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Suun kautta annettavat rokotteet

Biol&ddketieteellisen tutkimuksen erds pddtavoite on
virustaudilta suojaaminen immunisaation avulla. Yksi ldhes-
tymistapa on ollut tapettujen rokotteiden kdyttd. Tapettua
rokotetta varten tarvitaan kuitenkin suuria materiaalimd&-
rid riittidvén suuren antigeenimassan sdilyttdmiseksi. T&mé&n
lis&ksi ei-toivotut tuotteet kontaminoivat usein tapetut
rokotteet niiden valmistuksen aikana. Heterologiset elavét
rokotteet, jotka perustuvat sopivasti manipuloituun adeno-
virukseen,  joka itse on rokote, Chanock, R.M. et al., JAMA,
195, 151 (1966), vaikuttavat erinomaiselta immunogeenilta.
Keksintomme koskee eldvid suun kautta annettavia rokottei-
ta, jotka perustuvat adenoviruksen kdyttddn vektorina.

T&11l4 hetkelld markkinoitavassa adenorokotteessa on
eldvid, infektoivia adenoviruksia annostusmuodossa. Roko-
tettavalle potilaalle annettaessa virus kulkee ylemmdn
hengitysjédrjestelmdn kautta (missd sairauden aiheuttavan
infektion ajatellaan tapahtuvan) ja vapautuu suclistossa.
Suolistossa virus lisddntyy suolen seindméssé&, missd, vaik-
ka se ei voikaan aiheuttaa adenovirustautia, se kuitenkin
indusoi adenovirusvasta-aineiden muodostumisen antaen siten
immuniteetin adenovirustaudille. Keksinndssidmme annetaan
suojapddllystetyssd, suolistossa liukenevassa annostusmuo-
dossa olevia el&vid infektoivia adenoviruksia, joita on ma-
nipuloitu niin, ettd niissd on muiden tautia-aiheuttavien
organismien tuottamia antigeeneja koodaavia geenejid. Vapau-
duttuaan suolistossa virus lisddntyy suolen seindmissid in-
dusoiden vasta-aineiden muodostumisen tai indusoi solun
vdlittdmidn immuniteetin sekd adenovirukselle ettd toiselle
tautia-aiheuttavalle organismille. "El&dvdlld viruksella"
tarkoitetaan, erotukseksi "tapetusta viruksesta" virusta,
joka pystyy yksin tai yhdessd geneettisen lisimateriaalin
kanssa tuottamaan identtisid jdlkeldisid. "Infektoivalla"
tarkoitetaan sitéd, ettd virus pystyy siirtd&mdidn genominsa

soluihin.
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Yhdysvalloissa saa joka vuosi noin 200 000 ihmist&
hepatitis-B-virus -infektion. Hepatitis-B-infektion ja mak-
sasyOvédn valilld on lisdksi selvd korrelaatio. Td11d het=-
kelld markkinoitavat hepatitis—-B-virusta vastaan tarkoite-
tut rokotteet ovat injektoitavia tuotteita, jotka on val-
mistettu terveiden kantajien veriplasmasta pitkdllisessi
prosessissa, johon kuuluu useita eri vaiheita.

Hepatitis-B-viruksessa on kaksi pddantigeenid:
pinta-antigeeni (HBSAg) ja ydinantigeeni (HBCAg). HBSAg:n
antigeenirakenne on melko monimutkainen. Siin&d on yhteinen
ryhmédspesifinen determinantti a. Lis&ksi siin& on kaksi
toisensa poissulkevaa tyyppispesifistd determinanttiryh-
mdd d tai v ja w tai r. HBcAg on tyypiltédédn vksinkertainen
antigeeni. Tiedetdédn, ettd HBSAg:n tai HBSAg:n tai HBCAg:n
vasta—-aineen tuotto antaa immuniteetin hepatitis-B-infek-
tiota vastaan.

Monet ryhmdt ovat kdyttidneet yhdistelmid-DNA-tekniik-
kaa HBSAg:n syntetoimiseksi mikro-organismien avulla.
HBSAg on syntetoitu Escherichia colissa fuusioproteiinina
(Edman, J.C. et al., Nature, 291, 503 (1981)). Se on synte-
toitu myds hiivassa ADH-promoottoria kdyttden (Valenzuela
et al., Nature 298, 347 (1982)) tai happamen fosfataasin
promoottoria kdyttden (Miyanohara et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80, 80, 1 (1983). Lehmdrokkovirusta on
lis8ksi k&ytetty vektorina tuotettaessa eldva&d virusroko-
tetta hepatitis-virusta vastaan (Smith et al., Nature,
302, 450 (1983)).

Rotavirukset ovat lasten akuuttien maha-suolituleh-
dusten p&diasiallinen aiheuttaja. N&illd viruksilla on yh-
dentoista kaksoissdikeisen RNA-segmentin genomi, joka on
suljettu kapseliin. Kapselissa on sisd- ja ulkokuori. Yksi
ulkokuoren proteiineista, VP7, on glykoproteiini, joka
reagol serotyyppispesifisten neutraloivien vasta-aineiden
kanssa (Kalica, A.R. et al., Virology, 112, 385 (1981)).
Tdtd proteiinia koodaa ihmisen tyyppid 1 (Wa) olevan rota-

viruksen geeni 9. Tyyppid 1 olevan ihmisen rotaviruksen
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geeni 9 on &dskettdin klioonattu E. colissa ja sen sekvenssi
on mddritetty (Richardson, M. et al., J. Virol., 51, 860
{1984)). Tdmdn proteiinin ekspressiosta jossain toisessa
systeemissd ei ole toistaiseksi ilmoitettu.

Adenovirukset sisédltdvdt lineaarisen kaksois-DNA-
molekyylin (mp. 20 x 106 - 25 x 106), joka koodaa 20 - 30
polypeptidid. Monet ndistd@ ovat mukana viruspartikkelissa,
jonka muoto ja rakentumisprosessi ovat monimutkaisia.
Aikaisemmin SV-40-T-antigeeni on saatu ilmenemdidn yhdis-
telmdadenovirusta kdyttden (Solnick, D. Cell 24, 135
(1981), Thummel, C. et al., Cell, 23, 825 (1981), Gluzman,
Y. et al., teoksessa Eukaryotic Viral Vectors, s. 187,
Cold Spring Harbor (1982)). Myds hiiren dihydrofolaatti-
reduktaasi on saatu ilmenemddn yhdistelmdadenovirusta
kdyttden (Berkner, K. ja Sharp, P.A., Nucleic Acids
Research, 12, 1925 (1984)).

Keksintd, jolle haetaan patenttia hoitomenetelmd-
muodossaan kdsittdd menetelmdn, jolla tuotetaan vasta-
aineita tai solun vdlitt&md immuniteetti infektoivalle
organismille ldmminverisessd eldimessd antamalla suun
kautta mainitulle ld&mminveriselle eldimelle suojapddllys-
tetyssd, suolistossa liukenevassa annostusmuodossa eldvid
vhdistelmdadenoviruksia, joissa on mainittuja vasta-aineita
vastaavaa antigeenia koodaava geeni tai jotka aiheuttavat
mainitun solun valittdm&n immuniteetin.

Keksint®, jolla haetaan patenttia erdfdssd hoitomene-
telmidmuodossaan kdsittdi menetelmdn, jolla tuotetaan hgpa—
titis-B-viruksen tai rotaviruksen vasta-aineita ldmmin-
verisessd eldimessd antamalla suun kautta mainitulle lam-
minveriselle eldimelle eldvid yhdistelmdadenoviruksia,
joissa on vastaavasti joko hepatitis-B-antigeenid tai
rotavirusantigeenid koodaava geeni. |

Keksintd, jolle haetaan patenttia tuotemuodossaan,
kdsittdd rokotteen, jolla tuotetaan vasta-aineita tai solun
vadlittdmd immuniteetti infektoivalle organismille l&mmin-

verisissd elédimissd ja jossa on eldvid yhdistelmdadeno-
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viruksia, joissa on mainittuja vasta-aineita vastaavaa
antigeenid koodaava geeni tai jotka aiheuttavat mainitun
solun vdlittdman immuniteetin, mainitun rokotteen ollessa
suojapddllystetyssda, suolistossa liukenevassa annostusmuo-
dossaan.

Keksintd, jolle haetaan patenttia erdidssd tuotemuo-
dossaan, kdsittdd rokotteen, jolla tuotetaan hepatitis-B-
tai rotaviruksen vasta-aineita l&mminverisissd eldimisséa
ja jossa on eldvid yhdistelmdadenoviruksia, Jjoissa on vas-—
taavasti joko hepatitis-B-antigeenid rotavirusantigeenid,
mainitun rokotteen ollessa suojapddllystetyssd, suolistossa
liukenevassa annostusmuodossaan.

1. Adenovirusvektorit

Kolme adenovirusvetkroria {Gluzman, Y. et al.,
teoksessa Eukaryotic Viral Vectors, s. 187, Cold Spring
Harbor Laboratories, 1982) voidaan konstruoida helposti.
Insertoitavissa olevan vieraan DNA-jakson pituuden maksi-
moimiseksi, kaksi virusgenomin tarpeetonta aluetta voidaan
poistaa, nimittdin 5-tyypin adenoviruksen virusgenomin ai-
kaiset l-alueet tai aikainen 3-alue (E1 ja E3) tai molem-
mat. /AAEl muodostetaan vhdist&mdlld plasmidi ja modifioitu
adenoviruksen DNA in vivo. (Kaikkia téssd patenttijulkai-
sussa kuvattuja plasmideja lisdtd&n E. coli:ssa). Plasmidi
muodostetaan insertoimalla adenoviruksen DNA-sekvenssejd
karttayksikdiden 0 ja 17 valiin pBR322:een ja poistamlla
sen jdlkeen restriktioendonukleaasidigestion ja ligaation
avulla 1,4 ja 9,1 karttayksikén vdlinen sekvenssi Ja si-
joittamalla Xbal-restriktiokohta t&h&n yhtymékohtaan. Tata
plasmidia nimitetddn pAC:ksi. Modifioitu adenovirus-DNA,
jossa on yksi Xbal-restriktiokohta karttakoordinaatin 4,0
kohdalla, muodostetaan seuraavasti. Xbal katkaisee villin
Ad5-tyypin DNAn neljdstd kohdasta: karttayksikon 4, 29, 79
ja 85 kohdalta. Modifioitu DNA, josta puuttuvat kohdat 29,
79 ja 85 eristetdidn katkaisemalla Ad5-DNA Xbal:11&, trans-
fektoimalla DNA ja eristdmdllid modifioitu adenovirus, Jjos-
ta puuttuvat Xgal-kohdat asemista 29 ja/tai 79. T&ma menet-
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tely toistetaan ja eristetddn modifioitu adenovirus, jossa
on Xbal-kohta vain asemassa 4. T&dllaisia modifioituja ade-
noviruksia voidaan konstruoida helposti my®s oligonukleo-
tideihin kohdistuvaa mutatointitekniikkaa kdyttden (Smith,
M. ja Gillam, S. (1981) teoksessa Genetic Engineering,
toim. Setlow, J.K. ja Hollaender, A., Vol. 3 s. 1-32,
Pnenum, New York). Tidssd tekniikassa Xbal-restriktiokohdat
tuhotaan kdyttden kemiallisesti syntetoituja oligonukleo-
tideja, jotka on suunniteltu tuottamaan hiljaisia muutoksia
vastaavien Xbal-restriktioendonukleaasikohtien mi3irittele-
millsd aminohappoja koodaavilla alueilla. Vektori \E3
konstruoidaan poistamalla E3-alueen sekvenssit. Kaksi modi-
fioitua adenovirusta (tyyppid 5) muodostetaan y1lli kuvatuin
menettelytavoin. Toisessa ei ole Xbal-kohtia, toisessa on
Xbal-kohdat wvain karttakoordinaattien 29, 79 ja 85 kohdal-
la. Mutantin DNAn vasen puolisko, jossa ei ole Xbal-kohtia,
yhdistetddn Xbal-kohdat asemissa 79 ja 85 sisdltdvdn mutan-
tin DNAn oikean puoliskon kanssa, Jjolloin muodostuu modi-
fioitu adenovirus, jossa on Xbal-kohdat ainoastaan kartta-
koordinaattien 79 ja 85 kohdalla. T&md&n DNAn katkaisu
Xbal:114 ja sitd seuraava uudelleenliittidminen ligaasient-
syymin avulla tuottaa A\E3-virus-DNAn poistamalla E3-
alueen karttakoordinaattien 79 ja 85 vdliltd ja sijoitta-
malla'ainoan Xbal-kloonauskohdan tdhd&n yhtym&kohtaan.

AE1 AE3 voidaan konstruoida poistamalla jaksoja molemmil-
ta alueilta samaan tapaan.

4 ja 7-tyypin adenovirusvektorit muodostetaan samaan
tapaan kuin 5-tyypin adenovirusvektorit ZlEl, AN E3 ja
AE1AE3. Esimerkiksi 7-tyypin adenoviruksesta poistetaan
E3-alue karttakoordinaatin 80,5 kohdalla olevan Xbal-koh-
dan ja karttakoordinaatin 85 kohdalla olevan EcoRl-kohdan
valiltsd.

2. 6X~sarjan plasmidit (HbSAg:ta ja rotavirus-

VP7:48 varten)
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Plasmidit, jotka mahdollistavat adenoviruksen 2 my&-
hdisen promoottorin sijoittamisen ennen hepatitis—B—pinta—
antigeenid tai rotaviruksen VP7:44 koodaavaa DNA:ta, jota
seuraavat SV40-silmukointisignaalit, voidaan konstruoida.
Kumpaakin ndistid reunustavat Xbal-kohdat insertiota varten
adenovirusvektoreihin AEL, AE3 tai /AE1E3.

a. pbXH

Plasmidi 6XH sis&ltdd Xbal-kytkijé&n kohdassa -400 ep
Ad2:n pdamydhidispromoottorista ja EcoRl-kohdan kohdassa
+33 ep, 8 ep ennen adenoviruksen ensimmdisen mydhdisen joh-
tojakson loppua. Td&td seuraa EcoRI-kytkijd kohdassa 26 ep
ennen HBSAg:n ATG:td ja edelleen 678 ep:n HBSAg—sekvenssi
toiseen kohdassa 809 ep sijaitsevaan EcoRI-kytkij&dn asti.
Tdtd seuraa SV40-sekvenssi SV40-kartan kohdasta 2753-

2516 ep. Kaikki n&md sekvenssit insertoidaan suureen pBR322-
BamHI:std -EcoRI:seen ulottuvaan fragmenttiin XbaI-kytki-
joiden avulla.

b. p6XR

Plasmidi p6XR tehdddn yhdist&mdllid nukleotideissa
6 ja 1036 sijaitsevilla EcorI-kytkij®&illd rotaviruksen
VP7-geeni Ad2:n pddmyohdispromoottoriin, jossa on Xbal-
kohta asemassa -400 ep ja EcoRI-kytkijd asemassa +300 ja
liittam&lld Sv40-sekvenssit kohdasta 2753-2516 VP7-geenin
jédlkeen kohdassa 2753 (Sv40 karttakoordinaatteja) olevalla
EcoRl—kytkijélla ja Xbal-kohdan 2516 ep:n kohdalle.

Té&m& kasetti insertoidaan suureen EcoRl:std BamH:hon
ulottuvaan pBR322-fragmenttiin.

c. Plasmidisekvenssien siirto virus-DNAhan ja yhdis-
telmdadenovirusten tuotto

Kasetti promoottori - vieras geeni - terminaattori
siirretddn adenovirusvektoriin joko seuraavalla tavalla
tai yhdist&m&dlld in vivo (katso jdljempdnd esitettyd yksi-
tyiskohtaista esimerkkid). Puhdistettu adenovirusvektorin
DNA pilkotaan restriktioendonukleaasilla ja kdsitelldén
sen jdlkeen vasikan suolen alkaalisella fosfataasilla itse-

ligaation estédmiseksi. Plasmidisekvenssit saadaan pilkko-
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malla p6XH tai p6XR XvaI:11ld. Néam& vhdistetdidn sitten
ligaasientsyymin avulla adenovirusvektorin DNAhan. Joko
293-solut (Grahm et al., Gen. Virol., 86 10(1978)), Hela-
solut tai Wi38-solut transfektoidaan sitten ligaatioseok-
sella ja peitetddn agarilla. Pesdkkeet ker&tdin 7-10 pdivin
kuluttua ja virusvarastot valmistetaan.

3. Ilmentymismddritykset

Kolmea mddritysmenetelmdd on k&ytetty hepatitis-
B-pinta-antigeenin ja rotaviruksen VP7:n ilmentymisen
mddaritykseen. Ne ovat:

a) Epédsuora immunofluoresenssi

Joko hiiren monoklonaalisia vasta-aineita tai kanii-
nin antiseerumia k&dytetdin yhdistelmid-/\El- ja - AE3-
virusvarastojen ekspression selville saamiseen. Vdrjdys
tehdd&n vuohen antihiiri tai anti-kaniini -FITC:114.

b. Immunosaostus

Yhdistelmdadenovirusten infektoimissa socluissa oleva
HBSAg tai rotaviruksen VP7 immunosaostetaan kdyttden joko
HBSAg:n tai rotaviruksen VP7:n ja proteiini A Sepharose
CL4B:n vastalsia hiiren monoklonaalisia vasta-aineita tai
niiden vastaista kaniinin polyklonaalista antiseerumia.

c. RIA

HBSAg:n ilmentymistd testataan myds kaupallisesti
saatavaa radioimmunomd&ritysmenetelmdd (Ausria, Abbot
Labs.) k&yttéden.

4, Yhdistelmdadenovirusten immunogeeninen luonne

El&dvien, lyofilisoitujen suojapddllysteisessd, suo-
listossa liukenevassa kapselissa olevien yhdistelmdadeno-
virusten immunogeenisyys mddritetddn antamalla niité
(lO4 - 105) 50 %:sti infektoivaa annosta/tabletti) hams-
tereille tai simpansseille ja testaamalla vasta-ainetasot
ja suojauksen tartunnalta.

Td1lld hetkelld markkinoitavassa adenovirusrokottees-
sa on eldviid lyofilisoituja joko 4-tyypin tai 7-tyypin
adenoviruksia sekoitettuna inertteihin aineksiin suoja-

pddllystetyiksi, suolistossa liukeneviksi tableteiksi val-
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mistettuna. Tablettien antaminen (noin 104 TCIDSO:tté

virusta) johtaa selektiiviseen maha-suoli-infektioon, mutta
el sairastumiseen. Rokote on turvallinen; aiheutettu in-
fektio rajoittuu spesifisesti suolikanavaan eikd rokote-
virus tartu rokotetuista alttiisiin l&heisessid kosketuk-
sessa oleviin. Spesifistd neutraloivaa vasta-ainetta
havaitaan yli 95 %:ssa rokoteﬁuista vksilbistd 21 pdivén
kuluttua immunisaatiosta. Tamdn keksinndn mukaisissa
uusissa rokotteissa, jotka kuvataan eritellysti, on yvhdis-
telmdadenoviruksia, Jjotka ilmentdvat hepatitis-B-~antigee-
nin ja rotaviruksen VP7:n Jja ne on formuloitu ja toimivat
samalla tavoin kuin nykyinen adenovirusrokote, paitsi ettd
hepatitis-B-antigeenin tai rotaviruksen vasta-aineen lisak-
si muodostuu my&s adenoviruksen vasta-ainetta. Keksinndn
mitd tahansa suoritusmuotoa kdytettdessd noin 104 TCIDSO:n
suuruisen yhdistelmdvirusannoksen tai jopa huomattavasti
pienemm&n antaminen aiheuttaé tietenkin immunogeenisen
vasteen. Optimiannostuksen mdédritys riippuu kdytetystd
erityisestd yhdistelmdadenoviruksesta: tdmédn optimin mdd-
ritys kuuluu alan ammattitaitoon.

5. Yksityiskohtainen esimerkki vhdistelmistd, joka
ilmentdad autenttisen HBSAg:n

Esimerkkind erddn vhdistelmdadenoviruksen konstru-
oinnista adw-alatyypin HBSAg—geeni reunustettiin kohdasta
26 ep ennen HBSAg:n kddnndksen aloituskodonia ja 131 ep
kddnnoksen pddtdskodonin jdlkeen Ad2:n pddmyShdispromoot-
torin sekvensseilld (ep:sta +33 ep:iin -400; Solnick, Dl.,
Cell, 24, 135 - 143 (1981)) ja jdlkisekvensseilld SV40:sta
(ep:sta 2753 ep:iin 2516;Tooze, J. (toim.) Molecular Biology
of Tumor Viruses, Cold Spring Harbor Laboratory, s. 801 -
829 (1980)). Timd plasmidi nimet&ddn p6XH:ksi (katso ylld).
N&md sekvenssit insertoitiin ainoastaan yhden Xbal-kohdan
sisdltdvdidn plasmidiin pAC; joka sisdlt&dd Ad5-DNA-insertin
ulottuen EcoRI-kytkijdstd adenovirusgenomin vasemmassa
pddssd AdS5-karttakoordinatin 17,0 kohdalla olevaan HindIII-
kohtaan (Gluzman, Y., Reichl, H. ja Solnick, D., 1982
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teoksessa (tcocim. Y. Gluzman) Eukaryotic Viral Vectors, Cold
Spring Harbor Laboratories, s. 187 - 192). Uudet plasmidit
(pPACH-2 ja pACH-9) joissa on kasetti Ad2:n p&imydhidispro-
moottori - HBSAg—geeni - SV40-prosessointisignaalit jommas-
sa kummassa suunnassa, pilkottiin HindIII:l1la. Kummankin
HindIII-pilkontatuote yhdistettiin adenovirusmutantin AEL
suureen Xbal-fragmenttiin, joka ulottuu karttakoordinaatista
9,1 koordinattiin 100 (Gluzman, Y., Reichl, H. ja Solnick,
D., 1982 teoksessa (toim. Y. Gluzman) Eukaryotic Viral
Vectors, Cold Spring Harbor Laboratories, s. 187 - 192).
Tdmd DNA-seos transfektoitiin (Graham, F.L. ja ven der Eb,
A.J., Virology 52, 456 - 467 (1973)) 293-soluihin (Graham,
F.L., Smiley, J., Russel, W.C. ja Nairn, R., J. Gen. Virol.,
36, 59 - 72 (1977)) ja solut peitettiin agarilla plakkien
havaitsemista varten. Noin 10 - 14 pdivdd mydhemmin kerdt-
tiin 54 plakkia ja kustakin kehitettiin virusvarastot. N&i-

td viruksia seulottiin HBSAg DNA:n mukanaolon selvittdmisek-

sl kdyttd&en hybridointia 32P—leimattuun HBSAg—DNA—koetti—
meen. Positiiviset plakit (49 54:std) infektoitiin seuraa-
vaksi 293-solujen muodostamiin yksisolukerroksiin ja au-
tenttisen HBSAg:n ilmentyminen solulysaateissa havaittiin
sekd radioimmunomddrityksen (AUSTRIA, Abbot Laboratories,
Inc. tai NML—HBSAg—RIA, Nuclear-Medical Laboratories) ettd

35S—radioaktiivisesti leimatun HBSAg:n HBSAg:n monoklonaa-

lisen vasta-ainetta kdyttden toteutetun immunosaostuksen
avulla (anti-a-alatyyppi, Boehringer Mannheim Biochemicals).
6. Ylla olevassa erityisessd esimerkissd kaytamme
Ad2:n pdamydhdispromoottoria, joka ulottuu ainocastaan 33
nukleotidia eteenpdin kd&nndksen aloituskohdasta niin ettd
ensimmdinen silmukointikohta ei tule mukaan. Tdmd& promoot-
tori sisdltdd vain ensimmdisen osan adenoviruksen pddmyo-
hdispromoottorin kolmiosaisesta johtojaksosta. Muiden, eri-
tyisesti 3-, 4-, 5- ja 7-tyypin adenovirusten pddmyShdis-
promoottoria voidaan kuitenkin kdyttdd ja tdmdn promootto-

rin kokonaista kolmiosaista johtojaksoca voidaan kayttad.
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Seuraavassa esimerkissd kuvaamme kahden Ad2-pddmyCh&ispro-
moottorista ja eniten vasemmalla olevasta 168 ep:sta
200 ep:n kolmiosaista Ad2-johtojaksoa ja sitd seuraavasta
HBSAg-geenisté ja Sv40-viruksen prosessointi- ja polyadeny-
laatiosignaaleista koostuvat kasetit sisdltidvin bakteeri-
plasmidin pHMl1 ja pHM2 konstruoinnin. N&dm&kin plasmidit
sisdltédvéat edelld mainittua jaksoa reunustavia adenovirus-
sekvenssejd, joten homologista rekombinaatiota voidaan
kdyttdd jakson insertoimiseen adenoviruksen genomiin. Jak-
son vasenta puolta reunustaa Ad5-genomin eniten vasemmalla
olevien 353 ep:n sekvenssi ja oikeaa puolta jakso adeno-
viruksen 5 karttakoordinaattien 8 ja 15,5 vidlilti. Plasmidi
pHM]1 sis&ltdd 19 ep SV40-virussekvenssid (SV40-nukleotidit
5173-5174) ennen HBSAg—geenié. Plasmidi pHM2 on identtinen
pHM1:n kanssa paitsi ettd siind ei ole t&td sekvenssii.

Sekd pHMl:n ettid pHM2:n kasetit sijoitettiin adeno-
virus-5:n genomin El alueelle homologisella rekombinaatio-
tekniikalla yll& kuvattuun tapaan. Kumpikin plasmidi line-
arisoitiin ja yhdistettiin karttakoordinaatista 9,1 koordi-
naattiin 100 ulottuvaan adenovirusmutantin /AEl suureen
Xbal-fragmenttiin (Gluzman, Y., Reichl, H. ja Solnick, D.,
1982 teoksessa (toim. Y. Gluzman) Eukaryotic Viral Vectors,
Cold Spring Harbor Laboratories, s. 187 - 192). Plakit
kerdttiin ja kummastakin muodostettiin virusvarastot.

Kun ndilld varastoviruksilla (HM1 ja HM2) infektoi-
tiin ihmisen alkion munuais(293-)solulinja {Graham, F.L.,
Smiley, J., Russell, W.C. ja Nairn, R. (1977) J. Gen. Virol.
36, 59 - 72) havaitsimme 40 h infektion j&dlkeen noin 1 /ug
HBSAg:é (perustuen radioimmunomddritykseen ja cpm-lukeman
vertailuun NML—HBSAg—méérityssarjan positiiviseen kontrol-
liin) 5 x 10 infektoitua solua kohti HM2-infektoitujen so-
luviljelmien supernatanteissa. HMl-virus tuotti noin 60 %
tdstd mddrdstd. Havaitsimme ettd ndiden virusten tuottamat
HB_Ag-polypeptidit olivat glykosyloituja (P2) ja ei-glyko-
syloituja (Pl) (Marion, P.L., Salazar, F.H., Alexander,

J.J., ja Robinson, W. (1979) J. Virol. 32 796 - 802;
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Peterson, D.L. (1981) J. Biol. Chem. 256, 6975 - 6983).

40 h kuluttua infektiosta suurin osa HBSAg:sté {78 %) erit-
tyi soluista viljelyalustaan partikkeleina (tiheys 1,20 g/1
jotka oliva samanlaisia tai l&hes samanlaisia kuin ihmisen
seerumissa havaitut 22 nm partikkelit (Gerin, J.L., Purcell,
R.H., Hoggan, M.D., Holland, P.V. ja Chanock, R.M. (1969)
J. Virol. 4, 763 - 768; Gerin, J.L., Holland, P.V. ja ‘
Purcell, R.H. (1971) J. Virol. 7, 569 - 576). HM2 tuotti
noin 40 % enemmdn HBSAg:é kuin HM1l. Verrattaessa kuitenkin
HM2:ta eiemmin kuvattuun hybridiadenovirukseenéﬁ EiH:hon,
HM2-viruksen tuottaman HB Ag-polypeptidin md&r&n havaittiin
olevan 70-kertaisen.

Adenoviruksen pddmySh8ispromoottorin asemesta voi-
daan kéyttéé mitd tahansa sopivaa eukaryoottipromoottoria,
kuten esimerkiksi ihmisen metallotioneiinipromoottoria
taili ihmisen dihydrofolaattireduktaasipromoottoria. Esimer=-
keissdmme olemme lisdksi kédyttédneet 5-tyypin adenoviruksen
DNA:ta vektorina vieraan geenin ilment8miseksi; muita ade-
novirustyyppejd voidaan kuitenkin kdytt&d&@ vektoreina ja
erityisen kéyttdkelpoisia ovat 3-, 4- ja 7-tvypit, joita
kdytetddn tdll& hetkelld rokotteina.

Kuvaamme myds SV40:n DNAsta per&isin olevien proses-
sointi- ja polyadenylaatiosignaalien k&yttO&; mitd tahansa
sopivia prosessointi- ja polyadenylaatiosignaaleja voidaan
kuitenkin kdyttdd. Ne voivat olla perdisin adenovirus-
DNAsta, erityisesti tyypeistd 3, 4 ja 7.

Kdytettdessd tdmdn keksinndn mukaista menetelmdd,
jossa vieras geeni insertoidaan adenoviruksen poistettuun
aikaiseen 3-alueeseen, yhdistelmdvirus s&ilyy infektoivana
ja rokotus ei vaadi muuta kuin sen, ettd yhdistelmdvirus
toimitetaan suoleen. Aikainen l-alue on toisaalta olennai-
nen adenoviruksen infektiokyvylle. Auttajavirus tdytyy sii-
td syystd antaa mukana, jos vieras geeni insertoidaan pois-
tettuun aikaiseen l-alueeseen. Tdnd auttajaviiruksena on

sopiva kdyttdd modifioimatonta, infektoivaa adenovirusta.
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Auttajavirus voi itsekin olla defektiivinen virus, johon
on tehty poisto, Jjonka voi korvata yhdistelmdvirus. T&lld
tavpom viruksen kasvu ja vieraan antigeenin tuotanto saa-
taisiin esiin vain molempien virusten infektoimissa soluis-
sa. Tami defektiivinen auttajavirus voi olla samaa tai
eri alatyyppid kuin yhdistelméviirus. Mikdli olisi kyse eri
alatyypeistd (esimerkiksi jos vhdistelmdvirus olisi
Ad4-alatyyppid& ja defektiivinen virus Ad7-alatyyppid) vil-
lin virustyypin muodostuminen rekombinaatioteitse pitdisi
minimoida. Viruksen lisddminen rokotteen tuottamista varten
voidaan toteuttaa virusten vhteisviljelynd ihmisen diploi-
disissa fibroblasteissa tai virusten erillisviljelyné
solulinjoissa, joiden tiedetddn korvaavan kunkin defektin.

El ja E3-alueiden lisdksi virusgenomissa on useita
muita alueita, joihin promoottorin, kolmiosaisen johto-
jakson, vieraan geenin Jja prosessointi- sekd@ polyadenylaa-
tiosignaalien muodostama kasetti voidaan insertoida. N&ita
ovat Ela:n ja Elb:n vdlilld oleva alue, genomin vasemmassa
ja oikeassa pddssd olevat alueet ja Ed4-alueella ja L5- ja
E4-alueiden v&d1illsd olevat alueet. Joitakin esimerkkeja
annetaan jdljempédnd:

Ad5 sisdltdid Ela-promoottorin karttakoordinaatin
1,4 kohdalla ja Elb-promoottorin karttakoordinaatin 4,7
kohdalla. Ela:n polyadenylaatiokohta on karttakoordinaatis-
sa 4,6 nukleotidissa 1631, nukleotidissa 1671 on Elb-pro-
moottorin TATA-osa. Nukleotidin 1572 kohdalla on ainoa
Hpal-kohta (GTTAAC). T&td kohtaa voidaan kdyttdd 2-tyypin
adenoviruksen mythdisen promoottorin ja hepatitis~B-pinta-
antigeenin sijoittamiskohtana ja Ela-polyadenylaatiokohta-
na. Ela:n polyadenylaatio voidaan toteuttaa sijoittamalla
polyadenylaatiosignaali SV40-viruksen DNAsta Ela:n taakse
tai viruksen Ld4-alueelta. Y11ld kuvatussa konstruktiossa
oleva lisd&-DNA voidaan kompensoida poistamalla ei-oleelli-
seksi m&ddriteltyd DNAta E3-alueelta.

Muita insertiopisteitd ovat genomin ddrivasemmat

ja -oikeat pdidt. Vasemmassa pddssd asema on 116 ep:n kdan-
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teisen terminaalitoiston ja Ed4-promoottorin TATA-osan valil-
14. Ad2:ssa on MboI-kohta 99,3 karttayksik®dn kohdalla. Tamia
on 19. ep viruksen DNAn &ddrioikeasta pddstid. Ad5:ssd on
Thal=-(FnU4DII-)kohta 240 ep genomin vasemmasta pddstd. Tami
alue on ITR:n ja edelld olevan E4~-TATA-osan vdlissi. Yli-
mddrdisen DNAn sovittamieksi insertio tehd&in taas, mikdli
tarpeen, mutanttiin, josta on poistettu DNA E3-alueelta.

Kussakin tapauksessa nditd samoja alueita voidaan
kayttad adenoviruksen pdd mydhédispromoottorin, adenoviruksen
kolmiosaisen johtojakson, vieraan geenin ja prosessointi-
sekd polyadenylaatiosignaalien muodostaman kasetin insertio-
kohtina 4-tyypin ja 7-tyypin adenoviruskannoissa, joita
kdytetd&n t&l11l& hetkelld markkinoitaviin adenovirusrokot-
teisiin.

Vaikka edelld esitetty spesifikaatio viittaa erityi-
sesti adenovirustyyppeihin 4, 5 tai 7, mitd tahansa tyyppid
olevia eldvid, infektoivia adenoviruksia voidaan kdytt&i
tdssd keksinn®ssd. Adenovirustyyppejd 4 ja 7 ovat edullisia,
koska ne ovat t&dlld hetkelld kaupallisissa adenovirusrokot-
teissa kéytdssd olevia tyyppej&. Samoin, vaikka erityisesti
on viitattu rokotteisiin, jotka tuottavat hepatitis-B:n
ja rotaviruksen vasta-aineita, keksintdmme avulla voidaan
tuottaa suun kautta annettavia rokotteita mitd tahansa in-
fektoivaa tekijdd vastaan, joka sisdltdd antigeenin, jota
vastaan ldmminverinen eldin tuottaa vasta-aineita tai jota
vastaan sille kehittyy solun vdlittdm& immuniteetti ja jota
koodaa korkeintaan noin 3000 emdsparista koostuva geeni.
Keksinntn alaan kuuluu siten immunisaatio esimerkiksi sel-
laisia tauteja kuten influenssaa, parainfluenssaa, hengi-
tysteiden synktiaalista virustautia, hepatitis-A:ta, han-
kittua immuunipuutosoireyhtymdd (AIDS), koleraa, E. colia,
hinkuyské&d, kurkkum&tdsd, jadykkdkouristusta, punatautia,
gonorreaa, mykoplasmakeuhkokuumetta vastaan ja niin edel-

leen.
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Patenttivaatimukset:

1. Yhdistelmdadenovirus, joka sisdltda tautia-
aiheuttavan organismin tuottamaa antigeeni# koodaavan gee-
nin, mainitun yhdistelmdadenoviruksen ollessa tyyppid 4,

5 tai 7; geeni koodaa hepatitis-B-pinta-antigeenid tai ro-
taviruksen ulkokuoriproteiinia; ja geeni sijaltsee pois-
tetulla aikaisella l-alueella tai poistetulla aikaisella
3-alueella.

2. Suun kautta annettavan vasta-aineita tai solun
vdlittdmdn immuniteetin infektoivaa organismia vastaan
tuottavan rokotteen valmistusmenetelmd, johon kuuluu mai-
nittuja vasta-aineita vastaavaa tai mainitun solun vdlittd-
m&&d immuniteettia aiheuttavaa antigeenid vastaavan geenin
insertointi adenoviruksiin eld@vien yhdistelmdadenovirusten
tuottamiseksi ja mainittujen el8vien yhdistelmdadenovirus-
ten formulointi suojapddllystettyyn, suolistossa liukene-
vaan annostusmuotoon.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, jossa
mainittu infektoiva organismi on hepatitis~B-virus.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, Jjossa

mainittu infektoiva organismi on rotavirus.



part



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - CLAIMS
	Page 16 - DRAWINGS

