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Je opisany defektny rekombinantny virus, vyhodne a-
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kédujace odlidné enzymy, proteiny a/alebo kofaktory,
ktoré si zapojené do reverzného transportu cholestero-
lu. Uvedené nukleové kyseliny si operativne spojené s
transkripénym prométorom a oddelené navzijom sek-
venciou kddu-jucou vniitorné ribozémové vstupné
miesto (IRES). Si opisané aj plazmidové kon3trukcie
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formovanych tymito plazmidmi alebo adenovirusmi, a
tiez farmaceutickych pripravkov obsahujiicich uvedeny
adenovirus.
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Press-99

Rekombinantny bicistrénovy adenovirus vhodny na liecbu
dyslipoproteinémii, jeho pouzitie a farmaceuticky pripravok

obsahujici takyto virus

Oblast techniky

Predkladany vyndlez sa tyka novych rekombinantnych
virusov, ich pripravy a ich pouZitia v génovej terapii, na in
vivo prenos a expresiu poZadovanych génov. Presnej$ie sa tyka
rekombinantnych virusov obsahujlcich aspofi dva vloZené gény,
ktorych expresné produkty si zapojené do reverzného transportu
cholesterolu. Tyka sa tieZ kyvadlovych plazmidov pouZitelnych
na produkciu adenovirusov podla vynalezu. KonkrétnejsSie sa
predkladany vynélez tyka defektnych rekombinantnych
adenovirusov a ich pouZitia na prevenciu alebo liecbu
patologickych stavov spojenych s dyslipoproteinémiami, ktoré su
zname pre svoje vaine nasledky na kardiovaskuldrnej a

neurologickej Grovni.

Doteraj§i stav techniky

Dyslipoproteinémie s poruchy metabolizmu lipoproteinov,
ktoré zodpovedaji za transport lipidov ako je cholesterol a
triglyceridy v krvi a periférnych tekutinach. Ich nasledkom su
vaZne patologické stavy, spojené s hypercholesterolémiou alebo

hypertriglyceridémiou, ako je predovSetkym aterosklerdza.

Ateroskleréza je polygénna komplexnd choroba, ktora je z
histologického hladiska definovand depozitmi (lipidové alebo
fibrolipidové platy) lipidov a daldich krvnych derivatov Vv

stene velkych artérii (aorta, koronarna artéria, karotidy) .



Tieto platy, ktoré st z vaéSej ¢&i menSej miery kalcifikované
podla progresie choroby, sa méZu zdruzit s leéziami a si spojené
s akumuldciou tukovych depozitov v artéridch, ktoré sa skladajua
zi4sadne z esterov cholesterolu. Tieto platy sd sprevadzané
zhrubnutim arteridlnej steny s hypertrofiou hladkého svalstva,
vyskytom penovych buniek a akumulaciou fibrézneho tkaniva.
Ateromatézny plat je umiestneny tGplne jasne do reliéfu steny,
&im je zodpovedny za =zUZenie pri vaskularnych okluziach
spdsobenych aterémom, trombézou alebo embdliou, ktoré sa

objavuji u najviac postihnutych pacientov.

Nisledkom hypercholesterolémie teda mdzu byt velmi vazine
kardiovaskuldrne stavy, ako je infarkt, néhla smrt, zlyhanie

srdca, cerebrovaskuldrne choroby, a pod..

Je preto mimoriadne doleZité =zaistit dostupnu lieébu,
ktord umoZni v urditych patologickych situaciédch zniZit
plazmatickd hladinu cholesterolu alebo dokonca stimulovat eflux
cholesterolu (reverzny transport cholesterolu) v periférnych
tkanivach, aby sa vyprdzdnili bunky, ktoré maja akumulovany
cholesterol a to vietko \4 stivislosti s vytvaranim
ateromatézneho platu. Cholesterol je prendSany v krvi réznymi
lipoproteinmi, vratane lipoproteinov s nizkou hustotou (“low
density lipoprotein” - LDL) a lipoproteinov s vysokou hustotou
(*high density lipoproteins” - HDL. LDL sa syntetizuja v peceni
a umoZfiuji zasobovanie periférnych tkaniv cholesterolom. Na
rozdiel od toho HDL vychytdvajd cholesterol v periférnych
tkanivdch a preni3aji ho do pe&ene, kde sa ukladd a/alebo

degraduje.

Medzi najbeZnej3ie dyslipémie patria tie, ktoré su
charakterizované vysokou hladinou LDL (“low density
lipoprotein”) cholesterolu a hypoalfalipoproteinémiou. Pre nu
je charakteristickd hladina HDL (“high density liprotein”)
cholesterolu men3ia ako 0,35 mg/l (35 mg/dl) a prestavuje 40%
pripadov dyslipémie (Genest a kol., 1992). Hypoalfalipo-

proteinémia je pravdepodobne spojena s genetickym deficitom



jedného alebo viacerych proteinov zapojenych do syntézy, zrenia
a rozpadu HDL &astic a jej dbsledkom je Casto skory vyskyt
kardiovaskularnych ochoreni (Dammerman a kol., 1995). VSeobecne
je opaén& koreldcia medzi incidenciou uvedenych ochoreni a
. hladinami HDL &astic (Miller a kol., 1987).

Protektivny u&inok HDL proti kardiovaskuldrnym chorobam sa
dokdzal pokusmi s prenosom génov in vivo u kmefiov mySi s
pravdepodobnym rozvojom aterosklerotickych 1ézii, u ktorych
zvySenie mnoZstva HDL &astic inhibuje rozvoj tychto lézii
(Rubin a kol., 1991; Plump a kol., 1994). UvaZuje sa o tom, Ze
protektivny u&inok HDL &astic mdZe byt spdsobeny ich illohou v
reverznom transporte cholesterolu (Reiche a kol., 1989).
Reverzny transport je proces, ktorym sa prenasa nadbytoény
cholesterol z periférnych tkaniv do peene a tam sa odstrani
(obrédzok 1). Skladd z radu stupfiov zahriiujicich vychytédvanie a
esterifikdciu cholesterolu do HDL &astic a tieZ jeho prenos do
&astic lipoproteinov s nizkou hustotou, ktoré sa potom opédt
vychytavaju pedefiou a tento proces takisto zahrfiuje Gcast
celého radu proteinov, ako je CETP, enzymov  vratane
cholesterolacyltransferidzy a pecefiovej lipazy (a/alebo ich

kofaktorov, ako sU apolipoproteiny AI a AIV).

Zatial ¢&o na zniZovanie hladin LDL cholesterolu a
triglyceridov existuje i€inna liecba zaloZené na
hypolipidemickych a antihypertenzitivnych liekoch, je liecenie

hypoalfalipoproteinémie v suasnosti iba obmedzene u&inné.

Predkladany vynalez sa konkrétne tyka liecenia
patologickych stavov spojenych s hypoalfalipoproteinémiou, a to

konkrétne génovou terapiou.

Terapeuticky pristup navrhovany v predkladanom vyndleze
smeruje k zvySeniu kinetiky reverzného transportu cholesterolu,
aby sa vyvolala regresia aterosklerotickych 1lézii alebo aby sa
alternativne zabréanilo ich tvorbe. Tento ciel sa podla vynalezu

vyhodne dosiahne pomocou simultdnnej a u&innej expresie aspoi



dvoch proteinov, enzymov alebo kofaktorov zapojenych do
reverzného transportu choelsterolu v bunkadch, ktoré sa maja
liecit.

Pre vynadlez je protein, enzym a/alebo jeden z Jeho
kofaktorov povaZovany za zapojeny do reverzného transportu
cholesterolu, pokial akakolvek porucha tGrovne jeho bunkove]

koncentracie automaticky ovplyvni reverzny proces cholesterolu.

Ako predstavitel takychto enzymov sa méZe uviest konkrétne

lecitincholesterolacyltransferdza a pecefiovd lipéza.

Lecitincholesterolacyltransferdza (LCAT) je glykoprotein
velky 67 kD, syntetizovany v peceni, ktory katalyzuje prenos
acylovej skupiny 2z lecitinu na cholesterol a tym tvori
lysofosfatidylcholin a estery cholesterolu (Glomset, 1968).
Kofaktorom pre tento enzym je apolipoprotein AI, ktory IJje
viazany na povrch HDL &astic. Tym, Ze udrZuje koncentraény
gradient cholesterolu medzi periférnymi bunkami a HDL, ma
zdkladnua ilohu v prvom Stédiu reverzného  transportu
cholesterolu.

Ludska pedeflovd lipéza (HL) je glykoprotein velky 66 kD s
aktivitou triglyceridhydrolazy a  fosfolipazy, ktory je
syntetizovany a secernovany hepatocytmi. Naviazany na povrch
hepatickych buniek sa prostrednictvom proteoglykanov
heparinsulfatu zacasthnuje metabolizmu chylomikrénov IDL
(“intermediate density lipoproteins” - lipoproteiny so strednou
hustotou) a HDL. HL m& vyraznG afinitu pre velké HDL Castice,
ktorych fosfolipidy a triglyceridy Stiepi a tym tvori diskoidné
Gastice HDL, ktoré maji takd vlastnost, Ze prijimaja bunkovy
cholesterol. Deficit HL u &loveka je charakterizovany velkym
mnosstvom LDL bohatych na triglyceridy, velké HDL ¢astice a

skorym rozvojom aterosklerdzy (Hegele a kol., 1993).

Co sa tyka proteinov, pre vyndlez st najvyhodnejsie
protein prendSajuci estery cholesterolu (CETP), apolipoproteiny

AI a IV alebo jeden z ich variantov.



Protein prenaSajici estery choelsterolu (CETP) je
glykoprotein velky 74 kD syntetizovany v tukovom tkanive a
pedeni. V plazme je spojeny hlavne s HDL. Tu katalyzuje prenos
esterov cholesterolu z HDL na lipoproteiny s nizkou hustotou.
Tento prenos je nasledovany prechodom triglyceridov ' z
lipoproteinov s nizkou hustotou na HDL. Nadmernid expresie CETP
u transgénnych hypertriglyceridemickych my3i inhibuje rozvoj
ateroskleotickych 1lézii (Hayek a kol., 1995). Tento pokus je v
silade s pozorovanim, Ze u jedincov deficitnych na CETP sa
skoro vyvijaji kardiovaskuldrne ochorenia (Zhong a kol., 1996).

Apolipoprotein AI je protein skladajuci sa z 243
aminokyselin, ktory sa syntetizuje vo forme pre-propeptidu s
267 zvySkami, ktory md molekulovi hmotnost 28000 D. V ¢loveku
sa syntetizuje Specificky v peeni a v ¢&reve a tvori zdkladny
protein HDL ¢&astic (70% ich hmotnosti proteinov). V plazme je
bohato zastupeny (1,0 - 1,2 g/l). Jeho najlep3$ie biochemicky
charakterizovanid aktivita 3je aktivadcia lecitincholesterol-
acyltransferazy (LCAT), ale pripisuji sa mu dalsie mnohé
aktivity, konkrétne stimuldcia efluxu bunkového cholesterolu.
Apolipoprotein AI m& hlavni ulohu v odolnosti k ateroskleréze,
spojeni s reverznym transportom cholesterolu. Jeho gén, dlhy
1863 bp, sa klonoval a sekvenoval (Sharpe a kol., Nucleic Acids
Res., 12 (9), 3917, 1984). Z proteinovych produktov s aktivitou
typu apoliporpoteinu AI sa méZu uviest konkrétne prirodzené

varianty opisané v doterajSom stave techniky.

Apolipoprotein AIV (apoAIV) je protein skladajici sa z 376
aminokyselin, ktory sa 3pecificky syntetizuje v &reve vo forme
prekurzora s 396 zvySkami. Co sa tyka jeho fyziologicke]j
aktivity, je zname, Ze méze aktivovat in vitro
lecitincholesterolacyltransferazu (LCAT) (Steinmetz a kol., J.
Biol. Chen., 260: 2258-2264, 1985) a Ze nmdie, ako
apolipoprotein AI, interferovat s vazbou HDL ¢astic na
endotelové bunky hovddzej aorty (Savion a kol., Eur. J.
Biochem. 257: 4171-4178, 1987). Tieto dve aktivity naznaduju,

e apoAIV velmi pravdepodobne pdsobi ako medidtor reverzného



transportu choelsterolu. Gén apoAlV sa klonoval a opisal v
doterajSom stave techniky (pozri konkrétne W092/05253). 2
proteinovych produktov s aktivitou typu apolipoproteinu AIV sa
mdé3u uviest konkrétne fragmenty a derivaty opisané v patentove]
prihldske FR 92 00806.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez je, presnejSie povedané, zaloZeny na
pouziti rekombinantnych virusov, ktoré umoZiiujd prenos a
expresiu aspoii dvoch nukleovych kyselin kédujicich enzymy,
proteiny a/alebo kofaktory zapojené do revrezného transportu

cholesterolu.

Prihlasovatel neolakdvane dokadzal, Ze Jje moZné ucinne
zaistit prenos a expresiu aspofi dvoch nukleovych kyselin tym
istym rekombinantnym virusom, a to tak, Zze sa integruju tieto
nukleové kyseliny do uvedeného virusu vo forme bicistrénove]j
jednotky. Je Jjasné, Ze pouZitie jedného virusu namiesto dvoch,

ma z hladiska liedby mnohé vyhody.

Predov3etkym je vyhodnejsie skon$truovat jeden
rekombinantny virus inkorporaciou dvoch génov, ako dva

prislusné rekombinantné virusy.

Podobne z lie&ebného hladiska pouZitie vektora, ako Jje
uvedené v patentovych nérokoch, umoZiiuje znizZit mnoZstvo
rekombinantného virusu nevyhnutného na expresiu uvedenych génov
na polovicu. To je najviac prospe3né konkrétne z hladiska
imunitnej odpovede zvy&ajne sa prejavujucej proti bunkam
infikovanym rekombinantnymi virusmi. Nasledkom tejto imunitnej
odpovede je normalne znicenie infikovanych buniek a/alebo
zavazna zépalovd odpoved. Je jasné, Ze tieto dva prejavy si na
Grovni trvania expresie terapeutickych génov a teda otakavaného

lie&ebného G&inku, velmi Skodlivé.



Nakoniec, a&inny prenos a vyrovnand koncentricia dvoch
rozdielnych rekombinantnych virusov je neisty jav, ktory sa
preto musi kontrolovat dalSimi spdsobmi. V pripade pouZitia
rekombinantného virusu podla vyndlezu sa mdZeme vyhodne zaobist

bez tohto typu kontroly.

Virusy podla predkladaného vyndlezu su vyhodne schopné
prenosu a G&innej expresie dlhodobo a bez akéhokolvek
cytopatologického pdsobenia, dvoch nukleovych kyselin
kédujtcich proteiny, enzymy a/alebo kofaktory zapojené do

reverzného transportu cholesterolu.

Prvy predmet vyndlezu preto je defektny rekombinantny
virus obsahujici aspoii dve nukleové kyseliny kédujice enzymy,
proteiny a/alebo kofaktory, ktoré su rozdielne a si zapojené do
reverzného transportu cholesterolu, uvedené nukleové kyseliny
si operativne spojené s transkripénym prométorom a oddelené
jedna od druhej sekvenciou kédujicou vnitorné ribozémové

vstupné miesto (IRES).

Nukleové kyseliny sui vyhodne vybraté z génov kédujiucich
celd alebo ¢&ast lecitinchoelsterolacyltransferdzy (LCTA),
proteinu prendSajuceho Estery cholesterolu (CETP), pecefiové

lipdzy (HP), apolipoproteinov AI a AIV alebo jedného z ich
variantov.

VloZené nukleové kyseliny mézZu byt fragmenty
komplementarnej DNA (cDNA), gendémovej DNA (gDNA) alebo hybridné
konStrukcie skladajlice sa napriklad z cDNA, do ktorej sa vloZil
jeden alebo viac intrénov. MO6Zu to byt syntetické alebo
semisyntetické sekvencie. Ako je vy38ie uvedené, tieto
sekvencie mdéZu byt gén kédujlci cely alebo c&ast jedného z
enzymov, proteinov a/alebo kofaktorov zapojenych do reverzného
transportu cholesterolu, alebo ich varianty. Pre vynélez
ozna&uje termin variant kaZdého mutanta, fragment, alebo peptid

majaci aspon jednu biologicka vlastnost uvazovaného



proteinového produktu, a tieZ, kde je to vhodné, ich prislusné

prirodzené varianty.

Tieto fragmenty a varianty sa méZu ziskat kaZdou technikou
odbornikovi zndmou a konkrétne genetickymi a/alebo chemickymi
a/alebo enzymovymi modifikdciami. Gentické modifikdcie zahrfiuja

supresie, delécie, mutacie a pod.

VloZené nukleové kyseliny na ddely vyndlezu sU vyhodne
gény kédujuce celé alebo Casti zodpovedajucich Tudskych
enzymov, proteinov a/alebo kofaktorov. VyhodnejSie to su cDNA
alebo gDNA.

Ka?da vloZena nukleovd kyselina mbéZe tieZ obsahovat
aktivadné alebo regulaéné sekvencie alebo podobne. Okrem toho
vieobecne obsahuje v protismere (“upstream”) od kédujuce]
sekvencie signdlnu sekvenciu riadiaceho polypeptidu
syntetizovaného v sekreénych drdhach cielovej bunky. Tato
signdlna sekvencia méZe byt jeho prirodzena signalna sekvencia,
ale moéZe to byt tieZ ak4kolvek daldia funk&nd signalna

sekvencia alebo umeld signdlna sekvencia.

PodIla Specifického uskutocénenia vynalezu obsahuju
rekombinantné virusy podla vynadlezu aspoii Jjednu nukleova
kyselinu kédujicu LLCAT. VyhodnejSie druha vloZend nukleové
kyselina kéduje HL, CETP alebo ApoAI.

Ako je vy3Sie jednoznaine uvedené, spolocna expresia
(koexpresia) dvoch uvaZovanych nukleovych kyselin je predbeZne
zaistena prostrednictvom tvorby jednej RNA, ktord Jje potom
translatovana za vzniku dvoch prislusnych enzymov. Z tychto
dévodov rekombinantny virus zahffia okrem dvoch sekvencii
nukleovych kyselin aspon jeden transkripény prométor,

polyadenyla&né miesto a sekvenciu IRES.

Transkripény prométor je operativne spojeny s kédujicimi
nukleovymi kyselinami tak, Ze tvori Dbicistronovi mRNA a

umozfiuje expresiu dvoch prisludSnych enzymov z uvedenej mRNA.



Podla vyhodného uskuto&nenia vyndlezu je umiestneny priamo v

protismere (“upstream”) od prvej nukleovej kyseliny.

Tento transkrip&ény prométor sa mdZe vybrat konkrétne zo
sekvencii, ktoré su prirodzene zodpovedné za expresiu uvedenych
nukleovych kyselin, vo vztahu, ku ktorej. je umiestneny Vv
protismere, av3ak za predpokladu, Ze tieto sekvencie su schopné
Einnosti v infikovanej bunke. M&Zu to byt tieZ sekvencie
rézneho pdévodu (zodpovedné za expresiu inych proteinov, alebo
dokonca syntetické). Konkrétne to méZu byt sekvencie 2z
eukaryotickych alebo virusovych nukleovych kyselin alebo
odvodené sekvencie, stimulujice alebo potladfajuce transkripciu
génu 3Specifickym a indukovatelnym spésobom alebo inak. Ako
priklad to mdZu byt prométorové sekvencie pochddzajice z gendmu
bunky, ktorti je potrebné infikovat, alebo z genému virusu,
predovSetkym prométory adenovirusovych génov MLP a ElA,
prométor CMV, RSV-LTR, MT-1 a SV40 a pod. 2 eukaryotickych
prométorov sa tieZ mdéZu uviest v3eobecne sa vyskytujice
prométory (HPRT, vimentin, a-aktin, tubulin, a pod.), prométory
pre intermadiidrne filamenty (dezmin, neurofilamenty, Kkeratin,
GFAP a pod.), prométory terapeutickych génov (typu MDR, CFTR,
faktor VIII a pod. ), tkanivovo Specifické prométory
(pyruvatkinaza, villin, prométor pre d&revny protein viaZuci
mastné kyseliny, prométor pre a-aktin buniek hladkého svalstva,
prométory $pecifické pre pecefi: ApoAI, ApoAII, ludsky albumin a
pod.) alebo alternativne prométory, ktoré odpovedaji na stimul
(receptor steroidnych horménov, receptor kyseliny retinovej a
pod.). Okrem toho tieto expresné sekvencie méZu byt
modifikované pridanim aktivaénych a regulaénych sekvencii, a
pod.

Co sa tyka sekvencie IRES, poch&dza vyhodne 2z pikorna-
virusu. PresnejSie je tdto piokorna-virusovid sekvencie IRES
odvodend z virusu encefalomyokarditidy alebo 2z poliovirusu.
Vyhodnej&ie je fragment odvodeny z virusu encefalomyokarditidy
pritomny vo vektore pCITE-2a+ od firmy NOVAGEN.
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v zaujme ujasnenia bude konstrukcia definovana
transkripénym prométorom, dvoma nukleovymi kyselinami,
polyadenylaénym miestom a sekvenciou IRES, ktora je medzi dvoma
nukleovymi  kyselinami, dalej v texte oznadovand nazvom

bicistronova kazeta.

Virusy podla predkladaného vynédlezu su defektne, inymi
slovami nie sd schopné autonémne sa replikovat v cielove]
bunke. VSeobecne je geném defektnych virusov pouZity v ramci
predkladaného vyndlezu, a preto neobsahuje aspoil sekvencie
nevyhnutné na replikdciu uvedeného virusu v infikovanej bunke.
Tieto oblasti sa mdéZu bud odstranit (aplne alebo ¢&iastocCne),
alebo znefunk&nit, alebo substituovat inymi sekvenciami a
konkrétne bicistrénovou kazetou definovanou vy33ie. Vyhodne ma
defektny virus viac menej uchované sekvencie svojho gendmu,

ktoré su nevyhnutné pre enkapsidaciu virusovych Castic.

Virus podla predkladaného vyndlezu sa mdbze odvodit z
adenovirusu, virusu adenoasociovaného (AAV) alebo z

retrovirusu. PodIa vyhodného uskutoénenia to je adenovirus.

Existuji rdézne sérotypy adenovirusov, ktorych Struktura a
vliastnosti sa trosku odli3uja. Z tychto sérotypov si typy 2
alebo 5 ludskych adenovirusov (Ad2 alebo Ad5) alebo adenovirusy
zvieracieho pévodu (pozri prihlaSka W094/26914) vyhodne pouzité
v ramci predkladaného vyndlezu. Z adenovirusov zvieracieho
pdvodu, ktoré sa mdéZu pouZit v ramci predkladaného vynalezu, sa
mdé3u uviest adenovirusy pdévodu psieho, hovddzieho, mySacieho
(priklad: Mavl, Beard a kol., Virology 75, 81, 1990), ovc&ieho,
prasacieho, vtacieho alebo alternativne opi&ieho (priklad:
SAV). Adenovirus zvieracieho pévodu je vyhodne psi adenovirus,
vyhodnejsie adenovirus CAV2 (napriklad kmei Manhattan alebo
A26/61 (ATCC VR-800). Vyhodne si v ramci vyndlezu pouziteé

adenovirusy ludské alebo psie alebo zmieSaného pdvodu.

Vyhodne je v gendme adenovirusu vyndlezu aspon jedna

oblast E1 nefunké&nd. UvaZovany virusovd gén sa mbie znefunkénit
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akoukolvek technikou zndmou odbornikovi, konkrétne Gplnou
supresiou, substiticiou, <&iastonou deléciou alebo pridanim
jednej alebo viacerych badz k uvaZovanym génom. Takéto
modifikacie sa mdéZu ziskat in vitro (na izolovanej DNA) alebo
in situ, napriklad prostrednictvom technik genetického
inZinierstva, alebo alternativne opracovanim mutagénnymi
&inidlami. DalSie oblasti sa méZu tieZ modifikovat, konkrétne
oblast E3 (W095/02697), E2 (W094/28938), E4 (WO94/28152,
W094/12649, W095/02697) a L5 (W095/02697). Podla vyhodného
usporiadania obsahuje adenovirus podla vyndlezu aspoii jednu
deléciu v oblasti El a deléciu v oblasti E3. Vo virusoch podla
vyndlezu vyhodne delécia v oblasti El1 siaha od nukleotidov 455
do 3329 adenovirusovej sekvencie Ad5. Podla dal3ieho vyhodného
uskutodnenia je bicistronova kazeta vloZend na UGrovni delécie v
oblasti El.

Predkladany vyndlez sa preto S3pecificky tyka defektného
rekombinantného adenovirusu charakterizovaného tym, Ze obsahuje
aspofi dve nukleové kyseliny koédujice enzymy, proteiny a/alebo
kofaktory, ktoré su rozdielne a zapojené do reverzného
transportu cholesterolu, uvedené nukleové kyseliny sa
operativne spojené s transkripénym prométorom a oddelené jedna
od druhej sekvenciou vnutorného ribozdémového vstupného miesta
(IRES) .

Ako vyhodné rekombinantné adenovirusy podla vynadlezu sa
mbéZu konkrétnejSie uviest defektné rekombinantné adenovirusy
obsahujlice aspoii jednu nukleovi kyselinu kédujicu LCAT a jednu
nukleovi kyselinu kédujicu bud HL, CATP alebo ApoAI, pricom
uvedené nukleové kyseliny su operativne spojené s transkripcnym
prombétorom a oddelené jedna od druhej sekvencie vnitornym

ribozémovym vstupnym miestom (IRES).

Ako predstavitel tychto adenovirusov sa méZu uviest tie,
ktoré sa uvedené na obrazku 2, obsahujice gény kédujice LCTA a
CETP, a pochadzajice z homologickej rekombindcie medzi pXL2974
a pXL2822.
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Defektné rekombinantné adenovirusy podla vyndlezu sa mézZu
pripravit akoukolvek technikou znémou odbornikovi (Levrero a
kol., Gene 101, 195, 1991, EP 185 573; Graham, EMBO J., 3,
2917, 1984). MéZu sa pripravit  konkrétne homologickou
rekombinécipu medzi adenovirusom a plazmidom nestcim inter alia
bicistronova kazetu. Homologickd rekombinacia naétéva po
spoloénej transfekcii (kotransfekcii) uvedenych adenovirusov a
plazmidov do prislu3nej bunkovej linie. PouZita bunkovd linia
by mala byt vyhodne (i) transformovatelnd uvedenymi prvkami a
(ii) - zahrfiovat sekvencie schopné komplementovat gendémové <&asti
defektného adenovirusu, vyhodne v integrovanej forme, aby sa
zabranilo riziku rekombindcie. Ako priklad-linie sa mdZe uviest
linia 293 lIudskych embryonalnych obliéiek (Graham a kol., J.
Gen. Virol. 36, 59, 1977), ktorad konkrétne obsahuje do svojho
genému integrovani lavi Cast gendému adenovirusu Ad5 (12%) alebo
linie schopné komplementovat funkcie El1 a E4, ako Je opisané
osobitne v prihladskach &. W094/26914 a WO095/02697. Dalej
adenovirusy, ktoré sa namnoZili, sa ziskaji spat a purifikuija
zvyéajnymi technikami molekulovej biolégie, ako je to uvedené v

prikladoch.

Ale podla vyhodného uskutoénenia vyndlezu su adenovirusy
podla vynalezu pripravené podla nového postupu opisaného Vv
patentovej prihlaske WO096/25506, kde sa pouZiva VO funkcii
kyvadlového plazmidu prokaryoticky plazmid obsahujtici gendm
rekombinantného adenovirusu ohranideny jednym alebo viacerymi
redtrikénymi miestami nevyskytujdcimi sa v uvedenom gendme.
Tento protokol je schematicky uvedeny na obrazku 2. Tento
postup je mimoriadne vyhodny, pretoZe umoZiiuje zaobist sa bez
pouzitia druhej konstrukcie poskytujice]j dal3iu &ast gendmu

virusu, s krokom rekombindcie v transkomplementacnej linii.

Druhy predmet predkladaného vynalezu sa presnej8ie tyka
Specifickych prokaryotickych plazmidov pouZitych na produkciu

adenovirusov podla vynalezu.
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Podla vyhodného uskuto&nenia vyndlezu tieto prokaryotickeé

plazmidy integruja bicistronovi kazetu opisanu vysSSie.

PresnejSie povedané, predmetom predkladaného vyndlezu je
tieZ prokaryoticky plazmid obsahujuci geném adenovirusu a aspon
dve nukleové kyselfny kédujice enzymy, proteiny a/alebo
kofaktory, ktoré su rozdielne a ktoré si zapojené do reverzného
transportu cholesterolu, pricom tieto dve nukleové kyseliny sa
operativne spojené s transkripénym prométorom a oddelené jedna
od druhej sekvenciou kédujicou vnitorné ribozémové vstupné
miesto, IRES.

Prokaryotické plazmidy podla vynalezu vyhodne obsahujud
prva oblast umoZfiujicu replikdciu v prokaryotickych bunkach a
druhi oblast obsahujtcu adenovirusovy geném ohraniceny jednym
alebo dvoma restrikénymi miestami nevyskytujdcimi sa v uvedenom
genéme, a Vv ktorej sa vyskytujd aspoii dve nukleové kyseliny
kédujice enzymy, proteiny a/alebo kofaktory, ktoré s rozdielne
a ktoré su zapojené do reverzného transportu cholesterolu,
pridom tieto dve nukleové si operativne spojené s transkrip&nym
prométorom a oddelené jedna od druhej sekvenciou kédujicou ,

vnitorné ribozémové vstupné miesto, IRES.

Co sa tyka definicie enzymov, proteinov a/alebo
kofaktorov, ktoré si rozdielne a ktoré si zapojené do
reverzného transportu cholesterolu, transkripéného prométora,
polyadenylaéného miesta, sekvencie IRES a tiez toho, Co
ovplyviiuje ich organizdciu v uvedenej kazete, odkazuje sa na

to, &o sa opisalo vy3Sie.

Oblast umoZfiujica replikdciu v prokaryotickych bunkach,
ktord ije pouzitd v patentovanych plazmidoch, méZe byt kazdy
po&iatok replikacie, ktory je funkény vo vybranych bunkach.
Mé%e to byt pol&iatok replikdcie odvodeny z plazmidu zo skupiny
inkompatibility P (priklad = pRK290), ktory umoZni replikaciu v
kmefioch E. coli polA. VSeobecnejdie to méZe byt kazdy pociatok

replikadcie pochadzajici =z plazmidu, ktory sa replikuje V
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prokaryotickych bunkdch. Tento plazmid mdZe byt derivat RK2,
pBR322 (Bolivar a kol, 1977), derivat pUC (Vieira a Messing,
1982), alebo inych plazmidov, ktoré pochddzaji =z rovnakej
skupiny inkompatibility, t.j. napriklad z ColEl alebo z pMBl.
Tieto plazmidy mdéZu byt okrem toho 'vybraté z inych skupin
inkompatibility replikujicich Isa v Escherichia coli. M&Zu to
byt plazmidy pochadzajice z plazmidov patriacich k skupinam
inkompatibility napriklad A, B, FI, FII, FIII, FIV, H1, H11,
11, 12, J, K, L, N, OF, P, Q, T, U, W, X, Y, Z alebo 9. M6Zu sa
pouzit tiezZ iné plazmidy, okrem inych plazmidy, ktoré sa
nereplikuja v E. coli, ale v inych hostiteloch, ak su B.
subtilis, Streptomyces, P. putida, P. aeruginosa, Rhizobium
meliloti, Agrobacterium tumefaciens, Staphylococcus aureus,
Streptomyces pristinaespiralis, Enterococcus faecium alebo
Clostridium. Vyhodne si pouZité pociatky replikacie odvodené z

plazmidov replikujicich sa v E. coli.

Ako je uvedené vy33ie, adenovirusovy geném pritomny v
plazmidoch podla vyndlezu je vyhodne kompletny alebo funk&ny
geném, t.j. nevyZaduje poskytnutie inych oblasti rekombinaciou
alebo ligaciou na tvorbu virusovych zdsobnych kmefiov VO

vybratych enkapsidaénych liniéch.

Rekombinantny adenovirusovy geném vyhodne obsahuje aspon
sekvencie 1ITR alebo sekvenciu umoZfiujucu enkapsidaciu. Vo
vyhodnom uskuto&neni  vyndlezu neobsahuje tento pouZity
adenovirusovy geném celtd alebo cast oblasti EI. PouZity
adenovirusovy geném vyhodne neobsahuje oblasti El medzi
nukleotidmi 454 a2 3328 (fragment PvuII-BglII) alebo 382 az
3446 (fragment HinfII-Sau3A).

Podla mimoriadne vyhodného uskutocnenia pouzity
adenovirusovy geném neobsahuje celd alebo &ast oblasti E3
a/alebo E4. Podla S3Specifického uskutoénenia vynalezu to je

adenovirusovy geném neobsahujici oblasti E1 a E3.



15

Patentové prokaryotické plazmidy presnejSie obsahuja v
orientdcii 5’-3’ aspofi jeden pociatok replikdcie funkény v
prokaryotickych bunkdch, prva Ccast adenovirusového gendmu
obsahujici virusové ITR a y sekvencie, transkripény prométor,
prva nukleovi kyselinu kédujicu enzym, protein a/alebo kofaktor
zapojeny do reverzného transportu cholesterolu, sekvenciu IREé,
druhii nukleovd kyselinu kédujdcu druhy enzym, protein a/alebo
kofaktor zapojeny do reverzného transportu cholesteroluy,
polyadenyladné miesto a druhu cast adenovirusového gendému
obsahujuci oblast pIX-IVAZ2.

Prokaryotické plazmidy podla vynéleiu vyhodne obsahujl
tiez oblasti umoZiiujice selekciu prokaryotickych buniek
obsahujucich uvedeny plazmid. T&to oblast sa konkrétne moze
skladat z akéhokolvek génu poskytujiceho rezistenciu na
kanamycin (Kan®), na ampicilin (Amp®), na tetracyklin (tet”)
alebo na spektinomycin, napriklad, ktoré sa v molekulovej
biolégii vSeobecne pouZivaji (Maniatis a kol., 1989). Selekcia
plazmidov sa m8Ze uskuto&iovat so sekvenciami nukleovych
kyselin inymi ako si gény kdédujice markery pre rezistenciu na
antibiotika. VSeobecne to zahriiuje gén, ktory poskytuje
baktérii funkciu, ktori uZ nemd (mdéZe sa zhodovat s génom,
ktory sa z chromozému odstrdnil alebo inaktivoval), t.j. gén v
plazmide obnovujuci tato funkciu. Ako priklad to méZe byt gén
pre transferovi RNA, ktory obnovuje defektnh chromozémovi
funkciu (Somoes a kol., 1991).

Podla vyhodného uskutoCnenia vyndlezu prokaryoticky
plazmid obsahuje aspofi jednu nukleovi kyselinu kédujiacu LCAT,
druha nukleova kyselina sa vybera z kyselin kédujicich CETP, HL
alebo ApoAl.

Ako predstavitelia tychto prokaryotickych plazmidov sa
mé3u uviest konkrétne plazmidy pXL2974 a pXL3058, uvedené na
obrazkoch 4 a 6. Plazmid pXL2974 obsahuje v orientécii 5'-3’
podiatok replikdcie, gén pre rezistenciu voci spektinomycinu,

gén SacB pre senzitivitu vo&i sacharbze, virusové ITR a VY
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sekvencie, prométor RSV, dva transgény LCAT a CETP oddelené
prostrednictvom IRES, polyadenylaéné miesto a virusové
sekvencie pIX a IVA2. Plazmid pXL3058 obsahuje v orientacii 5'-
3’ podiatok replikdcie, gén pre rezistenciu ku kanamycinu,
virusové ITR a y sekvencie, prométor RSV, dva transgény LCAT a
intrén+ApoAl oddelené prostrednictvom 'IRES, polyadenylaéné
miesto, virusové sekvencie pIX a IVA2 a gén SacB pre

senzitivitu vo&i sachardze.

Predkladany vyndlez sa tieZ tyka plazmidovych kon3trukcii
pouzitych na konstrukciu tychto prokaryotickych plazmidov a
ktoré tieZz obsahuji bicistronovi kazetu definovani podla

vynédlezu.

Prokaryotické plazmidy podla vyndlezu sa méZu konkrétne
ziskat transformaciou pociato&ného kyvadlového plazmidu
obsahujtceho bicistronovi kazetu definovand podla vynalezu,
konkrétne obsahujicu sekvenciu kédujdcu transkripény prométor
operativne spojeny s dvom nukleovymi kyselinami kédujicimi dva
enzymy, proteiny a/alebo kofaktory, ktoré su rozdielne a ktoré
sa zapojené do reverzného transportu cholesterolu,
polyadenylac¢né miesto, sekvenciu  IRES umiestneni medzi

uvedenymi nukleovymi kyselinami.

Ako predstavitelia tychto kyvadlovych plazmidov sa méZu
uviest konkrétne plazmidy pXL2970 a pXL2984 opisané na
obrazkoch 3 a 5.

S0 sa tyka definicii enzymov zapojenych reverzného
transportu cholesterolu, transkripéného prométora a sekvencie
IRES a tieZ toho, &o ovplyviiuje ich organizéaciu v uvedenej

kazete, odkazujeme sa na to, &o sa uZ opisalo vy33ie v texte.

Dalsi predmet predkladaného vyndlezu sa tyka akejkolvek
prokaryotickej bunky obsahujice] prokaryoticky plazmid, ako je
definované vy33ie. MéZe to byt konkrétne kazdad baktéria, pre

ktord existuje vektorovy systém, do ktorého sa mdZe vniest
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rekombinantnd DNA. Napriklad sa méZu uviest Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis, Pseudomonas putida,
Pseudomonas aeruginosa, Agrobacter tumefaciens, Rhizobium
meliloti alebo baktérie rodu Streptomyces. Tieto bunky sa

vyhodne ziskaju transformdciou odbornikom znamymi technikami.

Predkladany vyndlez sa tieZ tyka pouZitia rekombinantného
virusu, defektného rekombinantného virusu alebo konStrukcie
kyvadlového plazmidu, ako je definované vySSie, na pripravu
farmaceutického pripravku zamy3laného na liedbu alebo prevenciu
patologickych stavov spojenych s hypoalfalipoproteinémiou,

vratane konkrétne aterosklerdzy a/alebo restendzy.

Predkladany vyndlez sa tieZ tyka farmaceutického pripravku
obsahujiceho jeden alebo viac defektnych rekombinantnych
virusov, vratane adeovirusov, ako je opisané vyS3Ssie. Takéto
pripravky sa méZu formulovat na podavanie miestne, perorélne,
parenteralne, intranazalne, intravendzne, intramuskularne,

subkutanne alebo intraokuldrne a pod.

Pripravok podla vyndlezu vyhodne obsahuje farmaceuticky
prijatelné nosi&e pre prostriedok na injekcie. MéZu to byt
konkrétne izotonické sterilné solné roztoky
(hydrogenfosforecnan alebo dihydrogenfosforreCnan sodny,
chlorid sodny, draselny, véapenaty alebo horeénaty a pod., alebo
zmesi tychto soli) alebo suché, konkrétne lyofilizované
pripravky, ktoré umoZnia rekonStituciu roztokov pre injekcie po
pridani sterilnej vody alebo fyziologického roztoku v

zadvislosti na konkrétnom liecenom pripade.

Davky virusov pre injekciu sa méZu upravit podla roéznych
parametrov, konkrétne podla pouZitého spdsobu podavania,
prislusného patologického stavu alebo poZadovane] dizky liecdby.
VSeobecne st rekombinantné virusy podla vyndlezu formulované a
podavané vo forme dévok medzi 10° a 10'* pfu/ml. Termin pfu
(“plaque forming unit” - Jjednotka tvoriaca plak) zodpoveda

infek&nosti suspenzie viridénov a uréuje sa infekciou prislusnej
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bunkovej kultiry a meranim, vSeobecne po 48 hodinach, poctom
plakov infikovanych buniek. Techniky na urcovanie titru pfu

virusového roztoku sa v literatire dobre opisané.

Predkladany vynalez poskytuje novy, velmi G&inny pripravok
na liedenie alebo prevenciu ' patologickych stavov spojenych s
hypoalfalipoproteinémiou, konkrétne v oblasti
kardiovaskuladrnych stavov, ako je infarkt myokardu, angina
pectoris, nahla smrt, zlyhanie srdca, cerebrovaskularne

prihody, aterosklerdza alebo restendza.

Okrem toho méfe byt tato lie&ba aplikovana tak na &loveka
ako ak na akékolvek zviera, ako sd napr. ovce, hovadzi dobytok,

domace zvieratd (psy, macky a pod.), kone, ryby a pod.

Predkladany vynalez je podrobenej$ie opisany pomocou
nasledujucich prikladov, ktoré je potrebné povazovat

ilustrativne a neobmedzujutce.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1: Schematické zndzornenie  predpokladaného

mechanizmu transportu cholesterolu.

Obrézok 2: Znazornenie protokolu produkcie adenovirusov

homologickou rekombindciou v E. coli.

Obrazok 3: Protokol konZtrukcie bicistronového kyvadlového
plazmidu pXL2970 obsahujiceho RSV-LCAT-IRES-CETP.

Obrazok 4: Protokol kon3trukcie prokaryotického plazmidu
pXL2974 obsahujiceho RSV-LCAT-IRES-CETP.

Obrazok  5: Protokol  kon3trukcie plazmidu  pXL2984
obsahujiceho RSV-LCAT-IRES-HL.
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Obrazok 6: 2Znazornenie prokaryotického plazmidu pXL3058
obsahujiceho RSV-ApoAI-IRES-LCAT.

Priklady uskutolnenia vynadlezu

I. MATERIAL A METODY

I-1. MATERIAL

1) Plazmidy pouZité na kondtrukciu bicistronovych
rekombinantnych adenovirusov LCAT-IRES-CETP, LCAT-IRES-HL a
LCAT-IRES-ApoAI si:

- pSK IRES (dodavany firmou NOVAGEN)

- pXL2616 LCAT cDNA(Séguret-Macé a kol., Circulation
94 (9), 2177-21841, 1996)

- pCRII (dodavany firmou INVITROGEN)
2) Celkova RNA ziskand z hepatocytov a buniek HepG2

3) Bunky 293, bunky ZIudskej obli&ky, obsahujuice gén
kédujuci adenovirusovy protein El (Graham a kol., 1977)

4) Baktérie Escherichia coli: subtyp DHS5a s genotypom

EndAl, recAl, hsdR17, supE44, I-, thy-1, gyrA, relAl, lacZAM15,
deoR*, F', dam', dcm' (Woodcock a kol., 1989)

5) Enzymy a re3trikéné pufre boli od firmy New England
Biolabs.
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METODY
VSeobecné techniky molekulovej bioldgie

Metdédy zvyCajne pouZivané v molekulovej biolégii, ako su
preparativna extrakcia plazmidovej DNA, centrifugéacia
plazmidovej DNA v gradiente chloridu cézneho, elektroforéza z
agarbézovom alebo akrylamidovom géle, purifikdcia fragmentov DNA
elektroeluciou, fenolovd alebo fenol-chloroformovd extrakcia
proteinov, etanolovd alebo izopropanolova precipiticia DNA v
solnom médiu, transformacia E. coli a pod., si odbornikom dobre
zndme a sU v literatire podrobne opisané -(Maniatis T. a kol.,
“"Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. a kol.
(vyd.), “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley &
Sons, New York, 1987).

Plazmidy typu pBR322 a pUC a fagy radu M13 su komeré&ného
pdvodu (Bethesda Research Laboratories).

Na ligadcie sa méZu fragmenty DNA separovat podla svojej
velkosti elektroforézou v agardézovom alebo akrylamidovom géle,
extrahovat fenolom alebo zmesou fenol/chloroform, precipitovat
etanolom a potom inkubovat v pritomnosti fagovej T4 DNA ligazy

(Biolabs) podla odporucenia dodavatela.

Doplnenie precénievajuicich 5’ koncov sa mbéZe uskutodlhovat
Klenowovym fragmentom E. coli DNA polymerdzy I (Biolabs) podla
inStrukcii dodavatela. Odstrénenie pre¢nievajicich 3’ koncov sa
méZe uskutoCnit v pritomnosti fagovej T4 DNA polymerazy
(Biolabs) pouZitej podla odporucenia dodavatela. Odstrénenie
precnievajucich 5’ koncov sa uskutocfiuje kontrolovanym

odstranenim s S1 nukleéazou.

Miestne cielend mutagenéza in vitro pomocou syntetickych
oligodeoxynukleotidov sa mbéZe uskutoéfiovat podla metddy
vyvinuté Taylorom a kol. (Nucleic Acids Res. 13, 8749-8764,

1985) s pouZitim sUpravy dodavanej firmou Amersham.
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Enzymov& amplifikidcia DNA fragmentov takzvanou technikou
PCR (polymerdzovd retazovd reakcia - “Polymerase-catalyzed
Chain Reaction”, Saiki R.K. a kol., Science 230, 1350-1354,
1985; Mullis K.B. a Faloona F.A., Meth. Enzym. 155, 335-350,
1987) sa méZe uskutoChiovat s pouZitim DNA tepelného cyklovaca

(Perkin Elmer Cetus) podla odporucenia vyrobcu.

Verifikdcia nukleotidovych sekvencii sa mdéZe uskutoc&iovat
metédou vyvinutou Sangerom a kol. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA
74 (1977) 5463-5467) s pouZitim supravy dodanej firmou
Amersham.

Techniky bunkovej kultury
a) Kultivacia buniek

Bunky 293 sa pestovali v Zivnom médiu Eagle (MEM, Gibco
BRL) doplnenom 10% fetdlnym telacim sérom (FCS, Gibco BRL) pri
37 °C a v 5% CO;.

b) Transfekcia kultivovanych buniek

Bunky 293 pestované na miskadch s priemerom 100 mm na médiu
MEM doplnenom 10% fetdlnym telacim sérom sa transfekujd s 1 mg
DNA s pouZitim lipofektaminu (Gibco BRL). O Sest hodin neskér
sa médium odstréni a bunky sa inkubujd v kompletnom médiu (MEM
+ 10% FCS). Supernatanty pestovanych buniek transfekovanych
rekombinantnymi plazmidmi RSV LCAT-IRES-CETP, RSV LCAT-IRES-

BApoAI a RSV LCAT-IRES-HK a tieZ kontrola s P-galaktozidézou a
supernatant netransfekovanych buniek sa ziskali 72 hodin po
transfekcii a uskladnili pri 4 °C. Testy sa aktivitu enzymov
LCAT, CETP, ApoAI a HL sa uskutodéfiovali na 10 aZ 30 ml
frakciadch bunkového supernatantu s pouZitim lIudskej plazmy ako
kontroly.
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c) Produkcia a purifikdcia rekombinantnych adenovirusov

Bicistronovd adenovirusovd DNA sa ziska homologickou
rekombinadciou v E. coli. Potom sa linearizuje s PacI a virus sa
tvori po transfekcii buniek 293. Bunky 293, t.j. Dbunky
tfanskomplentujﬁce protein El, sa transfekuju s poﬁiitim
lipofektaminu s 10 mg linearizovanej adenovirusovej DNA. Potom
sa na agare s bunkami 293 v médiu MEM doplnenom s 4% “FCS a po
inkubacii 8 dni pri 37 °C vyhodnotia plaky obsahujice

rekombinantny virus a analyzuje sa ich reStrikény profil.

d) Infekcia kultivovanych buniek

Infekcia s 0,25, 0,5 a 1 ml supernatantu obsahujuceho
bicistronovy rekombinantny adenovirus sa uskutolfiuje na
12jamkovej dodticke obsahujlcej pribliZne 4 x 10° buniek 293. Po
inkubdcii 72 h v 2 ml MEM doplnenom 2% FCS sa z infikovanych

buniek zozbieral supernatant a testovali sa enzymové aktivity.

Biochemické overenie vysledkov in vitro
a) Test aktivity LCAT

Aktivita LCAT sa uréuje meranim konverzie volného 14%-
cholesterolu na esterifikovany 14%-cholesterol s pouZitim
proteolipozémov ako substratu spdsobom opisanym Chenom a kol.,
(1982). Proteolipozémy sa pripravia 2z fosfatidylcholinu,
cholesterolu, 14%-cholesterolu a apolipoproteinu AI a inkubujd
sa s 20 ml supernatantu transfek&nej kultury, ktora sa
testuje. Produkty (voIny 14-cholesterol) a esterifikovany 14°-
cholesterol) reakcie sa oddelia chromatografiou na tenke]
vrstve a detequji sa autorddiografiou na pristroji Instant

Imager (Packard). Aktivita LCAT je vyjadrend ako percento
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esterifikovaného 14°-cholesterolu na hodinu a na 20 ml

testovaného supernatantu.

b) Test aktivity CETP

Aktivita CETP sa urduje meranim kapacity tohto enzymu
prend3at estery cholesterolu z HDL Castice (donora) na ¢asticu
LDL (akceptor). Substridty pre tdto reakciu poskytla suprav
firmy Wak-Chemie, Medical GmbH. Fluorescencia cholesterol
linoleAtu nachéadzajticeho sa v donorovych &asticiach je zh&3ana
v nativnom stave linoledtu a iba v pritomnosti aktivneho CETP,
ktory katalyzuje v pritomnosti aktivneho CETP, ktory katalyzuje
transfer fluorescenénej molekuly na akceptorovd &asticu a tato
fluorescencia sa mdéZe detegovat pri 535 nm. Aktivita CETP Je
vyjadrend ako hodnota intenzity fluorescencie emitovanej pri
535 nm na 30 ml testovaného tkanivového supernatantu a na

hodinu.

c) Test aktivity HL

Aktivita pedefiovej lip&dzy sa stanovuje s pouZitim
syntetického triglyceridového substrdtu zo supravy Progen
Biotechnik GmbH. Tento substrit obsahuje fluorescenénu pyrénovi
skupinu, ktor& je v nativnom stave molekuly maskovana
trinitrofenolom a vysledok hydrolyzy trinitrofenolu je emisia
fluorescencie pri 400 nm. MnoZstvo HL (v pmol/l) nachéadzajtcej
sa v 20 ml supernatantu sa ur¢i meranim intenzity fluorescencie
emitovanej pri 400 nm po inkubdcii substratu s testovanou

vzorkou a s pouZitim Standardnej plazmy zo supravy.
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d) Test apolipoproteinu AI

Aktivita ApoAI sa urduje s pouZitim monoklonalnej
protiladtky anti-ApoAI. DoSti¢ky Immulon II (Dynatech) sa
potiahnu monoklondlnou protilatkou anti-ApoAI (10 mg/ml v
uhli&itanovom pufri pH 9,6), cez noc sa inkubuju pri 4 °C a
potom sa saturujd s 2% BSA v PBS pH 7,4 jednu hodinu pri 37 °C.
Bunkové supernatanty sa potom inkubujd jednu hodinu pri 37 °c,
volitelne inkubdciou jednu hodinu pri 37 °C so zmesou
monoklon&lnych protildtok anti-ApoAI znacnych peroxidézou a

nariedenych 1/5000. Vézba peroxidizovanych protilatok sa

nakoniec deteguje inkubdciu s 250 pl TMB (KPL) a odratanim

dosSticiek.

Technika konstrukcie kyvadlovych plazmidov

Konitrukcie bicistronovych plazmidov st uvedené detailne
na obrazkoch 3 a% 5. Ziskané bicistronové plazmidy sui zaroven
kyvadlové plazmidy, pretoZe obsahujd adenovirusové sekvencie
pIX-IVa2 nevyhnutné na rekombindciu s virusovym genémom. Tato
rekombinacia nastava bud spolocnou transfekciou

(kotransfekciou) S na3dtiepenym genémom pochadzajucim z
virusovej P-galaktozidazy (konvenény kyvadlovy vektor) alebo

dvojitou rekombindciou v E. coli (coli kyvadlovy vektor).

zhoda sekvencii réznych plazmidovych Struktur sa analyzuje
ich restrik&nym profilom. Tato analyza umoZiiuje vybrat
rekombinantné klony, ktoré budd sliZit pre néasledné klonovanie
a tie? na overenie vysledkov klonovania. Re3trikéné enzymy su
vybraté tak, aby podali &o najkompletnej$iu o celej klonovanej
cDNA a podte strategickych miest pre klonovanie. Av3ak tato
kontrola neumoZiiuje vylddit bodové mutacie, ktoré sa mdzZu
objavit v kaidom 3Stadiu klonovania. Takéto mutdcie sa mdéZu
detegovat iba kompletnym sekvenovanim prisludnej cDNA. Koneéna
kontrola validity ziskanych kon3trukcii sa robi biochemickymi
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testami enzymovych aktivit LACT, CETP a HL in vitro, alebo
detekciou pritomnosti ApoAI.

Priklad 1

Kon&trukcie kyvadlovych plazmidov LCAT-IRES-CETP

1) Konstrukcia konvenéného kyvadlového vektora pXL2970

Expresny vektor pXL2968 RSV PCAT polyA bGH sa ziskal na
jednej strane Stiepenim plazmidu pXL2616, obsahujiceho LACT
cDNA a na druhej strane plazmidu pXL LPL, pod kontrolou
prométora RSV a v protismere od polyadenyla&ného signdlu
hovidzieho rastového horménu, reidtrik&nymi enzymami Sall a Clal

a ligaciou vyslednych fragmentov s T4 DNA ligazou.

Na ziskanie vektora sa uskutoénilo:

Kazdy z plazmidov pXL RSV LPL (2 pg) a pXL2616 (2 pg) sa
tiepil s 10 jednotkami (U) Clal v pufri 4 (20 mM Tris acetéat,
10 mM Mg-acetadt, 50 mM K-acetat a 1 mM DTT) doplnenom o 100

pg/ml acetylovaného BSA, pofas 90 minit pri 37 °C. Pridal sa
100 mM NaCl a 10 U Sall a reakéna zmes sa opit inkubovala pri
37 °C dals8ich 90 minat. Po elektroforetickom rozdeleni
produktov Stiepenia na 0,7% agarbézovom géle sa pasy s velkostou
6,5 a 1,7 kb, zodpovedajice pXLRSV a LCAT cDNA, z gélu vyrezali
a extrahovali pomocou kitu Qiaquick. Tieto dva pasy sa ligovali

so 400 U T4 DNA ligazy po inkubdcii cez noc pri 14 °C.

Rekombinantny plazmid pXL2969 IRES-CETP vznikol z plazmidu
Bluescript, ktory m& CETP cDNA modifikovani na jej 5’ konci
zavedenim miesta Ncol s pouZitim PCR priméru 5’ GCCTGATAAC
CATGGTGGCT GCCACAG 3’ (sekvencia SEQ ID NO.: 1). Plazmid takto
modifikovany sa S$tiepil s Ncol a Sall a klonoval v smere od

adenovirusovej sekvencie IRES nachddzajicej sa v plazmide
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pSKIRES, ktory sa Stiepil rovnakymi reStrik&nymi enzymami
nasledovnym spdsobom:

2,5 pg plazmidu CETP a 2,5 pg plazmidu pSKIRES sa Stiepilo
s 10 U NcoI 90 minut pri 37 °C v pufri 3 (50 mM Tris-HCl, 10
MgCl,, 100 mM NaCl a 1 mM DTT) a nasledovalo Stiepenie s 10 U
Sall 9é minat pri 37 °C. Produkty S3Stiepenia sa rozdelili
elektroforeticky a pasy 1,5 kb (CETP cDNA) a 3,5 kb sa
extrahovali a ligovali za rovnakych podmienok, aké su opisané v

odseku vysSie.

Aby sa ziskal plazmid pXL2970, uskutoénil sa nasledovny
postup:

4 pug plazmidu pXL2968 sa linearizovalo s 10 U Sall (pufor
3 + BSA 90 minat pri 37 °C). DNA sa potom extrahovala s

pouzitim supravy Qiaquick a ziskala sa v 50 pl vody dopredu
zohriatej na 50 °C. Kohézne konce vyplyvajuce zo Stiepenia so
Sall sa =zatupili inkubadciou s 5 U Klenowovej polymerazy 15
minat pri 25 °C. DNA sa =znova extrahovala pomocou supravy
Qiaquick a defosforylovala s 2 U telace] intestinéalne]
fosfatazy (CIP) 60 minat pri 37 °C. Plazmid pXL2969 (4 Hg) sa
najskdér 3Stiepil s 5 U SmaIl (pufor 4, 90 minut pri 37 °c).
Produkty $tiepenia dvoch plazmidov sa elektroforeticky
rozdelili v 0,7% agarbzovom géle a pasy DNA s velkostou 8,5 kb
(pXL2968) a 2,2 kb (IRES CETP cDNA) sa extrahovali sGpravou
Qiaquick a ligovali sa so 400 U T4 DNA ligazy (obrazok 3).

Aktivity LCAT a CETP plazmidu pXL 2970 sa testovali Vv
supernatante bunkove] kultGry buniek 293 tri dni po

transfekcii.

Aktivita LCAT tohto plazmidu =zodpovedd 3,5% esterov
cholesterolu tvorenych za hodinu a aktivite CETP 120% (tabulka
1 nizsie). Tieto hodnoty aktivity ukazuju, Ze plazmid pXL2970
skutoéne syntetizuje LACT a CETP, ktoré sdi katalyticky aktivne.
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2) coli kyvadlovy plazmid LCAT-IRES-CETP

Pri tejto technolégii by mal kyvadlovy vektor obsahovat:

- sekvencie ITR (“inverted terminal repeat” - obréatena
koncovd repeticia) a ¥ enkapsidaéné sekvencie, ktoré su
nevyhnutné pre homologickid rekombinaciu v E. coli, obklépujﬁci
sekvenciu LCAT-IRES-CETP,

- po&iatok replikdcie ColEl, ktory neumoZiiuje plazmidu
replikdciu v kmeni E. coli C2110 a teda umoZiiuje klonalitu

rekombinantného plazmidu,

- sebevraZedny gén sachardéza B (letalny pre baktérie
kultivované na sacharédze) a gén pre rezistenciu voé&i

spektinomycinu, ktory umoZfiuje selekciu rekombinantného klonu.

Aby sa vektor =ziskal, bicistronovy kyvadlovy plazmid
pXL2970 RSV LCAT-IRES-CETP sa Stiepil s BstEII a Spel tak, aby

sa zaviedli sekvencie ITR a ¥ adenovirusového genému a ziskal

sa tak coli kyvadlovy plazmid. Sekvencie ITR a ¥ sa izolovali
Stiepenim plazmidu pXL2794 s BstEII a Xbal. Fragment s tupym
koncom obsahujicim kazetu spektinomycin-sacharéza B ziskanou
Stiepenim pXL2757 s EcoRV a Smal sa zaviedol do kyvadlového
plazmidu pXL2970 + 2794 linearizovaného s Fspl (obrazok 4).

Experimentdlne sa postup uskuto&fioval podla nasledovného

protokolu:

3 pg plazmidu pXL2970 sa Stiepilo s 20 U BstEII (pufor 2:
10 mM Tris HCl, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM DTT; 90 minGt pri
60 °C) a potom s 10 U SpeI (90 minat pri 37 °C).

Vysledny fragment DNA sa extrahoval sipravou Qiaquick a
defosforyloval s 2 U CIP (60 minat pri 37 °C). Plazmid pXL2794
sa Stiepil s 20 U BstEII (pufor 2, 90 minat pri 60 °C), potom s
20 U XbaI (9 minat pri 37 °C). Pasy 6,5 kb (pXL2970) a 2,9 kb
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(ITR ¥ a Kan® z pXL2794), extrahované po elektroforetickom
rozdeleni, sa ligovali z pouZitim T4 DNA ligazy (40 U).

Vysledny plazmid pXL2970+2794 (1,5 pg) sa 3Stiepil s 5 U
Fspl (pufor 4, 60 minat pri 37 °C), extrahoval sa pomocou
sipravy Qiaquick a'ligoval (T4 DNA ligaza, 400 U) s fragmenﬁom
DNA velkym 3,8 kb extrahovanym z gélu, ktory obsahuje kazetu
sacB-spect’ pochadzajGcu zo Stiepenia plazmidu pXL2757 s 10 U
Smal (pufor 4, 90 minat pri 25 °C), nasledovalo 10 U EcoRV (90
minat pri 37 °C).

Kyvadlovy plazmid pXL2974 LCAT-IRES-CETP sa selektoval na
médiu so spektinomycinom a na médiu spektinomycin+sacharéza.
Vysledky Stiepenia s NcoI (6,2 + 3,3 + 2,2 kb), Notl (13,5 kb)
a EcoRV (1 + 3 + 9,5 kb) s v silade s redtrik&nou mapou

uvedeného plazmidu.

Aktivita LCAT plazmidu pXL2974 zodpovedd 2% esterov
cholesterolu tvorenych za hodinu a aktivite CETP 114% (tabulka
1). Aktivity LCTA a CETP sa zistili na drovni coli kyvadlového
plazmidu LCAT-IRES-CETP.

Tabulka 1

Aktivita LCAT Aktivita CETP
kyvadlovy plazmid 3,5+0,2 % 120 £ 2 %
LCTA-IRES-CETP
coli kyvadlovy plazmid|2 + 0,2 % 114 + 2 %
LCAT-IRES.-CETPO

Priklad 2

Konstrukcia kyvadlového plazmidu RSV LCAT-IRES-HL
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HI,L cDNA sa klonovala za IRES vo vektore Bluescript a
fragment IRES-HL sa potom vloZil sp&sobom podobnym do vektora
LCAT-IRES-CETP podla nasledovného protokolu:

Blazmid pXL2971 (4 pg) sa Stiepil tak, aby sa odstranilo
miesto NcoI so 40 U BglII (pufor 3, 90 minat pri 37 °C) a potom
so 40 U SalI 90 minat pri 37 °C. DNA fragment s velkostou 2,5
kb (pribli%na hmotnost 0,5 pg) pochédzajuci z tychto Stiepeni,
sa po migracii a extrakcii z gélu kontrolované Stiepil s Ncol
(0,1-1 U NcoI/pg DNA) v pufri 4 6é& minat pri 37 °C. Produktu
Stiepenia sa analyzuju delenim v 0,7% agarézovom géle a pés s
velkostou 1,5 kb obsahujici HL cDNA ABC, ziskany s 0,5 U NcoI,
sa liguje (T4 DNA ligaza, 400 U) s fragmentom pSK IRES (1,3 na)
pochddzajicim zo Stiepenia NcoI a Sall (1 U kazdého enzymu,
pufor 2, 37 °C).

Koneény vektor je uvedeny na obrazku 5. Zodpovedajuci
bicistronovy kyvadlovy plazmid LCAT-IRES-HL sa nazval pXL2984.

Tabulka 2

Aktivita LCAT Aktivita HL
Kyvadlovy plazmid|1,2 + 0,2 & 46 + 2 %
LCAT-IRES-HL

Priklad 3
KonStrukcia kyvadlového plazmidu ApoAI-IRES-LCAT

Vseobecny princip pre tuto konsStrukciu je rovnaky s
predchidzajicimi. LCAT sa mutoval pomocou PCR, vratane dalsieho
miesta NcoI, umoZfiujliceho jeho ligdciu na spravne miesto za
IRES. Jeho sekvencia sa kompletne skontrolovala. Fragment IRES-
LCAT sa potom ligoval za ApoAI. Vysledny vektor je odvodeny

priamo z coli technoldégie a nazval sa pXL3058 (obrazok 6). Po
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zvy&ajnej dvojitej rekombinacii sa vysledny virusovy vektor
kontroloval na aktivitu. ApoAl sa detegoval Western prenosom a

aktivita LCAT sa vyhodnotila na 1,3% (S5um pozadia 0,2%).
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ZOZNAM SEKVENCIf

(2) Informacia o sekvencii SEQ ID NO: 1:
(1) charakteristika sekvencie:
() dizka: 27 bazovych parov
(B) typ: nukleotid
(C) typ vlakna: jednoduché
(D) topoldégia: linearna
(ii) typ molekuly: cDNA

(xi) opis sekvencie SEQ ID NO.: 1:

GCCTGATAAC CATGGTGGCT GCCACAG 27
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PATENTOVE NAROKY

1. Defektny rekombinantny virus, ktory obsahuje aspoil dve
nukleové kyseliny kédujice enzymy, proteiny a/alebo kofaktory,
ktoré s rozdielne a si zapojené do reverzného transportu
cholesterolu, pridom uvedené nukleové kyseliny su operativne
spojené s transkripénym prométorom a navzadjom oddelené

sekvenciou kdédujicou vnitorné ribozdémové vstupné miesto (IRES).

2. Defektny rekombinantny virus podla naroku 1, kde nukleové
kyseliny si vybraté z génov kédujlcich cely protein alebo jeho
¢ast, a to lecitincholesterolacyltransferazu (LCAT), protein
prenadSajuci estery cholesterolu (CETP), pecefiova lipazu (HL),

apolipoproteiny AI a AIV alebo jeden z ich variantov.

3. Defektny rekombinantny virus podla ndroku 1 alebo 2, kde
nukleové kyseliny sui vyhodne gény kdédujice cely alebo ¢&ast zo

zodpovedajicich Iudskych enzymov, proteinov a/alebo kofaktorov.

4. Defektny rekombinantny virus podla  ktoréhokolvek =z
predchddzajicich narokov, kde nukleové kyseliny si vyhodne cDNA
alebo gDNA.

5. Defektny rekombinantny virus podla ktoréhokolvek z
predchadzajicich narokov, kde jedna z nukleovych kyselin kéduje
LCAT.
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6. Defektny rekombinantny virus podla naroku 5, kde druha
nukleova kyselina kéduje CETP, HL alebo ApoAI.

7. Defektny rekombinantny virus podla ktoréhokolvek 2z
predchadzajicich nérokov, kde transkripény promdétor je v?hodne
vybraty z prométorov adenovirusovych sekvencii nukleovych

kyselin MLP a ElA a prométorov CMV, RSV-LTR, MT-1 a SV40.

8. Defektny rekombinantny virus podla ktoréhokolvek z
predchéadzajacich nérokov, kde sekvencia IRES je odvodenad =z

picorna-virusov.

9. Defektny rekombinantny virus podla naroku 8, kde picorna-
virusova sekvencia IRES je odvodena z virusu

encefalomyokarditidy alebo z poliovirusu.

10. Defektny rekombinantny virus podla ktoréhokolvek z
predchadzajucich narokov, ktory postrada aspof tie useky svojho
genému, ktoré sd nevyhnutné pre jeho replikdciu v infikovane]

bunke.

11. Defektny rekombinantny virus podla  ktoréhokolvek z
predchadzajdcich narokov, ktory je vyhodne adenovirus, vyhodne
Iudsky adenovirus typu AdS5 alebo Ad2 alebo adenovirus

zvieracieho pévodu.

12. Defektny rekombinantny adenovirus, ktory obsahuje aspofi dve
nukleové kyseliny kédujice enzymy, proteiny a/alebo kofaktory,

ktoré sG rozdielne a st zapojené do reverzného transportu
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cholesterolu, pri&om uvedené nukleové kyseliny si operativne
spojené s transkripénym prométorom a oddelené navzajom

sekvenciou kédujicou vnuatorné ribozémové vstupné miesto (IRES).

13. Defektny rekombinantny adenovirus podla naroku 12, ktory
obsahuje aspofi jedene gén kédujici LCAT a jeden gén kéduijuci
HL, pridom uvedené gény su operativne spojené s transkripénym
prométorom a oddelené navzdjom sekvenciou kédujicou vnutorné

ribozémové vstupné miesto (IRES).

14. Defektny rekombinantny adenovirus podla naroku 12, ktory
obsahuje aspofi jeden gén kédujici LCAT a jeden gén kédujuci
apoA-I, pridom uvedené gény s operativne spojené s
transkripénym promdétorom a oddelené navzajom sekvenciou

kédujicou vnitorné ribozémove vstupné miesto (IRES).

15. Defektny rekombinantny adenovirus podla naroku 12, ktory .
obsahuje aspoii jeden gén kédujici LCAT a jeden gén koédujici
CETP, prilom uvedené gény s operativne spojené s transkripénym
prométorom a oddelené navzdjom sekvenciou kédujtcou vnitorné

ribozémové vstupné miesto (IRES).

16. Defektny rekombinantny adenovirus podla naroku 13, ktory je
odvodeny z homologickej rekombinécie medzi pXL2974 a pXL2822.

17. Defektny rekombinantny adenovirus podla ktoréhokolvek z
narokov 12 aZ 16, ktory obsahuje aspoii jednu deléciu v useku El

a jednu deléciu v Gseku E3.
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18. Prokaryoticky plazmid, ktory obsahuje adenovirusovy gendm,
a aspofi dve nukleové kyseliny kédujuce enzymy, proteiny a/alebo
kofaktory, ktoré st rozdielne a sG =zapojené do reverzného
transportu cholesterolu, prifom uvedené nukleové kyseliny st
operativne spojené s t_ranskripc':n;'(m prombétorom a oddelené
navzdjom sekvenciou kédujicou vnatorné ribozémové vstupné
miesto (IRES).

19. Prokaryoticky plazmid, ktory obsahuje prvy usek umoZiiujuci
replikdciu v prokaryotickych bunkédch a druhy duasek obsahujuci
adenovirusovy geném ohranileny jednym alebo viacerymi
redtrikénymi miestami, ktoré nie st pritomné v danom gendéme a
ktory obsahuje aspoil dve nukleové kyseliny kédujice enzymy,
proteiny a/alebo kofaktory, ktoré su rozdielne a su zapojené do
reverzného transportu cholesterolu, pricéom uvedené nukleové
kyseliny sG operativne spojené s transkripénym prométorom a
oddelené navzajom sekvenciou kédujicou vnatorné ribozémové

vstupné miesto (IRES).

20. Prokaryoticky plazmid podla néroku 18 alebo 19, kde z

adevirusového genému si odstrénené jeho useky El a E3.

21. Prokaryoticky plazmid podla ktoréhokolvek z narokov 18 az

20, ktory obsahuje virusové sekvencie ITR a W.

22. Prokaryoticky plazmid podla ktoréhokolvek z nérokov 18 az
21, kde replikaény pociatok pochddza z bakterialneho plazmidu
vybratého zo skupiny obsahujucej RK2, pBR322 a pUC.
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23. Prokaryoticky plazmid, ktory obsahuje v orientacii 5’ - 3'
aspofi jeden replika&ny poéiatok funk&ny v prokaryotickych
bunkdch, prva &ast adenovirusového gendmu obsahujucu virusoveé
sekvencie ITR a ¥, transkrip&ny prométor, prvi nukleovu
kyselinu kédujucu enzym, protein a/alebo kofaktor, ktoré su
zapojené do reverzného transportu cholesterolu, sekvenciu IRES,
druhti  nukleovi kyselinu kédujicu enzym, protein a/alebo
kofaktor, ktoré si zapojené do reverzného  transportu
cholesterolu, polyadenylacné miesto a druhu cast

adenovirusového genému obsahujicu dsek pIX-IVa2.

24. Prokaryoticky plazmid podla ktoréhokolvek z narokov 18 az
23, ktory navyse obsahuje tisek umoZiiujuci selekciu

prokaryotickych buniek obsahujicich uvedeny plazmid.

25. Prokaryoticky plazmid podla ktoréhokolvek z narokov 18 az
24, kde aspoii jedna nukleovd kyselina kéduje LCAT a druhé
nukleova kyselina je vybratd z nukleovych kyselin kédujicich
HL, ApoAI alebo CETP.

26. Prokaryoticky plazmid podla naroku 25, ktory je plazmid
pXL2794 obsahujici dve nukleové kyseliny kédujtce LCAT a CETP.

27. Prokaryoticky plazmid podla naroku 25, ktory je plazmid
pXL3058 obsahujuci dve nukleové kyseliny kédujice LCAT a ApoAl.

28. Kyvadlovy plamzid, ktory obsahuje aspoii dve nukleové
kyseliny kédujice enzymy, proteiny a/alebo kofaktory, ktoré su
rozdielne a su zapojené do reverzného transportu cholesterolu,

pridom uvedené nukleové kyseliny su operativne spojené s
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transkripénym prométorom, polyadenylaéné miesto a sekvenciu
kédujicu vnatorné ribozémové vstupné miesto (IRES) umiestnenu

medzi dvoma uvedenymi nukleovymi kyselinami.

29. Kyvadlovy plazmid podla naroku 28, ktory je plazmid pXL2984
obsahujtici dve nukleové kyseliny kdédujice HL a LCAT.

30. Kyvadlovy plazmid podla néroku 28, ktory je plazmid pXL2970
obsahujtci dve nukleové kyseliny kdédujice LCAT a CETP.

31. Prokaryotickad bunka transformovand prokaryotickym plazmidom
podla ktoréhokolvek z nérokov 18 az 27.

32. Pouizitie defektného rekombinantného virusu podla
ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 11, rekombinantného adenovirusu
podla ktoréhokolvek z ndrokov 12 aZ 17 alebo plazmidu podla
ktoréhokoIvek z narokov 28 a%Z 30 na pripravu farmaceutického
pripravku uréeného na liedenie alebo prevenciu patologickych

stavov spojenych s hypoalfalipoproteinémiou.

33. Pouiitie podla naroku 32 pre pripravu farmaceutického
pripravku ur&eného na lieCenie alebo prevenciu aterosklerézy

a/alebo restendzy.

34. Farmaceuticky pripravok vyznadcujuci sa tym
7e obsahuje jeden alebo niekolko defektnych rekombinantnych
virusov podla ktoréhokolvek z nadrokov 1 aZ 11, adenovirus podla

ktoréhokolvek 2z narokov 12 aZ 17 alebo plazmid podla
ktoréhokolvek z narokov 28 aZ 30.
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35. Farmaceuticky pripravok podla nédroku 34 vy znac¢uijia-
ci sa tym Ze je v injikovatelnej forme a obsahuje 10* az

10 pfu/ml adenovirusu.
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