byt také pocatkem vystiizeni
expresni kazety, ktera je stabiln¢ integrovana v genomu hostitelskych produkénich bunék a tak
indukovat ztratu stability.

Jinym pfikladem nepfiznivych o¢inki spojenych s vyskytem uddlosti homologni rekombinace je
vyskyt homologni rekombinace v pribéhu konstrukce a pfipravy vektord, zvlasté virovyceh vekto-
ri. Virové vektory (adenoviry, retroviry, adeno—asociované viry, herpetické viry atd.) predstavuji
zvlaste ucinné prostredky pro prenos nukleovych kyselin do bunék inr vitro, ex vive nebo i vive.
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Pro konstrukci defektnich virovych vektoril se aseky, které jsou nezbytné pro replikaci viru divo-
keho typu, obeené feteno. odstrani 7 genomu a nahradi se pozadovanou nukleovou kyselinou.
Aby bylo mozné pak tyto viry produkovat a amplifikovat. je tieba komplementovat (tzv. v trans)
odstranéné funkce (bud'to v plazmidu nebo ve formé, ktera jc integrovana v genomu produkénich
bunck. nebo tzv. pomocnym virem helperem). Avsak v nékterych piipadech dochazi k vyskytu
udalosti homologni rekombinace i mezi defektnim virovym genomem a komplementujici funkei,
¢imz se mohou rekonstituovat replikujici se virové castice. TakZe vektory ziskané 2 adenoviri se
obeené mnozi v komplementacnich bunéényceh liniich (napt. linie 293 nebo linie s ni pfibuzné),
do nichZ byla integrovana ¢ast virového genomu. Konkrétné linie 293 obsahuje levou &ast (asi |1
az 12%) genomu adenoviru sérotypu 5 (AdS), kiera obsahuje levy usck IR, enkapsidacni usek
aflisek .1 véetne Ela, Elb a &4st dseku kodujiciho proteiny plX a [Va2. Tato linie je schopna
komplementovat v trans rekombinantni adenoviry. které jsou defekini v iseku L1, tj. postradaji
cely nebo Cast useku E1, ktery je nezbytny pro replikaci. Avsak existuji aseky homologic mezi
usekem adenoviru. ktery je integrovan do genomu bunééné linie a DNA rekombinantniho viru,

JehoZ produkee je pozadovana. Z tohoto ditvodu mize dochazet k riznym rekombinaénim udé-

lostem v prilbéhu produkce viru, ¢imz vanikaji replikujici se virové &astice, zejména adenoviry
typu El+. Jak ukazuje obr. 1. mize jit o jednoduchou rekombinaéni udalost. po které nasleduje
zlom chromozému (obr. 1A) nebo dvojitou rekombinaci (obr. 1B). Tyto dva typy modifikace
vedou k nahrazeni levé Casti rekombinantni DNA, ktera postrada funkéni usek C1, odpovidajicim
asekem, ktery je piitomen v bunééném genomu a ktery nese funkéni kopii Gseku 1. Aviak
vzhledem k vysokému titru rekombinantnich vektorii produkovanyeh linii 293. pravdépodobnost
vyskytu takovychto rekombinantnich udalosti je velmi vysoka. Skutecné bylo zjisténo, ¢ mnoho
varek defekinich rekombinantnich adenovirovych vektori je kontaminovano replikujicimi sc
virovymi Casticemi.

Pritomnost replikujicich se virovych ¢astic predstavuje znaénou nevvhodu pii aplikacich pfenosu
genli in vitro nebo in vivo (znaéné riziko mnozeni viru a jeho nckontrolovaného rozsiteni).

Stejna problematika existuje pii vytvafeni defektnich retrovirt. Konstrukce defektnich retroviri
s¢ provadi obeené tak. Ze se odstrani virové kodujici seky (geny gag. pol a env). které jsou
nahrazeny v irans produkéni bunéénou linii, Zde opét existuji pro nékteré popsané linie piekry-
vajici se Gscky mezi genomem defektnich retroviri a komplementujicimi funkcemi (1). geny)
nesenymi produkenimi busikami. Zejména se to tyka bunck PA317, Psi2 a dalgich. Tudiz v téchto
usecich mize dochazet k uddlostem homologni rekombinace, ¢imz mohou vznikat replikujici se
virové ¢astice.

Predkladany vynalez se tykd zpusobu snizeni frekvence rekombinaci mezi dvéma danymi
nukleovymi kyselinami a tim minimalizace dopadu této udalosii na biologické procesy.

Konkrémeji se predkladany vynalez tykd zpisobu snizeni frekvence homolognich rekombinaci
mezi dvéma danymi nukleovymi kyselinami nebo dvéma tseky nukleovych kyselin.

V dosavadnim stavu techniky byly ke snizeni vyskytu homologni rekombinace uzity razné zpQ-
soby zaloZzené na shodném principu: nahradit nebo odstranit Gseky homologie. Urcité plazmidy,
které dovoluji expresi pozadovanych gend, nesou Gseky. které jsou homologni s genomem hosti-
telskeé buriky. Miize 1o byt zejména promotorovy tsek, markerovy gen nebo replikacni pocatek.
Aby se sniZilo riziko rekombinace, bylo navrzeno nahradit tyto useky jinymi, které ngjsou homo-
logni (napf. tedy jinym promotorem a pod.). Navic bylo navrzeno, aby se omezilo riziko rckom-
binace v pribéhu produkee virovych vektord, odstranit takové sekvence, které Jjsou homologni
mezi komplementujicimi geny a defektnim virovym genomem.

Patentova pfihlaska WO 97/00326 popisuje bunécnou linii pro produkei adenovirt, oznacenou
PER. ktera obsahuje omezenou ¢ast adenovirového genomu nesouci tsek Et. V této linii jsou
okrajové sekvence. které jsou homologni s genomem defektniho viru, omezeny, coZ snizuje
mo7nc riziko homologni rekombinace mezi temito scky. Podobné v patentove prihlasce




Fl

10

15

b
il

30

p—
"

40

h

C7 299797 B6

WO 95/11984 je popsana konstrukce rekombinantniho adenoviru nesouciho deleci useku El.
kterd zasahuje az do ¢asti genu pIX. V takovém piipadé to jiZ neni Gsek. ktery je modifikovan,
ale delece je nescna defektnim genomem viru a je rozsifena. Vysledkem je také snizen rizika
vyskytu rckombinace, i kdyZ Gseky homologie ziistavaji.

Aviak zatimeo tyto zplsoby umoznily snizit riziko homologni rekombinace mezi bunéénym
a virovym genomem, a tim riziko. ze vzniknou varky viru, ktery je kontaminovan replikujicimi se
virovymi ¢asticemi, neumoziiuji eliminovat toto riziko (plné a/nebo vyzaduji konstruket a ovéfe-
ni novych bunétnych linii, coz je velmi pracné. A navic nahrazeni sekil Jinymi neni vzdy dosta-
te¢né. zejména pokud jde o G&innost.

Podstata vvnalezu

Predkladany vynalez popisuje novy zpiisob snizeni inter- a intramolekularnich homolognich
rekombinaci. Vyndlez také popisuje pouziti téchto zpisobd k produkei defektnich virf, kters
nejsou kontaminovany replikujicimi se virovymi asticemi. Vyndlez dale popisuje nové virové
konstrukly. kter¢ mohou byt amplitikovany v jiz existujicich bunénych liniich, kter¢ jsou z hle-
diska titru nejicinngjsi. a pfitom se znaéné snizenym rizikem vzniku replikujicich se virovych
castic.

Pocatecni dilezity krok homologni rekombinace je vzajemné rozpoznani mezi dvéma nukleovy-
mi kysclinami (intermolekularni rekombinace) nebo mezi dvéma uscky téze motekuly (intramo-
lekularni rekombinace). Tento krok je vysledkem pFimé interakce mezi dvéma homolognimi
Gseky.

Homologni rekombinace mezi dvéma nukleovymi kyselinami Je zaloZena na existenci sekvenéni
identity nebo silné sekvenéni homologie mezi dvéma eseky téchto nuklcovych kyselin a obeciné

Je zavisla na dvou faktorech: mife homologie a délce homologniho tseku (1. homolognich ascki

nesenych nukleovou kyselinou nebo dvéma nukleovymi kyselinami). Navic frekvence vyskytu
homologni rekombinace je ovlivnéna nékterymi specifickymi useky nukicovych kyselin. Bylo
pozorovano. Ze nékteré Gseky jsou schopny rekombinace s vyssi frekvenci ne primérmou. Bylo
zjisténo. ze tyto lokalizované variace ve frekvenci mohou byt zpisobeny specifickymi sckven-
cemi jako jsou CHI mista v £ coli nebo M26 mista v & pombe {Gangloff et al., 1994).

Na rozdil od strategie vyuzité ve zpisobech dle dosavadniho stavu techniky, zpisoby podic pted-
kladaného vynalezu ngjsou zalozeny na deleci (odstranéni) dsckii homologic v partnerskych
molekulach nukleove kyseliny. Zpiisob podle vynalezu Je zalozen originalnim zpisobem na
moditikaci sckvence alespoii jedné z¢ dvou partnerskych nukleovych kyselin potencialné rekom-
binujicich. a to takoveé, aby sc snizila homologie, ktera mezi temito nukleovymi kyselinami exis-
tuje.

Prvni pfedmet predkladaného vynalezu se tyka zpiisobu redukee frekvence intra— nebo intermole-
kulami homologni rekombinace mezi nukleovymi kysclinami, Ktery spociva v tom, Ze je sekven-
ce alespon jedné 7 rckombinujicich partnerskych nukleovych kyselin degenerovana takovym
7plsobem, Ze je snizena homologie s druhym partnerem.

V popisu predkladaného vynalezu termin .snizeni (redukcee} frekvence homolognich rekombi-
naci~ mezi nukleovymi kyselinami znamena jakékoliv snizeni této frekvence vzhledem k frek-
venci pozorované s odpovidajicimi nemodifikovanymi nukleovymi kyselinami. Tato redukce se
da snadno méfit konvenénimi testy, které jsou odbornikovi namy (zejména testem . marker
rescue™ nebo testem generace replikujicich se virovych gdstic). Vyhodné termin . snizeni™ nebo
~redukee™ znamena vyznamné snizeni ve frekvenci homologni rekombinace, vvhodné alespoii
Fadu jedné logaritmické jednotky.
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Intermolekularni homologni rekombinace™ znamena homologni rckombinaci, ke které dochazi
mezt dvéma rliznymi nukleovymi kyselinami (nebo mezi dvéma aseky dvou odlisnych nukleo-
vych kyselin). .Intramolekularni homologni rckombinace™ znamena homologni rekombinaci
mezi dvéma Gseky jedné a téze nukleové kyseliny. Partnerské nukleové kyseliny v homologni
rekombinaci mohou byt extrachromozomaini nukleové kyseliny, chromozomalni nukleové Kyse-
liny nebo kombinace obou téchto moznosti (tj. chromozomalni a extrachromozomalni nukleova
kysclina). Extrachromozomalni nukleové kyseliny jsou plazmidy, vektory, epizomy. virové geno-
my a pod.

Zpusob podle predkladaného vynalezu je zv1ast, vhodny k redukei frekvence intermolekularni
homologni rekombinace mezi chromozomalni nukleovou Kyselinou a extrachromozomalni
nukicovou kyselinou,

Zpasob podle vynalezu obecné obsahuje nasledujici kroky:

D identifikaci Gscho (aseki) zodpovédnych za homologni rekombinaci,
() modifikaci tohoto Useku (nebo Useki).

Iy ovéreni sckvence.

IV) syntézu modifikované sekvence (nazvané syngen) a

V) nahradu puvodni schvence syngenem.
1) Identifikacc aseku zodpovédného za homologni rekombinaci mezi nukleovymi kyselinami

Identitikace Oscku (Gsek() zodpovedného za homologni rekombinaci mezi nuklcovymi kyselina-
mi s¢ provede zndmymi metodami. Konkrétng, jakmile je pozorovina rekombinace, zkoumaji se
sekvencovanim dseky 7a ni zodpovédn, tj. vySetfi se homologni fiseky mezi nukleovymi kyseli-
nami (intermolekularni) nebo uvniti nukleové kyseliny (intramolekularni). Kdyz jsou identifiko-
vany sekvenee acastnici se rekombinace. je definovan piisluiny Gsck, obsahujici celou nebo ¢ast
téchto sekvenci, které se pak uziji pro nasledujici krok I1. ¢ili modifikaci.

I} Moditikace sekvenci

Obecné se ma za to. ze homologic musi byt vetmi vysoka v dostateéné dlouhém Useku, aby
dochazelo k rekombinainim uddlostem s dostateénou frekvenci. Zejména udajc 2 odborné litera-
tury predpokladaji. Ze tsek dplné homologie velikosti 200 bp jc nutny pro vyskyt téchto rekombi-
nancnich udalosti. A skutecné. i kdyz k rekombinacim mize dochézet i s kratsimi useky, jejich
trekvence Je mnohem nizsi a nepravidelna. Kromé toho, u takovych dsekii, kde je homologic
snizena o 19 % sc jevi frekvence rekombinace snizena faktorem 1000 (Waldman a Liskay, 1987).

Sekvence mohou byt modifikovany raznymi zpiisoby. Pokud se tyka kédujici sekvence. lze vna-
Set modifikace zaloZené na degeneraci genetického kédu. Timto zpiisobem se narusi sekvence
a tedy snizi homologic, ale expresni produkt zistane shodny.

Predkladany vynalez tudiz spotiva zejména v modifikaci sekvence takovym zphsobem, aby se
cabranilo parovani mezi dvéma homolognimi useky. Modifikace umoziuje snizit détku a miru
homologie mezi dvéma pozadovanymi useky.

Vyhodne je ve zpisobu podle vynalezu sekvence nukleové kyseliny degencrovana v Gseku, ktery
se uéastni homologni ktery rekombinace, a sice v poméru | par bazi na kazdyeh alespoi 20 pari
bazi. Jesté vyhodngji v poméru 1 par bazi na kazdych alespoit 10 part bazi.

Ve zvldste vyhodném provedeni vynilezu je sekvence degencrovina ve viech pozicich, kde je to
mozne.
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Degenerovanost sckvence podle predkladaného vynalezu se vyhodné vytvaii jako funkee vyuziti
kodond v buiice nebo organismu, kde se ma pozadovana nukleova kyselina uzit. V pripad¢ viro-
vého vektoru, ktery je produkovan v lidské bunééné linii, je zvIasté vyhodné degenerovat sekven-
¢i tim, Ze se upfednostni kodony vyuzivané lidskymi buiikami, je- li takovy vybér mozny (viz pri-
klady).

Navic mohou byt vneseny do sekvence nukleové kyseliny dalsi modifikace. Tak v nekadujicim
useku je mozné zmensit velikost nékterych prvki (expresni regulacni sekvence, promotory) nebo
madifikovat tyto prvky nebo uréité prvky nahradit heterolognimi dseky.

Podle 2vlasté vyhodného provedeni vynalezu je moiné. pokud z6na homologie zasahuje nékolik
genu. zmensit zonu homologie, a sice na jedné strané degeneraci sckvenci jednoho nebo nékolika
genll. a na druhé strané modifikaci genomové polohy urditych genti pritomnych v zoné homolo-
gie, 1. uspofadat tyto geny v adenovirovém vektoru a v genomu jinak, nez je pivodni usporadani.
Sckvence gend, jejichz genomova pozice je modifikovina, mize byt také degenerovana.
Vyhodn¢ je degenerovana pouze sekvence genu, kieré nejsou premistény.

1) Vertfikace sckvence

Verifikace schvence se provadi metodou zpracovani dat, kterd umoziuje detekovat pritomnost
regulacnich prvkii, sckundarnich struktur atd.. které jsou nachylIné k interferenci s aktivitou syn-
genu. Dalsi podrobnosti viz piiklady.

[V} Syntéza svngenu

Syngen mize byt syntclizovan jakymkoliv zpisobem odbornikovi znamym. zejména pomoci
7afizeni pro syntézu nukleovych kyselin {syntetizatoru).

V) Nahrada pivodni sekvence svngenem

Syngen jakmile je syntetizovan. se viese do nuklcové Kyseliny jako nahrada za plivodni sekven-
ci. Tento krok je také mozné provést konvenénimi zpusoby molekularni biologie. kieré Jsou
odbornikovi dobfe znamy.

Jedna z aplikact 7pusobu podle pfedkladancho vynalezu spociva v tom, ze se pripravi vektory,
zejména virove vektory, zbavené replikaéné—kompetentnich virovyceh éastic (RCV). Z tohoto hle-
diska se zplisob podle vynalezu tykd zejména snizeni frekvence homolognich rekombinaci mezi
chromozomalni nukleovou Kyselinou. kterd koduje komplementujici funkce pro defektni virus
a extrachromozomalni nukleovou kysclinou obsahujici genom uvedeného defektniho viru.

Virus je vyhodné adenovirus, retrovirus, adenoasociovany virus (AAV) nebo alternativné herpe-
ticky virus. Jesté vvhodnéji je to adenovirus.

Jedno vyhodné provedeni predkladaného vynalezu spotiva ve zpiisobu snizeni frekvence homo-
lognich rekombinaci mezi chromozomalni nukleovou kyselinou obsahujici Gsek E1 adenovirové-
ho genomu, spolu s lemujici sekvenci. a extrachromozomaini nukleovou kyselinou obsahujici
genom adenoviru. ktery je defekini v aseku F 1.

Vyhodné v tomto konkrétnim zpiisobu degenerovana sckvence podle predkladaného vyndlezu
obsahuje gen piX z genomu adenoviru, ktery je defektni v aseku E1. Jeité vvhodnéji degenero-
vana sekvence obsahuje geny plX a 1Va2 z genomu adenoviru.

Vjiném provedeni vynalezu degenerovand sekvence obsahuje gen plX genomu  adenoviry
a sekvence Va2 je pfemisténa ze svého pavodniho lokusu do Useku F4.
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Zpusob podle vynalezu je zviasté vhodny pro pfiprava rekombinantnich adenoviri. kieré jsou
defektni v useku ET, v bunééné linii 293 nebo v bunééné linii z ni odvozeng.

Jak bylo uvedeno vvic, bunéna linie 293 obsahuje ve svém genomu levou éast adenovirového
genomu. obsahujici zejména asck E1 a lemujici (..flanking™) sckvence lokalizované po sméru
transkripce (,.downstream™) od iseku E1. které nesou zejména gen pIX a ¢ast genu [Va2. Je to
prave tento Gsek lemujici sekvence. kde dochazi k homologni rekombinaci, ktera vede ke vzniku
replikaén¢ kompetentnich adenovird (RCA). V popisu predkladaného vynalezu .odvozena
bunééna linie™ znamena bunéénou linii, ktera nese Usek E1 adenoviru a lemujici usek, vhodny
k tomu, aby doslo k rekombinaci s defektnim virem. Miize to byt kratsf Gsek, nez jaky je pfito-
men v buiikdch linie 293 (omezeny napf. jen na Osek pIX), nebo delii fisck. Odvozena linie mize
byt takova linie. ktera byla ziskdna z bungk linie 293 vnesenim dalsich komplementujicich sek-
venci {jako je F4),

V tomto smeru se predkladany vynalez také tvka zpusobu pfipravy defektnich rekombinantnich
adenoviri tim, 7e se viese, do bunék linic 293 nebo odvozené linie. genom uvedeného defektni-
ho rekombinantniho adenoviru, pFicemz uvedeny genom nese:

- deleci v Gseku [T,

—  degenerovanost v genu pIX a/nebo genu Va2,

Predkladany vynalez se dale tyka jakéhokoliv virového vektoru, jehoz genom obsahuje alespoii

Jeden dsek, jehoz sckvence je degenerovand. Mize to byt zejména retrovirus (nesouci degenero-

vané sckvence genti gag, pol a/nebo env), AAV (nesouci degenerované sekvence gendl rep a/nebo
cap) a také adenovirus.

Vyhodné je to adenovirus, jehoz genom nese degenerovany gen pIX. Vvhodné degencrovana
schvence genu pIX je sekvence id. & 1 nebo sekvence id. ¢. 4. Vyhodn&ji adenovirus nese modi-
fikaci genomové polohy genu [Va2. Tento gen je vyhodné umistén v aseku E4.

V jiném provedeni vynalezu jde o adenovirus, jehoZ geny plX a IVa2 jsou degenerované. Vyhod-
né je prirozena sekvence genu plX nahrazena sekvenci id. & 1 nebo sckvenciid. ¢. 4 a degencro-
vana schvence genulVa2 je sckvence id. €. 2 neho sckvence i, €. 5. Vvhodné je prirozena
sekvence genil pIX a Va2 nahrazena sckvenci id. &. 3.

V jiném provedeni vynilezu jde o adenovirus, jehoz geny plX a Va2 jsou degenerované a ktery
navic obsahuje modifikace promotorové sekvence genu plX a/nebo néhradu polyadenylaéni
sekvence téchto gend. Vyhodné je to adenovirus obsahujict sekvencei id. ¢. 8.

Kromé toho adenovirus vyhodné nese alespoit jednu deleci seku E1. Vyhodngji adenovirus je
defektni alesponi v celém nebo ¢asti aseku E1 a '3, MiZe to byt také rekombinantni adenovirus,
ktery je €astecné nebo lplné defektni v useku E1 nebo F4, pifpadné také v tscku E3. Navic to
mize byt adenovirus riznych sérotypii. Pokud jde o adenoviry lidského pavodu, je tieba uvést
zejména adenoviry klasifikované jako skupina C.

7 ruznych sérotypi jsou jeste vyhodnéj3i podle predkladaného vynalezu adenoviry typu 2 nebo 5
(Ad2 nebo Ad5). Z adenovirii pochazejicich z riznych zvifat jsou podle predkladancho vynalezu
vyhodné adenoviry psiho plivodu. zejména viechny kmeny adenoviru CAV?2 (kmen Manhattan
nebo A26/61 (ATCC VR-800). Jiné adenoviry zvifeciho pivodu jsou uvedeny v patentové pfi-
hlasce WO 94726914, ktera je zde zahrnuta formou odkazu. Strategie pro konstrukei adenovird.,
a také mista, ktera Iz¢ uzit pro vneseni pozadovanych genii do téchto vektoru. byla jiz podrobné
popsana ve stavu techniky, zejména v patentovych dokumentech WO 95/02697. WO 96/10088.
WO 96/13596 nebo WO 96/22378.
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Podle zvlasté vyhodného provedeni predkladaného vynalezu je v rekombinantnich adenovirech
asek E1 inaktivovan deleci fragmentu Pvull-Bglll zahmujictho Gsek od nukleotidu 454 do
nukleotidu 3328 v sekvenci adenoviru AdS. Tato sckvence byla publikovana v odborné literatufe
a Je dostupna také v databazi (konkrétné Genebank ¢. M73260). V jiném vyhodném provedeni je
usek E1 inaktivovan deleci fragmentu Hinfll-Sau3 A, ktery zahruje Usek od nukleotidu 382 do
nukleotidu 3446.

Vyhodné rekombinantni adenovirus podle predkladaného vynidlezu obsahuje navic heterologni
sekvence nukleovych kyselin. jejich pfenos a/nebo exprese v buikach, organech nebo organis-
mech je pozadovana.

Heterologni sekvence DNA miZe zejména obsahovat jeden nebo nékolik terapeutickych genii
a/nebo jeden nebo nékolik genh kodujicich antigenni peptidy.

Terapeutick¢ geny. kleré lze takto prenadet. jsou geny. jejichz transkripce a pfipadné i transiace
v cilove bunice vytvari produkt, ktery mé terapeuticky G¢inek.

Mohou to byt zejména geny kodujici proteinové produkty, které maji terapeuticky i¢inek. Takze
proteinovy produkt takto kodovany mize byt protein, peptid, aminokyselina apod. Tento protei-
novy produkt je homologni vzhledem k cilové buiice (tj. je to produkt, ktery je normalné expri-
movan v cilové buiice. pokud tato buiika neni v patologickém stavu). V takovém pFipadé exprese
protcinu umozniuje napf. nahradit nedostatecnou expresi v bunce nebo nahradit expresi proteinu,
ktery je inaktivni nebo slab¢ aktivni 2 divodi modifikace, a nebo alternativné dovoluje nadmérné
exprimovat uvedeny protein. Terapeutické geny mohou také kddovat mutanini bunéény protein,
ktery ma zvétdenou stabilitu, modifikovanou aktivitu a pod. Proteinovy produkt mize byt také
heterologni vzhledem k cilové burice. V takovém pripadé muZe exprimovany protein napt. kom-
plementovat (doplitovat) nebe poskytovat aktivitu, kterd je v buice nedostateénd. coz umozni
buiice bojovat proti patologickému stavu.

Jako piikiady terapeutickych produkti vhodnych podle vynilezu Ize zminit zejména enzymy,
kreval derivaty, hormony, lymfokiny: interleukiny, inteterony, TNF atd. (viz FR 9203120). risto-
vé faktory. nervové pienasece nebo jejich prekurzory nebo syntetické enzymy, trofické faktory:
BONF. CNTF, NGF, IGF, GMF, VEGF, aFGF, bFGF. NT3. NT5 a pod.. apolipoproteiny:
ApoAl, ApoAlV. ApoE atd (viz FR 93 05125), dystrofin nebo myodistrofin (FR 9111947),
tumorove supresorové geny: pS3. Rb, Rapl AL DCC, k- rev, atd. {viz FR 93 04745). geny koduiici
faktory oCastnici se koagulace: faktory VII. VI, 1X atd., geny kodujici protein GAX, tzv.
Lsamovrazedné® geny, thymidinkindzu, cyvtosindeaminazu atd., geny kddujici jednofetézcové
(scFv) protilatky,

Terapeutické geny mohou byt také geny nebo anti-sense™ sekvence (sekvence s orientaci proti
smyslu transkripce), jejichz exprese v hostitelské bufice umozni kontrolovat expresi genti nebo
transkripei riiznych druhd bunéényeh mRNA. Takové sckvence se napf.: mohou transkribovat
v hostitelské buiice do RNA, ktera je komplementarni k bunééné mRNA a tak mohou blokovat

jejich translaci do proteinu, zpisobem popsanym v cvropském patentu EI 140 308,

Jak bylo jiz uvedeno vyse, heterologni sekvence DNA mohou také obsahovat jeden nebo nékolik
gentt kodujicich antigenni peptid. ktery je schopen vyvolavat imunitni reakci u ¢lovéka. V tomto
konkrétnim provedeni vynalez dovoluje produkei vakein, které umoznuji imunizovat ¢lovéka,
zejména proti mikroorganismim nebo virim. Mohou 1o byt zejména antigenni peptidy specifické
pro virus Epstein-Barrové, HIV, virus hepatitidy B (viz P 185 573), virus pscudorabies a nebo
alternativné mohou byt specifické pro nadory (EP 239 212).

Obcené heterologni sekvence nukleové kyseliny obsahuji také promotorovy dsck pro funkéni
transkripei v infikované cilové burice. MiiZe to byt promotorovy usek, ktery je v prirozenych pod-
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minkdch zodpovédny za expresi genu, za predpokladu, Ze tento usek je schopen funkce v infi-
kované buice. Mohou to byt také Gseky rizného pivodu (které Jsou zodpovédné za expresi
Jinych proteind nebo dokonce syntetické). Zejména to jsou promotorové sekvence pochazejici
z eukaryotickych nebo virovych genii. Napt. to mohou byt promotorové sekvence pochazejici
7 genomu buiiky, klerd ma byt infikovana. Podobné to mohou byt promotorové sckvence pocha-
zejici 7 genomu vird, véetné uzitych adenovird. Jako priklady lze uvést promotory genii 7 EIA.
MLP. CMV. RSV apod.

Kromé toho tyto promotorové iiseky mohou byt modifikovany piipojenim sekvenci pro aktivaci
nebo regulaci, nebo které dovoluji tkanové—specifickou nebo tkanové-prevladajici expresi. Navic
pokud heterologni nukleova kyselina ncobsahuje promotorove sekvence. mize byt vioZzena do
genomu defekiniho viru po sméru transkripee (..downstream™) od takové sekvence.

Navic heterologni sekvence nukleové kyseliny mize obsahovat, zejména proli sméru transkripce
(wupstream”) od terapeutického genu, signalni sckvenci, ktera nasméruje syntetizovany terapeu-
ticky produkt do sekretorické drahy cilové buiiky. Tato signalni sckvence-je bud'to pfirozena
signalni sekvence terapeutického produktu, ale také to mise byt jakakoliv jind funkéni signalni
sekvence nebo uméla signalni sekvence.

Ve zvlaste vyhodném provedeni vektory podle predkladaného vynalezu jeSi¢ navic obsahuji
funkéni gen E3 pod kontrolou heterologniho promotoru. Vyhodnéji vektory obsahuji Gsek genu
E3. ktery umoznuje expresi genu gpl9K. Tento protein ve skuteénosti 7abraiiuje tomu, aby se
adenovirovy vektor stal predmétem imunitni reakee, kiera by 1) omezila jeho &inky a ii) mohla
mit Skodiivé vedlejsi tcinky.

Tyto rekombinantni vektory se mohou uzit k pienosu nukleovych Kyselin do bundk in vitro.
ex vivo nebo in vivo.

Picdkladany vynalez se také tyka jakéhokoliv farmaceutického pripravku obsahujiciho jeden
nebo nékolik rekombinantnich adenovirti podle vynalesu. Farmaceuticke pripravky podle vynale-
zu mohou byt formulovany z hiediska zptisobu podavani pro podavani topicke, perorédlni, paren-
teralni, intranazilni, intravendzni, intramuskuldrni, subkutanni. intrackularni. transdermalni
a pod.

Vyhodné farmaceutické pripravky podle vynalezu obsahuji tarmaceuticky prijatelna vehikula
vhodna pro injekéni ptipravky. Prikladem jsou zejména izotonické. sterilni solné roztoky (di-
hydrogenfosforecnan a hydrogenfosfore¢nan sodny. chlorid sodny. chlorid draselny. chlorid
hofccnaty a pod. nebo smési t&chto soli) nebo jde vyhodné o suché pripravky. zejména lyofilizo-
‘ané. které po pridani sterilni vody nebo fyziologického roztoku. v zévislosti na pripadu. umozZni
vytvorit injikovatelny roztok.

Dévky viru pouzité pro injekei se upravi v zavislosti na muoha parametrech. zejména v zavislosti
na zplisobu podavani. patologickém stavu, genu, ktery ma byt exprimovan nebo alternativng
v zdvislosti na pozadované délee lééeni. Obecné je rekombinantni adenovirus podle predklada-
ného vynilezu formulovan a poddvan v davkach 10* az 10" pfu/mla vyhodné 10" az 10" pfu/ml.
Termin .pfu” (j. .plaque forming unit, jednotka tvorici plak) odpovida infekénosti (infekéni
sile) roztoku viru a stanovuje se infikovanim odpovidajici bunégné kultury a pak méfenim. obec-
n¢ po 5 dnech. poctu plaki infikovanyeh bungk. Zpiisoby stanoveni pfu titru virového roztoku
Jsou popsiny v odborné literatufe a jsou odbornikovi znamy.

Predkladany vynalez bude dale podrobngji popsan a vysvétlen v nasledujicich prikladech, kreré
jsou viak pouze ilustrativni a vynalez nijak ncomezuji. a pripojenych obrazcich.
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Popis obrazki

Obr. I Rekombinaéni udalosti mezi adenovirem a buiikou linie 293.

Obr. 2: Schéma struktury syngenu.

Obr. 3: Restrikéni mapa plazmidu pJJ105.

Obr. 4: Restrikéni mapa plazmidu pJJ110.

Obr. 5: Restrikéni mapa plazmidu pJJ206,

Obr. 6: Konstrukce defektniho viru nesouciho svngen jako nahradu za pivodni tsek.

Obr. 7: Struktura a restrikéni mapa oligonukleotidii Oligosyngen I a Oligosyngen I1.

Obr. 8: Prirozena nukleotidova sekvence a degencrovand sekvence genu plX (sekvence id. &
a odpovidajici aminokysclinova sekvence.

L
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Obr. 9: Prirozena nukleotidova sekvence a degenerovana sekvence genu 1Va2 (sekvence id. &, 2)

a odpovidajici aminokyselinova sckvence.
Obr. 10: Nukleotidova sekvence syngenu ¢. 1 (sekvence id. . 3).

Obr. 11: Schematické zndzornéni homologii mezi genomem bunky 293 a rekombinantnimi
vektory Ad3. Vektor Ad5p53 ma souvisly Gsek sekvenéni homologie 898 nuklcotidi s genomem
bunék 293 | downstream™ od dseku E1. Vneseni bodovych mutaci snizi maximalni délku nseku
souvisle homologie 92 nukleotidi v piipad® syngenu & L (AVLT #1 CMV p33) a 29 nukleotidd
v piipadé syngenu ¢. 2 (AV 1.7 #2 CMV lacZ).

Obr. 12: RCA detekee vektori ad5p53 a AV 1.7 #1 CMV pS3 po 7 po sobé nasledujicich ampli-
fikacich v buiikach linic 293,

Ubecné metody molekulami biologie pouzité ve vynalezu

Metody bézme uzivané v molekularni biologii jako je preparativni extrakee plazmidové DNA,
centrifugace plazmidové DNA v gradientu chloridu cezného, elektroforéza na agarovém nebo
polyakrylamidovém gelu, purifikace fragmenti DNA elcktroeluci, extrakee proteini fenolem
nebo fenol/chloroformem. precipitace DNA v solném médiu etanolem ncbo izopropanclem,
transformace bakterialnich bunék £ coli atd. jsou odbornikovi dobte znamy a jsou podrobné
popsany v odbomé 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 Sons. New York, 1087).

Plazmidy pIC-20R (Invitrogen) a pBS (Stratagen) pochdzeji z komeréniho zdroje.

Pro agely ligace byly fragmenty DNA scparovény na zaklade jejich velikosti elektroforézou na
agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu, extrahoviny fenolem nebo smési-fenol/chloroform.
precipitovany etanolem a pak inkubovany v piitemnosti DNA ligazy z figu T4 (Biolabs) podle
doporuéeni vyrobce.

Zaplnéni precnivajicich 5'~konet bylo provedeno Klenowovym fragmentem DNA polymerazy |
z £ cofi (Biolabs) podle doporuceni vyrobee. Odstranéni precnivajicich 3'~koneti bylo prove-
deno v pfitomnosti DNA polymerdzy faga T4 (Bolabs) podle doporuéeni vyrobee. Odstranéni
precnivajicich 5'-koncd bylo provedeno tzenym osetienim nukleazou S1,
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Mistné-cilend mutageneze in vitro syntetickymi oligonukleotidy se provadéla zptisobem, ktery
vyvinuli Taylor etal, (Nucleic Acids Res. 13, 1985, 8 749-8 764) pomoci soupravy od firmy
Amersham.

Enzymaticka amplifikace fragmentd DNA tzv. technikou PCR (polymerazovou fetézovou reakei.
viz. Saiki. RO K. etal.. Science 230. 1985, 1350-13 564. Mullis, K. B., Faloona. F. A.. Meth,
Enzym. 155, 1987, 335-350) se provadéla pomoci teplotniho cyklovace firmy Perkin Elmer
Cetus podle instrukei vyrobee.

Verifikace nukleotidové sckvence se provadéla metodou podle Sangera et al. (Proc. Natl. Acad,
Sci. USA 74, 1977, 5463-5467) uzitim soupravy od firmy Amersham.

Bunééné linie pouzité ve vynalezu
Byla uzita linie 293 lidskych embryonalnich ledvin (Graham et al., J. Gen. Virol. 36, 1977, 59).

Buriky 1¢to linie obsahuji zejména levou Cast genomu lidského adenoviru Ad5 (12 %) integrova-
nou do svého genomu,

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad I
Homologni rekombinace adenoviru

Prvni- pozorovani, Ze genom adenoviru podléhd genetické rekombinaci, bylo popsano jiz pred
vice nez 25 lety ((Williams a Ustacelibi, [971). Aviak mechanismus téchto rekombinaénich uda-
losti je dosud relativné nezndamy. Bylo navrhovino. 7e rekombinace a replikace mohou byt tésné
spojeny, a Jisté Gdaje podporuji takovy model rekombinace, kdy replikace vede ke vzniku speci-
fickeho substratu, ktery je nutny pro Casty vyskytrekombinaénich udalosti, ktery je pozorovan
pfi infekei adenovirem. Jedna z diilezitych otazek. na kterou je tieba znat odpoved je. jestli se
virove nebo bunééné proteiny podileji na vytvareni rekombinacnich meziprodukti a na jejich
pretvoieni ve vysledné produkty rekombinace, Z tohoto hlediska zatim nebylo prokazano, 7e by
se néhtery z testovanych virovych gent E1b. ['4. Ela a E3 (Epstein 1991, Weinberg ct al.. 1986,
Young 1995) podilel na rekombinaénich udlostech. Podobné nebylo prokézano, ze by se rekom-
binace (castnily bunctné proteiny. Nakonee byly navrzeny dva modely rckombinace virového
genomu, oba predpovidajici vznik heteroduplexii (Ahern ct al., 1991, Young, 1995).

Uscky zodpovédné za homologni rekombinaci mezi defcktnim genomem a bunéénou linii byly
lokalizovany zeyména v genech pIX a [Va2 adenovirového genomu. Struktura tohoto tseku. jak

Je pfitomen v defektnim genomu, je zndzornéna na obr. 2.

Byly provedeny modifikace sekvence adenovirového genomu. kterd se ucastni rekombinace
s bunéénym genomem. Konkrétngji feceno, prirozena sekvence geni plX a Va2 byla modifiko-
vana vnesenim .umléenych™ mutaci. které umoznily sniZit miru homologie s pfirozenou sekven-
ci, aniz by doslo k ovlivnéni struktury expresnich produkti échto gend.

Ziskana sekvence. nazvand syngen. byla uzita k nahrazeni odpovidajici prirozené sekvence ade-
novire pii konstrukei defektnfho vektoru.
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I, Identifikace useki zodpovédnych za rekombinaci

Mapovaci studie ukdzaly, Ze Gsek adenovirového genomu pfitomny v genomu bunék 293 odpovi-
da levé ¢asti adenovirového genomu a predstavuje priblizng 12 % tohoto genoma. tj. asi 4300 bp
(Aicllo etal., 1979, Spector et al., 1983). Pavodeem byly provedeny dalsi mapovaci experimenty
pomoci PCR a bylo ukazano, ze pozice 4420 je také pritomna v genomu bunék 293, Pozice 4420
byla vybrana pro nasledujici experimenty jako prava hranice z6ny homologie a tudi? pravd hra-
nice syngenu. Z technickych divodi pii klonovani modifikovany fragment zasahuje az do pozi-
ce 4445, kam bylo vneseno kionovaci misto.

Levy konee syngenu byl vybran tak. Ze lezi uvnité regula¢niho prvku pro expresi genu plX.,
konkrétne v poloze —56 genu pIX. Skuteéné bylo ukdzano, ze promotor genu plX moze byt redu-
kovan na Gsek velikosti 56 nukleotidii. Aktivita tohoto dseku, ktery obsahuje vazebné misto SP
a TATA box je srovnatelna s aktivitou fragmentu s 250 nukieotidy (Babiss et al.. 1991, Mat-
suct al., 1989),

Zoma homologie tak byla stanovena v rozsahu od pozice 3520 do pozice 4443 genomu defektniho
viru (viz obr, 2).

2. Priprava modifikovanych sekvenci

Tabulka vyuziti kodoni v genomu adenoviru Ad5S byla pripravena pitvodeem a byla vyuzita ke
stanoveni optimalniho vyuziti kodonii pro expresi virovych proteini. Tato tabulka byla ziskana
kombinaci 0daji ziskanych analyzou 10 proteind z adenoviru: pIX. hexon, plll, PVIIL, 52-55k,
pPol. pTP. DBP. 23K a 19k (viz tabulka). Ziskané vysledky pak byly porovnany s tabulkou
ziskanou analyzou 1 952 genii pritomnych v databazi Genebank pomoci programu GCG.

Pofadi preferenci u?iti kodont pak bylo stanoveno pro vyuziti k modifikaci sekvence kodoni
genl plX alVa2:

Kdy? kodon uzity v pFirozené sekvenci neni preferovany Kodon, je uzit v syngenu.

—  Kdy7 kodon uzity v pfirozené sekvenci je preferovany kodon, je to pak druhy preferovany
kodon, ktery je uZit.

—  Vjistych pfipadech, napf. pro vneseni restrikénich mist. u7ije se treti preferovany kodon,
zeyména (ehdy. je-li frekvence jeho uziti dostateéné blizka frekvenci uziti druhého preferovaného
kodonu.

V nisledujici tabulee je ukazana frekvence vyuziti kodond u loveéka a v adenoviru (ADVS)

a poradi preferenci u ¢lovéka (sloupec A) a potadi preferenci adenoviru (sloupce B} a vysledny
vybér pro syntézu syngenu (sloupec C).

17 -




CZ 299797 B6

aoulxke 1: Frekvencs uiiti kodenn
Anvs Ciovax A ®C
F TTT Phe 2.3 £4.2% 1.5 43.0% 1 2 -
F TTC 1.2 45.58% 2.1 57.0% 2 1 -
I TTA  Leu J.1 1.4% 0.6 5.0% ) 6 4
L TTE 1.2 14.2% 1.1 12.0% 4 4 4
. CTT Len 1.3 13.6% 1.1 12.0% 3 3 3
L CTe 1.7 20.3% 1.9 20.C% 2 2 2
L CTA 1.1 12.8% 0.5 7.0% 3 3 5
L e 3 ih.c% 4 12.0% 1 1 1
I ATT TIle 1.3 24,63 1.7 35.0% 2 p Py
I ATC 1.6 43.3% 2.3 52.0% 1 1 I
I ATA 0.3 21.6% 0.7 14.,0% 3 3 3
M ATG  Met 2.5 100.0% 2.2  100.90
v GTT  Val 0.8 13.1% ? 17.0% 3 3 3
v GTC 1.4 22.2% 1.5 25.0% 2 2 2
v GTa .8 12.3% 0.8 10.0% 4 4 4
v GTG 3.3 52.3% 2.9 48 .0% 1 1 1
Y  TAT Tyr 0.8  21.6% 1.2 41.7% 2 2 2
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G Gly GeT 1 17.7% 1.4  18.3% 4 4 4
G GGC 2.4  41.3% 2.5 33.2% 1 1 1
G Gea 1.3 21.5% 1.9 25.7% 2 2 2
G GG 1.1 13.4% 1.7  22.8% 3 3 3

Do prvniho prikladu specifického syngenu (syngen €. 1) byly vneseny nasledujici modifikace:

-V promotoru pIX: sekvence byla redukovina jak nejvice to bylo moiné: zbyly fragment
obsahoval pouze 56 nukleotidd misto 135 nukleotidt pavodniho vektoru. Daldi modifikaci lze
provést vnesenim modifikace 9 nukleotidd umisténych mezi vazebnym mistem SP1 a TATA
boxem.

V genu plX: vSechny pozice, kde to bylo mozné¢, byly degenerovany, a sice podle pravidel
uvedenych vySe. aniz by doslo ke zméné vysledné aminokyselinové sckvence (sekvence 1. ¢, 1)
Srovnani prirozené sckvence a degenerované sekvence. stejné jako srovnani struktury expresniho
produktu &chto sekvenci, jsou uvedeny na obr. 8. Pii pouziti jiné strategie je pouze | pozice z 10
degenerovina. pii pouziti jedte dal3i strategie pouze jedna pozice 7 20 je degenerovana.

— Ve ovmezereném gseku mezi plX a 1Va2: sekvence tohoto ascku velikosti 539 nukleotidd
nebyla v tomto pfikladu moditikovana.

V genu [VaZ: kodujici sckvence genu IVa2 byla degenerovana podle pravidel uvedenyech vyse,
kazda 20. bp, aniz by byla modifikovéna aminokyselinova sckvence (sekvence 1. ¢ 2). Pfirozena
sckvence a degencrovand sckvence, stejuné jako srovnani struktury expresnilio produkiu téchto
sckvenci Jsou uvedeny na obr. 9. Pfi pouZiti jiné strategic je pouze 1 pozice z 10 degenerovana,
aniz by jesté doslo k modifikaci aminokyselinové sekvence.

Struktura syngenu €. 1 je schematicky popsana na obr. 2. Sckvence syngenu ¢. 1 je zndzornéna na
obr. 10 a je zde uvedena jako sckvence id. €. 3.

Dalsim prikladem syngenu je zde uvedeny syngen ¢. 2. ve kterém:

- Sekvence promotory genu plX byla nahrazena modifikovanou sekvenci uvedenou zde jako
sekvence id. €. 6.

—  Sekvence genu pIX byla nahrazena sekvenci podle sekvence id. &. 4 bez modifikace amino-
kyselinové sckvence,

—  Sckvence IVal byla nahrazena sekvenci podle sekvence id. ¢ 5 bez modifikace amino-
Kyselinové sekvence.

—  Polyadenylaéni sek byl nahrazen usekem, ktery nese stgjné funkce v adenoviru typu 7
(Ad7). adenoviru subskupiny B, ktery byl uzit jako vektor pro pienos genu (Abrahamsen et al.,

1997, 1. Virol. 71. 8 946-8 951). Tato sekvence je zde uvedena jako sekvence i. €. 7.

Cela modifikovand sekvence nazvana syngen ¢. 2 je zde uvedena jako sckvence id. &. 8.
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3. Verifikace sckvence syngeni

Zakladni charakteristiky prirozené a syngenni sekvence byly ovéfeny analyzou zpracovani dat.
Cilem této verifikace bylo vySettit moznou piitomnost specifickych struktur v syngenu, a sice
Zejmeéna;

-~ donorovych nebo akeeptorovych sestiihovych mist (programy SpliceView a/nebo SpliceNet)
-~ polyadenyla¢nich mist (program HepolyA)

- potencialnich mist pro vazbu transkripénich faktor( (program ‘Iransfac)

useki schopnych vytvatet specifickou sekundarni strukturu jako jsou napf. piimé repetice,
vlasenky (program Sigscan, BNL} véetné odpovidajicich RNA (skladani RNA)

konsenznich mist jako jsou Cill nebo M26.

Kdyz byly takove sckvence identifikovany, odpovidajici baze byly pripadné nahrazeny podie
strategie definované v bodu 2 vvse.

4. Konstrukce defekinich virl nesoucich syngen ¢. 1 jako nahradu za odpovidajici pfirozeny
nsek

I. Vychozi material:
- Syngen ¢. | (sekvence id. &. 3)

Oligonukleotidy Syngen I a Syngen T odpovidajici 5'-konci a 3" hoanci, v uvedeném poradi.
syngenu €. 1 uvedené na obr. 7

- Plazmid pJJ105 (viz obr. 3)
—  Plazmid plJJ110 (viz obr. 4)
—  Plazmid pIC-20R (Invitrogen)

Plazmid pSyngen: syngen klonovany do pBS (Stratagene)

T2

Konstrukee defektniho virového genomu
Strategie konstrukee je znazornéna na obr. 6.
Plazmid pJJ 110 byi nadtépen Xbal a vysledné fragmenty velikosti 4,8 a 5.0 kb byly ligovany tak,
7¢ vytvotily plazmid pJJ201. Plazmid pJJ201 byl pak $tépen BstGIl a Xmal. doplnény konce

a byl ligovan, ¢imz vznikl plazmid pJJ202. Mista BstEll a Xmal zistala zachovana.

PCR amplifika¢ni produkt odpovidajici fragmentu 1 genu 1Va2 (Fetl pro IVa2, obr. 6) byl vytvo-
fen pomoci ofigonukleotidd Syngen | a Syngen I a plazmidu p)J105 jako templéatu.

Sekvence oligonukleotidu Syngen I (sckvence i. &. 9):

AACTGCCAGGCCGGCCACTAGTCGCGATGTTCCCAGCCATATCCC
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Sekvence oligonukleotidu Syngen 11 (sekvence 1. ¢. 10):
CCGCTCGAGGTGACCGCTAGCCATTATGOGACGAATGC

Amplifikovany fragment byl vlozen do mist aSmal vektoru plC-20R & vywvofil sc tak pli203.
Souvisly fragment genu [Va2 z plazmidu pJJ105 (fragment 2, oznaceny Fgi2 1Val na obr. 6) byl
vystiizen pomoci Nsil/BstEIl & pak vlozen do odpovidajicich mist pJJ203. ¢imz vznikl pJJ204.
Syngen byl pak naitépen Fsel/Nrul (obr. 6) a vioZzen mezi odpovidajici mista v plJ204 a rak
vznikl plI205.

Uplny fragment (syngen & 1-Fgtl+2 [Va2) v pJJ205 byl stépen Sse83871/BstEIl a vlozen do
odpovidajicich mist v pJJ202 a vznikl tak pJJ206 (obr. 5).

Tento fragment pak byl vyuzit k pifpravé prokaryvotického plazmidu, ktery obsahuje modifikova-
ny adenovirovy genom (delekini v E1 a pfipadné v E3) obsahujici syngen ¢. 1. a sice zplsobem
podle Crouzet et al.. (Proc. Nath. Acad. Sci. USA 94, 1414-1419, 1997). Ziskany plazmid byl pak
transfekovan do bunék linie 293. aby produkoval odpovidajici virus.

Byl proveden experiment ke srovnani kapacity vyskytu RCA (replikaéné kompetentnich adeno-
viru) v pribéhu mnozeni viru v bunkach 293 u dvou vird, AV1.7 &.1 CMVp53 a AdSCMVp33.

Vektor (AVI1.7 &.1 CMVp53) vybaveny sekvenci id. €. 3 {syngen ¢. 1) a expresni Kazetou p53
(CMV p53 polyASV40) byl zkonstruovan podle publikace Crouzel et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 94, 1414-1419, 1697).

AdSCMVpS3 obsahuje Gsek pIX-1Va2 z Ad5 (nemodifikovany). Expresni kazeta p53 je izogenni
pro oba viry. Oba viry, AV1.7 & 1 CMVp33 a AdSCMVp33. maji podobnou produktivitu v buii-
Kach 293, 2 x 5 plaki bylo amplifikovano behem 7 po sobé jdoucich pasazi. Po ukondent této
amplifikace bylo 2 x 5 vzorki ze 7. pasaze analyzovano. testem na detekei RCA. Testovaci expe-
rimenty byly provedeny ve tiech opakovanich. Vysledky jsou uvedeny na obr. 12,

Test pro detekei RCA je kvantitativai zplisob. ktery umoziiuje spocitat plaky. jejichz pocet odpo-
vida pottu RCA v davee testovaného vzorku. Dand davka viru ve vzorku (obvykle 3 x 10" vp) se
uzije kinfekci bunééného .travaiku™ buné¢k. které nemaji komplementaci v frans (t). které
neexprimuji EI. v daném pfipadé byly uZity bunky A549) na kiery se nancse vrstva agaru.
Po 14 dnech se pozoruje vytvaieni plaki v .travniku™. pokud poc¢atecni infekéni davka obsahova-
la RCA.

Vysledky testu na detekei RCA ve tfech opakovanich byly:

0 RCA pro AVI.7 #1 CMVp33 a 6 RCA pro AdSCMVp33. Tento vysledek byl statisticky
vyznamny, pokud se uzila statisticka srovnavaci metoda zahrnujici podminénou pravdépodobnost
pozorovani. Statisticky vyznamné zlepseni bylo pozorovano u vektoru AVL7 #1 CMVp33, ve
smyslu snizeni vyskytu RCA v prabchu mnoZeni viru v buitkach 293 u tohoto viru ve srovnani
s konvenénim virem. Tyvto vysledky ukazaly. Zze pfitomnost syngenu neovlivnila titry produkova-
neho viru a ze varky viru obsahujiciho syngen €. | byly bez kontaminaci RCA.

5. Funkénost defektnich vird nesoucich syngen ¢. 2 jako ndhradu za odpovidajici prirozeny
nsek

Obdobné byl konstruovan podobny vektor se syngenem ¢. 2 vybaveny jesté expresni kazetou
lacZ (CMV-LacZ). AVI1.7 #2 CMVlacZ. Produktivita tohoto vektoru byla srovnana s veklorem
nesoucim kazetu LacZ (RSV LacZ). jehoz useky plX a [Va2 nebyly modifikovany (sckvence
divokého typu Ad5): AVI.ORSVlacZ. Produktivita téchto dvou vektori AVET #2 CMVlacZ
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a AV1.ORSVlacZ byla paralelné testovana na butikach 293. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici

tabulce:

N AVL.T w2 OMVlaci [RVI.JIRSViecl |
titr zésch. rozicku 1 {vo/ml) 1,12 x 10-- 1,2 x 10 %
titr zaszch. roztoku 2 fvp/mi) 1,22 = 1 1,82 % 10
'produk:ivita (vp/bunikal 10133 12133
testovana na reoztoku 2
produktivita (tdu/bunka) 203 207
testovana na roztoku 2

Tyto vysledky ukazuji, 7¢ syngen & 2 majici homologii vice redukovanou nez syngen . |
a obsahujici, kromé umlZenych mutaci v genu pIX a [VaZ, také modifikace nekodujicich ascki
(tj. promotoru. genu plX a prekryvajicich se polyadenylaénich sekvenci pIX a IVa2), pokud je
vlozen jako nahrada 7a sekvence divokého typu do adenoviru typu 5 se ukazuje jako Zivotaschop-
ny a poskytujici vysokou produktivitu.

6. Konstrukce defektnich virl. kde je pouze prirozena sekvence genu plX nahrazena degenero-
vanou sekvenci id. ¢ | a ¢ast homologniho dseku, kterd odpovida genu 1Va2, je presunuta do
uscku E4

V jiném provedeni vynalezu byla pouze sekvence genu pIX nahrazena degenerovanou sekven-
ciid.&. 1 a ¢ast homologniho useku, ktera odpovida genu [Va2, byla pfesunuta do (seku E4.
Klonovéni genu 1Va2 bylo popsino v patentové piihlasce WO 96/10088, kterd je zde zahmuta
formou odkazu.

Nejditve byl zkonstruovan plazmid plET1. ktery obsahuje 3 tseky uvedené nize klonované do
plazmidu colk 1, ktery nese geny KanR a Sacl:

—  PCR produkt amplifikovany z Ad5 pomoci oligonukleotidovych primert:
5 -atcgalcgATAACAGTCAGCCTTACC-3" a
5 —agetpaattcCATCATCAATAATATACC-3,

piicemy tento produkt obsahuje pravy usek [TR a promotor E4 aZ po ATG z orfl. ale ne véené
(nukleotidy 35525 az 35937)

- ¢DNA genu IVa2, kiera je popsana v patentové piihiaice WO 9610038

- fragment Xcml-EcoRV 7z AdS, ktery obsahuje sekvence potfebné pro sestfih orf6 E4
a koduyjict sekvence orf6 az po misto EcoRV.

¢DNA Va2 v plazmidu pIE! | pfedchazi nadbyteény ATG. Toto misto bylo zruseno v plazmidu
plETl mistné-cilenou mutagenezi pomoci soupravy . Transformer Site-Directed Mutagenesis
Kit™ firmy Clontech. Byl tak vytvoren plazmid plE12, kde bylo toto ATG misto odstranéno.

Plazmid pIF12¢ odvozeny z plazmidu plE12 obsahuje genom adenoviru 5 modifikovany nasle-
dujicim zpiisobem: gen 1Va2 byl pfesunut ze svého prirozeného lokusu do Gseku E4. nahradily se
orf1 az orf4 2 E4 ve prospéch 1Va2 ¢DNA, odstranil se E3, vlozila se kazeta RSV-lacZ misto E1.
Plazmid pIE12¢ byl ziskan rekombinaci plazmidu pXL2788PGal popsancho v patentoveé prihlas-
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ce WO 96/10088, pomoci techniky popsané v Crouzet etal. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94,
1414-1419, 1997, kter¢ jsou zahrnuty formou odkazu).

Po enzymatickém $tépeni Pacl byl plazmid pIE]12¢ translekovan do bunck 293 a ziskany virus
byl namnozen. Byl pozorovan restrikéni profil viru AdIEL2, ktery byl olekavan,

Analyzy provedené na varkach produkovaného viru ukazaly. 7e pritomnost degenerované
sekvence genu pIX na misté prirozené sckvence a piesun genu Va2 do Gseku E4 neoviivnily
titry produkovaného viru a ze varky viru neobsahovaly kontaminace RCA, kdyz byly testovény
v podminkach popsanych v predchozim prikladu.
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SEZNAM SEKVENCI
(2} INFORMACE PRQO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM i
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A} DELKA: 424 parii bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VILAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA
(i) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

- 19 -
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(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1..424

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

AT
Me

— Y o)

ace

Thr

TCC
Ser

TAT

> o
= )
[Ty

h
Ln

GaC
AsD

GAG
Glu

AGC
Ser

]

cc

Serx

fotes
G

Azg

e

GAT
ASD

Coh
Leu

el
Ala

130

ACG AAT TCC TTT GAC GGC TCC
Thr Asn Ser Phe Asp Gly Ser

3

ATG cCT Cco TG
Met Pro Pro T Y 1
Z0 33

GaC GGT AGG CCT GT pragpalayy
o]

asp Gly Arg Pro Val Leu

ACT GTC AGC GG&C ACT CUA CIG
Thr WVal Ser Glv Thr Pro Leu

CIT GCC GCC GCT ACT CQOT CG3
Ala Ala Ala Ala Ihrx
79

TCC CCT CTG GTC TCC AGC GCT
Ser Pro Leu Ala Ser Sez Ala

BN CTG ACT GCC CTG CTI6 GCT
Lvs Leu Thr &la Leu Leu Ala
100 105

AAZ GTG CTG AGT CAM Caa CTC
Asr Val val Ser Gln Gln Leu
115 120

CTZ AAA GCC TQT AGCL CCA CCT
Ley Lys Ala Ser Ser Pro Pro
135

A
Pt

-~
—

Q

— 4 33

(=]

Z Col

ar3

—
- —

Ala

GAA
Glu

GTC
Val

CAA
Gln

AGT
ser

Crs

TCC
Sar

ARC
Asn

AGC

1 Ser

Gol
Ala
60

syl

Val

alel
I3

CTC
~Eu

GTT
val
140

ACT

Thr

AGC
Ser

ces
Axg
125

TAA

TAC

T Tyr

A7G
Met
390

ACT

Thr

AGC
Ser

Ser

CTa

= Leu

112

CAA
Gin

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2;

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 357 parii bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(i) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

290 -

CTG ACC
ZLeuw Thr

15

GGA

Gly

oy )
e

ACT
Thr

CAA
Gln

AGC

Ser

ACT

Thr

GCA
Ala

GCC
Aa
g0

CGG

Arg

ACS
Azg

GTG
Val

48

T44

249

258

424
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(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1.354

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISL.EM 2:

CS AAC T2 AAA ATA C CT
1z Asn Leuw Lys Ile Gln Ser lys Mex His Leu Ile Ser Pro Arg
1 5 10 15

3
o]
[

-+
1
S

AG TCT AAG ATG CAT CTG ATA TCZ CCA CCT 43
1

ATG CACD CCT TCC Cag CTT AAC CGT TTC CTA AAD ACT TAC ACC AAG G3A °g
T - .

Mat fis Pro Ser G

\TT TIC AGS Cal CAC 144

CTG CCCT C26G SCA ATC AGT O
L L His His

igu r-o

bt b
48]
Wt
T
i
I
L#]

GlZ CAG ¢35
A

TCC TGC TAZ GAC TGG ATT ATT TAC AAZ AZC ACT CCG CAG 182
Ala Gin v Th=-

g Tyr Asp Trp Xle Ile Ty: Asn Thrs PTC Gin

T AGA GAT GG3 CTT ATG 240
Gly Leu Mat

:AA GUT CTC CAG TGG TGT IAC CTC car o
2 ys Tyr Leu His P T
3 80

GC CAC CTT TAC CAC G7C CTC GAA AAA 288
T Hr3 Lew Tyr His Yal Leu Glu Lys
g5 50 85

ATA CAC AGE ACC CTG AAC GAC CGA GAC CGC TCG TCT TGS GIC TAC CGC 336
1 -

“le His Arg Thr Leu Asn AsD Arg Asp Arg Trp Ser Arg Ala Tyr Arg

160 185 110
GCG CGG AAA ACT CI7T AAA TAA 357
Ala Arg Lys Thr Pro Lys

115
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3
I
(i) CIHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

A) DELKA: 941 parti bazi

B) TYP: nukleova kysclina

) TYP VLAKNA: jednoduché

D) TOPOLOGIE: lincarm

(
(
3 (
(
(i) TYP MOLEKULY: cDNA
20 (iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: exon
(B) POZICE: 1.941
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(x

TCTTATGTAG

TGALGGCICC

TCTGACTTAY

COCTGUTGECC

ACCAGACTS

CCSOCCECGh

n e
Gdu\ln\.GTGu

Pt Ao
LR )

ATGIA

STASTAGGAT

CEACTETST
TDTTGIATCT
ATCGTITCIA
ATEGGARGCT
GAAACTGTCA
GUTATZTGETC

GCCACCTGL

TAAAGGTGEGC

CACCACTSGA

CZ I99797 Bo

coT

GGC3TGS

GCTACCTGAC

CCATCGALGS

GCGGTACCCS

GUGGTATCRT

GITCTSOCTCE

AGCTGASCST

CCITTAGLLC

ACCAGCGSTC

TORGGAIGET

GAGTTTIATG

GGTGICICAA

ACTGTATTET

AAGGETSG3A

AGTCGEICEIT

CASCCSECGATS

CAGECCTGETS

ACTGGAAACT

GCAZGATAAAR C

ACTTAACGRC

AGTGTCTIGS

TCGETCETRC

CAGATACATA

CTGCGTAGTG

AATOTCT DG

GCCGTTANGT

AAGAATATAT

GCCATGTCCA

CCTCCCTGSES

CTCTCTGCCA

GOTGlAAGCG

TTTI GICTTICICT

CTCACCGCIC

CARCTCCOTGG

CTTTARAACE

TGICTITAIT T

AGSGTCCTST

GGQIATMAGCC

GTGTTGTAGA

ACTAGCAGCC

.Y e

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4

(1)

(A) DELKA: 423 pari bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(DY TOPOLOGIE: linedrni

(i)

(iii) HYPOTETICKA: ne

TYP MOLEKULY: ¢DNA

(iv} OPACNA ORIENTACE: ne

(ix} ZNAKY:

(A) IMENO/QZNACENI: CDS

(B) POZICE.:

[.423

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

i) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

AAGITGEESEGS

CGAATTCTTT

CTGGIGTLCG

ATAGCACCAC

CTGCAGTCAG

CCCCRCTGES

TCSETCECTCA

ACCTCCGGLA

TEAATEAARRY

AGGAGTTTT

GTATTITIZC

TAATCCAGTC

TGATTIGCTAG

GCATACSTCS

6

120

180

24¢

300

360

420
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

AGC

AT
=
€

o

— a1 )

ACG
Thr

AGC

Ser

CTG
= Law

GAT GAC
b

P Asp

cuT

Leny

GCC
Ala
130

Sar T

ACS

CIC
Leu

AAT T

Asn

GGz

~1
a4V

P
iy

r Val

r——
R

Leu
100

GIC

val

AAG
Lys

uletes
arg

mem

GCT
Ala

oo
Phea

L

-
-

(5 I =]

L

T
Ser

GAZ
Asp

CTT
Leu

CAG
Cin

TCZ
Ser
135
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-
Fat [
Ser

GTG

Leu

ATC
Ii
1

e
0
cel
A=y

GAA
Glu

[ I %]
gl ]

R

-
~—

ala
232

CAG

a Gin

GTC
val

CAG

~
CaTi

AAC
AsSn

ACT

lend

11 =

~ = 13
o0

W

~CC

Ser

CTG
Leu

coe
Ala

AGC
Ser

&
[SNE]

GTIT
Val
140

TCA
Ser

ACT
The

TCT T

Ser

eicia

125

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLL.TEM 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 14] aminokyselin
{B) TYP: aminokyselinova
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: protein

L
1

-

GCC
Ala
55

ACT

Thr

CAA
Gln

ACC

-
=~

(791
(o)
Leg]

384

423
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4;

Met Ser Thr Asnh Ser Phe Asp Gly Ser Ile Val Ser Sexr Ty:
1 5 10

Thr Azg Met Pro 2Ic Trp Alz Gly Val Arg Gln Asnm Val Met
¢ 25 39

Ser Ile A

Pro Lewu Glu Thr ala Ala Ser
60

Tysr Gla Thr val Ser Glv T

(W19
o

Hl
b

L4 |

la Sar Ala Ala aAlz Alas Ala A-g Gly Ile Vel Thr Asp
&5 70 75

Ser

1]
)
[

Phe Leu Ser Prs Leuw Aala Se: Sar Ala Alz Ser Arg

Azo Asp Lys Leu Thr Ala Lea Lev Ala Gla Lau Asp Ser Lew
100 108 110

Glu Lew Asa val Val Ser Gla $ln Leu Lau Asp lew Arg Gln

Se

it

Ser Ser Pro Pro Asn Ala Val ¥

b
[
o

Ala Leu Lvs
130

-—
19
L=}

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI $ IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
] {A) DELKA: 270 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIL: lingarni
N (1) TYP MOLEKULY: ¢cDNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
20
(ix) ZINAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1..270

Gly Arg Bro Vel Leu Pre Alm Asn Ser Thr Thr L
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM s-

ACD AAG GGC CUG CCT CTC GCA ATZ ASC TTG CTA OTC AAA GAC ATT Too 4n
Thr Lys Ciy Leu: Pr= Leu Ala Ils Sar Leu Les Leu Lys Asp Ile Phe
3 s 19 15

AGSG CAT CAC GCC CAG CGC TCZ TGT TAC GAC TGS ATC ATC TAC AAT ACC 95
Ary dis His 2la Gla A-g Ser Cys Ty: Asp Trp Iie Ila Tyz Asa Thr
7 22 30

ACC CC3 CAG CAT GAA GCC CTC CTAG TGS mEC Tac ooa Al TCC AGA GAC 44
E G

TAr Pro Gla His Glu ala Ley Gla TIp Crs Tvr leu His Pro Arg Asp

-

GGG CTG ATG CCC ATG TA™ €75 ALD ATD CAG AGT CAC CT7 TAT CA
T Asn 1 is val

Gly Leu Me n Zer H:s Leu Tyr H
$Q 3z 60

w0

CIG GAA A2 ATA TAT AGS ACT CTC AAC GAC CGA GAT CGC TGS otee] 240
Leu Gilu Lys Ile Has ATg Thr Leu Asn Asp Arg Asp A-g Trp Arg
635 70 75 &9

n
o0

GCC TAT CGC GIG CGC AAA ACC COT AMA TAA 270
Ala Tyr Arg Ad2 Arg lys Thr Pro Lys ¢

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI $ IDENTIFIKACNIM CiSLEM 5:
{(iy CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 90 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselinova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(i) TYP MOLEKULY: protein

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

=

Thr Lys Gly Leu Pro Leu Ala Ila Ser Leu Leu Lau Lys Asp Ile Fhe
L 5 10 12
Arg Zis His Ala Gln Arc Ser Cys Tyr Asp Trp lie Ile Tyr Asn Thr
20 23 30

Thr Pre Gln E:5 Glu Ala Leu Gln Trp Cys Tyr Leu His Pro Arg Asp

35 40 43
Gly Leu Mgt Pro Mern Tyr Leu Asn Ile Gln Ser His Leu Tyr His Val
56 55 &G
Leua Glu Lys Ile Kis Ary Thr Leu Asn AST Arg Asp Arg TIp Ser Arg
g5 70 75 3G
Ala Tyr Arg Ala Arg Lys Thr Pro Lys =
83 3¢
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLLEM 6:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 103 parli bazi
(BYTYD: nuk}eové kyselina
(CYTYP VLAKNA: jednoduché
(LY TOPOLOGIE: linearni
(1) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACFENI: —
(B) POZICE: 1..103

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6

GGLCGECCET COGACTETGTG GGCOTGGETAT AASGETGEGA MAAGAATATAT AAGGICGSESS

TCTCATCTAG TCTTGTATCT GATTTGCAST AGCCCCCTLT ACC

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 52 part bazi
(BYTYP: nukleova Kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: tineami
(i) TYP MOLEKULY: cDNA
(ili) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACEN]: -
(B) POZICT: 1..52

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE § IDENTIFIKACNIM CiSLEM 7

ACATCTCAAA TCAATAMATA AAGAARTACT TGTTATAMAA ACAAATGAAT GT

226 -
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM §:

(i)

(A) DELKA: 847 pardi bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE

(i) TYPMOLEKULY: jina nukleova kyselina

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(ix) ZNAKY:

(AY IMENO/OZNACENI: —
(B) POZICT: 1..847

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCT S IDENTIFIKACNIM CiSI.EM 8:

CCCCGGCLET COACTGIGTS GGIGTGOCAT AACGSTGEGA AAGAATATAT AAGGTICSGGS &0
TCTCATITAG TCTTGTATCT CATTTGCAGTY AGCCGCICIC ACCATGAGCA CGAATTCSTT 120
TCACGGAAGT ATCGTCAGCT CATACTTCAC CACGCGCATS COTCOCTAGS CCGGEITCES 150
CCAGAATGTC ATGSGCTCCA GCATTGACGG TCGOCOTGTC CTGOCTGRAA ACTCTACCAC 240
TTTCACCTAC GAAACCGTGT CTGGCACSCS GTTGGAAACT GCAGCATCCG CCGCIGITAG 300
CSCCGITGEA GUTACCGUCC GCGCSATOST SACTGATITT GUTTTICTGA GCCCGCTTGE 360
CAGCAGTSEA GCLTICCTTY CATCTGCCCG CGATGACAAA TTSACGSCTC TICIGGCICA 420
GCTGGATICT TTGACTCSGS AACTTAACGT COTTTOTCAS CAACTGTTGG ACCTGCGCCA 430
GCAAGTITCY COCCIQARGS CTTCTICCCS TCCCAATGCC GTTTAAAGAT CTCAMTCAN 540
TAMTAAAGA AATACTTOTT ATAAAAACAA ATGAATGTTT ATITAGGGOT TTIGLGCCCG 600
CTATAGGCCT GGTACCAGCG ATCTCSSTCS TTGASSCTCS TATGTATTTY TICCAGSACG 660
TCATARAGST GACTCTGGAT ATTUAGATAS ATGGGCATCH GCCCGTCTCT GGGGTGCAGE 720
TAGCACCACT SCACGSCITL ATGCTGCGGS GTGGTATIGOT AGATGATCCA GICGTAACAG 780
GAGCGITGAG CGTGATGLTT AMNAAATCTCT TTGAGTAGCA AGITSATTGC GAGSGGIAGS 244
CCCTTCE 847
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9

—
2

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 44 pard bazi
(BYTYP: nukleové Kyselina
(C)TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lingarni
(i) TYP MOLEKULY: jina nukleové kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: -
(B) POZICE: 1..44

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

AACTGCABGCCGGLCACTAGTCOUGATGT TCCCAGTCATATCCC

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 37 par(i bazi
(B) TYP: nukleovi kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(1) TYP MOLEKULY: jina nukleova kysclina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY:

{A) IMENO/OZNACEN]: -
(B) POZICE: 1.37

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10

CCGCTCGAGGTGACCGCTAGCCATTATSCACGAATGE

S8
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PATENTOVE NAROKY

. Zpisob snizeni frekvence intra— nebo intermolekularnich homolognich rekombinaci mezi
bunécnou chromozomélni nukleovou kyselinou obsahujici tsck E1 adenovirového genomu spolu
$ lemujicim usekem a extrachromozomalni nukleovou kyselinou obsahujici genom adenoviru,
ktery je defektni v iseku El, vyznadujici se tim, Ze zpisob zahmuje krok. kdy se do
buriky obsahujici uvedenou chromozomaini nukleovou kyselinu vnese uvedend extrachromozo-
malni nukleova kyselina, pricemz sekvence alespoii jedné ze dvou nukleovych kyselin je kodujici
sekvence a je degenerovana.

2. 7Zpisob podle naroku 1. vvznadujici se tim, ze sekvence Je degencrovana
v poméru alespod 1 pdr bazi z kazdych 20 part bazi.

3. Zpisob podle naroku 2, vyznaéujici sc¢ tim, 7Ze sekvence Je degenerovana
v poméru alespon | par bazi z kazdych 10 pari bazi.

4. Zpisob podle naroku |, vyznadujici se tim. 7c sekvence Je degenerovana ve
viech moznych pozicich,

S. Zpusob podle ndroku |. vyznadujici se tim. 7c degenerace Je vytvofena jako
funkee vyuziti kodonid v komplementujici burice.

, -

6. Zpisob podle ndroku 5. vyznadujici se tim. ¥e sckvence genomu adenoviru,
ktery je defektni v aseku El, je degenerovana v genu plX.

7. Zpisob podle ndroku 6, vyznaéujici se tim, e sekvence genomu adenoviru,
ktery je defekeni v Oseku E1, je navic degenerovana v genu [Va2.

8. Zpisob pripravy defektnich rekombinantnich adenovirii vnesenim genomu  defektniho
rekombinantniho adenoviru do buiky z bunééné linic 293 nebo buiiky zni pochazejici, vy -
znacdujici se tim. Ze tenlo genom nese:
deleci Gscku E1

- degeneraci genu pIX a/nebo 1Va2.

9. Defekini rekombinantni adenovirus. jehoz genom obsahuje alespoi jeden usek, jehoz sek-
vence Je degenerovina, pricems degeneraci je snizena frekvence intermolekularnich homolog-
nich rekombinaci s chromozomalni nukleovou kyselinou kddujici adenovirové komplementujici

funkee. picem? tato sckvence je degencrovana tak, 7¢ je snizena homologie s druhym partnerem
{partnery).

10. Adenovirus podle ndroku 9, ve kterém je degenerovany kodujici 0sck a degenerovany Gsek
obsahuje gen pIX.

1. Adenovirus podle naroku 10, kde degenerovana sekvence obsahujici gen pIX je sckven-
ceid. ¢ 1.

12. Adenovirus podle naroku 10 nebo 11, ve kterém je navic gen [Va2 pfitomen v genomové
pozici odlidné od pivodni pozice.

13. Adenovirus podle naroku 12, kde gen pIX je umistén v Gscku E4.

4. Adenovirus podle naroku 9. kde degenerovany iisck obsahuje geny plX alVa2,

-9 .
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15, Adenovirus podle ndroku 14, kde degenerovany isck je sekvence id. &. 3.
16.  Adenovirus podle kteréhokoliv z narokii 9 az 13, kiery obsahuje deleci Gseku E1.

17, Adenovirus podle naroku 10 nebo 11, kde degenerovana sekvence genu pIX je sekven-
ceid. ¢ 1.

18. Buiika z bunééné linie 293 nebo buitka z ni pochdzejici, ktera obsahuje adenovirus defekni
v ET Oseku, kde sekvence bunéiné chromozomalni nukleové kyseliny obsahujici usek E1 adeno-
virového genomu spolu s lemujicim asekem, nebo sekvence extrachromozomalni nukleove kyse-
liny obsahujici genom adenoviru, je kodujict sekvence a je degenerovana.

16 vykresii
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1/1

ATG TCC
ATG AGC
Met ser

31/11

GTC TCC
GTG AGC
val ser

61/21

CCC TGG
CCA TGG
Dro trp

91/31

GGA AGC
GGC TCC
gly ser

121/41

CCT GCC
CCC GCA
pro ala

151/51

ACT GTC
ACC GTG
thr val

181/61

GCA AGC
GCC TCC
ala ser

C7 299797 Ro

Degenerace v pIX

ACG
ACC
thr

AGC
TCA
ser

GCT
GCC
ala

ICC .
AGC

ser

AAT
AAC
asn

TAC
TAT
tyr

AAT

AAC
asn

AGC
TCT
ser

GCT
GCC
ala

GGC
GGA
gly

GCA
GCC
ala

C GIC

T ACT

TTT
TTT
phe

TCC
TCG
ser

CTG
TTG
leu

ACC
ACA
thr

CGC
CGT
2rg

GTG
val

GAC
GAT
asp

GGC
GGT
gly

ACC ACT
ACC

thr thr

ACC
ACG
thr

CCA
CCG
pro

GCC AGC
GCT TCA
ala ser

Obr. 8A
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GAC
GAT
asp

ACC
ACG
thr

CaA
CAG
gln

AGG
CGC

arg

CTG
TTG
leu

CTG
TTG
leu

GCT
GCC
ala

GGC
GGA
gly

CGG
CGC
arg

AAC
AAT
asn

CCT
CCC
DI o

ACT
ACC
thr

GAA
GAG
glu

GCC
GCT
ala

TCC
AGC
sex

ATG
ATG
met

GTC
GTG
val

GTG
GTC
val

TAT
TAC
tyr

ACC
ACT
thr

GCC
GCA
ala

ATC
ATT
ile

ccr
CCC
Dro

ATG
ATG
met

CTC
CTG
leu

GAA
GAG
glu

GCC
GCA
ala

GCT
GCC
ala




211/71

ACT GC?T
ACC GCC
thr ala

241/81

TTT CTC
TTC CTG
phe leu

271/91

AGC CGC
TCC CGT
ser arg

3017101
ACC GCC
ACG GCT
thr ala

331/111
ACT 2GG
ACC CGG
thr arg

361/121
CTC CTG
CTG TTG
leu leu

391/131
CTC AAA
CTG AAG
leu lys

421/141
TAA
TAR

CGG
CGC
arg

ICC
AGC
ser

AGC
TCA
ser

CTG
cTT
leu

CAG
GAA
glu

GAC
GAT
asp

GCC
GCT
ala

GGC
GGG
gly

cCT
CCG
Dro

TCT
TCC
ser

CTG
TTG
leu

CTG
CTT
l=u

CTC
CTG
leu

TCT
TCC
ser
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ATC
ATT
ile

GTC
GTG
val

CTG
cTT
leu

GCC
GCAa
ala

GCT
GCC
ala

CGG
CGC
arg

GCT
GCA
ala

CAG
CAA
gln

AaC
AAT
asn

GTG
GTC
val

CGG
CGC
arg

CAA
CAG
gln

AGC
TCC
ser

CCA
CCT
pro

Obr. 8B
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ACC
ACT
thr

ICC
AGC
ser

GAC
GAT
asp

CTG
TTG
leu

GTG
GTT
val

CAA
CAG
gln

CCT
CCcC
pro

GAT
GAC
asp

AGC

AAC
AAT
asn

TTC
TITT
phe

GCT
GCA
ala

T AAA

AAG
lys

C AGC

TCT
ser

CAA
CAG
gln

AGC
TCT
ser

GCC
GCG
ala

GCC
GCT
ala

GCC
GCT
ala

CTG
TTG
leu

CTG
TTG
leu

CaAA
CAG
gln

GCT
GCC
ala

GTT
GTT
val




1/1

TC GCG
TA GCC
ile ala

31/11

CAT CTG
CAT CTC
his leu

61/21

CAG CTT
CAG CTT
gln leu

91/31

2AG GGA
AAG GGC
lys gly

121/41

CTG AAA
CTG AAA
leu lys

151/51

CGG TCC
CGC TCC
arg serx

181/61

ACC ACT
ACC ACC
thr thr
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Degenerace v IVa2

AAC
AAC
asn

ATA
ATA
ile

AAC
AAC
astl

CTG
CTG
lzu

GAC
GAC
asp

TGC
TGC
Ccys

CCG
CCG
DI o

CTA RAA
CTA ARA
leu lys

TCC
TCC
ser

CGC
CGC
arg

CCC
CCC
DIO

ATT
ATT
ile

TTC
TTT
phe

TAC
TAC
tyr

GaC
GAC
aso

caT
CAT
his

CAG
CAG
gln

ATA
ATA
ile

CGT
CGT
arg

GTA
GTA
val

GCA
CCA
ala

AGG
AGG
arg

TGG
TGG
trp

GAA
GAA
glu

CAG
CAG
gln

ATG
ATG
met

AAC
AAC
asn

ATC
ATC
ile

CAC
CAC
his

ATT
ATC
ile

GCT
GCT
ala

Obr. 9A
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TCC
TCC
ser

CAC
CAC
his

ACT
ACT
thr

AGC
AGC
ser

CAC
CAC
his

ATC
ATC
ile

CTC
CTG
leu

AAG
AAG

lys

CCC
CCA
pro

TAC
TAC
tyr

CTG
TTG
leu

GCC
GCC
ala

TAC
TAC
tyT

CAG
CAG
gln

ATG
ATG
met

TCC
TCC
ser

ACC
ACC
thr

CTA
CTA
leu

CAG
CAG
gln

AAC
AAC
asn

TGG
TGG
trp



211/71

TGC TAC
TGC TAC
cys tyr

241/81

CCT ATG
CCC ATG
pro met

271/91

TAC CAC
TAC CAC
tvr his

301/101
CTG AAC
CTC 2aacC
leu asn

331/111
TAC CGC
TAC CGC
tyr arg

CTC
cTC
leu

TAT
TAT
tyr

GTC
GTC
val

GAC
GAC
asp

GCG
GCG
ala

CAT
CAC
his

CTG
CTG
leu

CTC
CTG
leu

C&a
cGa

arg

CCG
CGC
arg

Cz 299797 B6

CCC AGA GAC
CCC AGA GAC
Pro arg asp

AAC ATC CAG
AAC ATC CAG
asn ile gln

GAA AAA ATA
GAA AAA ATA
glu lys ile

GAC CGC TGG
GAC CCC TGG
asSp arg orp

AAA ACC CCT
AAA ACC CCT
lys thr pro

Obr. 9B

GGG
GGG

gly

AGC
AGT
ser

CAC
CAC
his

TCL
TCC

ser

ARA
AAA
lys

CTT
CTT
leu

CAC
CAC
his

AGG
AGG
arg

CGG
CGG
arg

TAA
TAA
OCH

ATG
ATG
met

cTT
cTT
len

ACC
ACC
thr

GCC
GCC
ala
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