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Rekombinantni adenovir nelidského zvifeciho pivodu, farmaceuticky pripravek tento
adenovir obsahujici a pouZiti tohoto adenoviru pro pfipravu uvedeného farmaceutického
pripravku nebo lidské vakciny

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych virovych vektord, jejich ptipravy a jejich pouziti v genové terapii.
Vynalez se rovnéz tyka farmaceutickych pfipravki obsahujicich tyto virové vektory. Vynalez se
zejména tyka pouziti rekombinantnich adenovird zvifeciho plvodu jako vektorli pro genovou
terapii.

Dosavadni stav techniky

Genova terapie spoivd vtom, Ze se nedostatenost nebo abnormalita (mutace, aberantni
exprese, atd.) koriguje zavedenim genetické informace do postizené buitky nebo do postizeného
organu. Tato genetickd informace miize byt zavedena bud’ in vitro do bufiky izolované
z postizeného orgéanu, nacez se modifikovana burika opétovné zavede do organismu, nebo pfimo
in vivo do pfislusné tkané&. Pro tento druhy zpuisob zavedeni genetické informace byly vyvinuty
rizné techniky, z nichz lze uvést nékteré transfekeni techniky zahrnujici pouziti komplexti DNA
a DEAE—dextranu (Pagano a kol., J. Virol. 1 (1967) 891), DNA a nukleovych proteinti (Kaneda
a kol., Science 243 (1989) 375), DNA a lipida (Felgner a kol., PNAS 84 (1987) 7413), pouziti
liposom (Fraley a kol., J. Biol. Chem. 255 (1980) 10431), atd.. V posledni dobé& se jako slibna
alternativa uvedenych fyzikalnich transfekénich technik ukazalo pouziti viru jako vektoru pro
prenos gend. Za timto uelem jiz byly testovany &etné viry za Gi¢elem stanoveni jejich schopnosti
infikovat urcité bunétné populace. Jedna se zejména o retroviry (RSV, HMS, MMS, atd.), vir
HSV, adeno—priidruzené viry a o adenoviry.

Mezi témito viry zaujimaji adenoviry zvlastni postaveni vzhledem k nékterym vlastnostem, které
Jjsou zajimavé pro pouziti v genové terapii. V tomto ohledu lze zejména uvést jejich pomérné
Siroké hostitelské spektrum, jejich schopnost infikovat klidové (quiescentni) buiiky a neintegro-
vat se do genomu infikované buiiky. Z téchto divoda jiz byly adenoviry pouzity in vivo pro
prenos genl. Za timto ucelem byly pfipraveny rizné vektory odvozené od adenovirl a inkor-
porujici rizné geny (beta—gal, OTC, alfa-1AT, cytokiny, atd.). V3echny tyto vektory odvozené
od adenoviri a popsané vramci dosavadniho stavu techniky v souvislosti s jejich pouzitim
v humanni genové terapii byly aZz dosud pfipraveny zadenovirt lidského piévodu. Takové
adenoviry se skute¢né zdaji byt nejvhodnéjsi pro uvedené pouziti. Za G&elem omezeni rizika
mnoZzeni a tvorby infek¢nich €astic in vivo jsou pouzité adenoviry obecné modifikovany tak, aby
nebyly schopné replikace v infikované buiice. Konstrukce popsané v rimci dosavadniho stavu
techniky jsou takto tvofeny adenoviry s deleci oblasti E1 (Ela nebo/a E1b) a ptipadné oblasti E3,
v jejichz drovni jsou inzerovany sekvence tvofici pfenaSenou genovou informaci (Levrero a kol.,
Gene 101 (1991) 195; Gosh—Choudhury a kol. Gene 50 (1986) 161). Nicméné, kromé této nutné
modifikace maji vektory popsané v ramci dosavadniho stavu techniky je3t¢ dal$i nedostatky,
které omezuji jejich vyuziti v ramci genové terapie, mezi které patii zejména riziko rekombinace

vvvvv

V patentovém dokumentu WO91/11525 jsou popsédny rekombinantni adenoviry obsahujici
zainteresované geny. Na rozdil od obsahu tohoto patentového dokumentu viak vynalez vyuziva
zjisténi vyhodnych vlastnosti rekombinantnich vird zvifeciho plvodu, které jsou schopné
infikovat lidské buriky, nejsou schopné se v nich replikovat nejsou schopné komplementace
lidskymi adenoviry.
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Podstata vynalezu

Podstata vynalezu spociva v pouZiti rekombinantnich adenoviri zviteciho pivodu pro humanni
genovou terapii. Vynalez je disledkem zjiSténi, Ze adenoviry zvifeciho puvodu jsou schopné
s vysokou uéinnosti infikovat lidské buiiky. Vynalez je rovnéz zaloZen na zjisténi, ze adenoviry
zviteciho plivodu nejsou schopné mnozeni v lidskych buikach, ve kterych byly testovany.
Podstatu vynélezu kone¢né tvoii piekvapujici objev spoéivajici v tom, Ze adenoviry zvifeciho
plvodu nejsou nikterak trans—komplementovany adenoviry lidského plivodu, coz eliminuje
Jjakékoliv riziko rekombinace a propagace in vivo v pfitomnosti lidskych adenovirt, kterd by
mohla vést k tvorbé infekéni Castice. Vektory podle vynalezu jsou tedy mimofadné vyhodné,
nebot’ v jejich pripade je riziko spojené s pouzitim viru jako vektoru v genové terapii a reprezen-
tované napiiklad patogenicitou transmisi, replikaci a rekombinaci silné redukovano a pfipadné
zcela potlaceno.

Vynalez takto poskytuje virové vektory obzvlasté vhodné pro prenos nebo/a expresi pozadova-
nych sekvenci DNA u ¢lovéka.

Pifedmétem vynalezu je rekombinantni adenovir nelidského zviteciho piivodu schopny infikovat
lidské buiiky, neschopny replikace v lidskych buiikach a obsahujici alespori jeden inzerovany
terapeuticky gen koédujici terapeuticky proteinovy produkt, pfiCemz terapeutickym genem je
antimedidtorovy gen nebo antimediatorova sekvence.

Rekombinantni adenovir podle vynalezu pfipadné obsahuje také promotorovou sekvenci umoz-
fujici expresi inzerovaného genu nebo inzerovanych terapeutickych gend.

Rekombinantni adenovir podle vynalezu pfipadné také obsahuje signélni sekvence umoZziiujici
indukovat sekreci produktu exprese terapeutického genu.

Rekombinantni adenovir podle vynalezu je vyhodné zvolen z mnoziny zahrnujici psi, hovézi,
mysi, ov¢i, praseci, ptaci a opi¢i adenoviry. Vyhodné jde o psi adenovir, ktery je vyhodné zvolen
z mnoziny zahrnujici kmeny adenoviru CAC2.

Vyhodné je adenovir zbaven alespoii sekvenci nezbytnych pro replikaci, zejména oblasti E1A
aElB.

Vyhodné adenovir podle vynélezu obsahuje jesté oblasti jiného zvifeciho nebo lidského adeno-
viru, znemozilujici produkci neziddoucich virovych proteini u ¢lovéka nebo umoziujici inzerci
heterolognich sekvenci DNA, jejichz pfenos nebo/a exprese je u ¢lovéka zadouci, nebo/a inzerci
stanovenych oblasti genomu jiného zvifeciho nebo lidského adenoviru.

Predmeétem vyndlezu je také farmaceuticky pripravek, jehoZ podstata spogiva v tom, Ze obsahuje
alesporni jeden rekombinantni adenovir, ktery byl definovan vyse.

Predmétem vynalezu je také pouziti vySe uvedeného rekombinantniho adenoviru pro pfipravu
farmaceutického piipravku uréeného k terapeutickému nebo/a chirurgickému osetfeni lidského
téla, pro pripravu farmaceutického pfipravku pro pfenos terapeutickych geni u ¢lovéka a pro
pfipravu lidské vakciny.

Adenoviry zvifeciho puvodu, které jsou pouzitelné v rdmci vynalezu, mohou byt adenoviry
rizného specifického pivodu s vyjimkou adenovirt lidského pivodu. Lidskymi adenoviry jsou
adenoviry, které jsou prirozenym infekénim faktorem schopnym infikovat ¢lovéka a které jsou
obecné ozna¢ovany symboly HAd nebo Ad.
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Adenoviry zvifeciho plivodu, které jsou pouzitelné v ramci vynalezu, mohu byt adenoviry psiho,
hovéziho, mysiho (piiklad: Mavl, Beard a kol., Virology 75 (1990) 81), ov¢iho, praseciho,
ptaciho nebo také opiciho (ptiklad: SAV) ptivodu.

Z ptatich adenoviri lze zejména uvést sérotypy 1 az 10 dostupné ve sbirce kultur ATCC,
pfitemZ jako pfiklad takovych adenoviri lze uvést kmeny Phelp (ATCC VR-432), Fontes
(ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828), J2-A (ATCC VR-829),
T8-A (ATCC VR-830), K-11 (ATCC VR-921) nebo také kmeny uvadéné jako ATCC VR-831
az 835. Z hovézich adenovirti Ize pouzit rizné znamé sérotypy a zejména sérotypy dostupné ve
sbirce kultur ATCC (typy 1 az 8) pod oznatenim ATCC VR-313, 314, 639-642, 768 a 769.
Rovnéz lze uvést mysi adenoviry FL (ATCC VR-550) a E20308 (ATCC VR-528), ovéi
adenovir typu 5 (ATCC VR~1343) nebo typu 6 (ATCC VR-1340), praseci adenovir 5359 nebo
opiéi adenoviry, jakymi jsou zejména adenoviry vedené ve sbirce kultur ATCC pod ¢isly
VR-591-594, 941-943, 195-203, atd.

Vramci vynalezu se vyhodné pouziji adenoviry psiho plivodu a zejména vSechny kmeny
adenoviri CAV2 (napfiklad kmen Manhattan nebo A26/61 (ATCC VR-800)/. Psi adenoviry jiz
byly pfedmétem Cetnych strukturnich studii. V ramci dosavadniho stavu techniky byly takto
popsany uplné restrikéni mapy adenoviri CAV1 a CAV2 (Spibey a kol., J. Gen. Virol. 70 (1989)
165), pficemz byly klonovany a sekvenovany geny Ela a E3, jakoZ i sekvence ITR (viz zejména
Spibey a kol., Virus Res. 14 (1989) 241; Linné, Virus Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). Jinak
byly psi adenoviry jiz pouzity pro pfipravu vakcin uréenych k imunizaci ps proti vztekling
(parvoviry a pod. (WO 91/11525). Nicméné nebyla aZ dosud v ramci dosavadniho stavu techniky
navrzena nebo zminéna moznost pouziti téchto adenovird pro genovou humaénni terapii, ani
nebyl specifikovén pokrok, kterého by bylo takovymto pouZitim dosazeno.

Adenoviry pouzité vramci vynalezu musi byt vyhodné defektni, tzn. neschopné autonomni
propagace v organismu, do kterého byly pfeneseny. Jak jiz bylo uvedeno vyse, bylo prokazano,
ze adenoviry zvifeciho pilivodu jsou schopné infikovat lidské butiky, ale nejsou schopné
propagace v téchto lidskych buikach. V tomto ohledu jsou adenoviry zvifeciho pivodu
vzhledem ke Clovéku piirozené defektni a na rozdil od pouziti lidskych adenovird adenoviry
zviteciho plivodu nevyzaduji vyse uvedenou genetickou modifikaci, kterd viry &ini defektnimi.
Nicméné defektni povaha téchto adenoviri mize byt posilena genetickymi modifikacemi jejich
genomu, zejména modifikaci sekvenci nezbytnych pro replikaci daného viru v buiikich. Tyto
oblasti mohou byt bud’ odstranény (zcela nebo ¢&éasteéné), nebo ulinény nefunkénimi nebo
modifikovany inzerci dalSich sekvenci a zejména heterologni sekvence DNA.

Podle povahy adenoviru se sekvence nezbytné k replikaci mohou ponékud ménit. Nicménég tyto
sekvence jsou obecné lokalizovany v blizkosti koncli genomu. Takto byla v pfipadé adenoviru
CAV-2 identifikovana, klonovana a sekvenovana oblast Ela (Spilbey a kol., Virus Res. 14
(1989) 241). Tato oblast se nachazi na fragmentu s délkou 2 kb na levém konci genomu
adenoviru.

Nicméné adenoviry mohou byt geneticky modifikovany i jinak, zejména za Géelem zabranéni
produkci nezddoucich virovych proteini u ¢lovéka, za (i¢elem umoznéni inzerce heterolognich
sekvenci DNA vyrazné délky nebo/a za Uelem inzerce stanovenych oblasti genomu jiného
zvifeciho nebo lidského adenoviru (piiklad: gen E3).

V ramci tohoto vynalezu vyraz ,heterologni sekvence DNA*“ zahrnuje libovolnou sekvenci DNA
zavedenou do viru, jejiz prenos nebo/a exprese je u ¢lovéka zadouci.

Takova heterologni sekvence DNA miuzZe zejména zahrnovat jeden nebo nékolik terapeutickych
genl nebo/a jeden nebo nékolik gend kddujicich antigenni peptidy.
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V ramei specifického provedeni se tedy vynalez zejména tyka pouziti adenoviru zvifeciho
puvodu pro piipravu farmaceutickych pfipravkid urenych pro prenos terapeutickych geni
u ¢lovéka. Terapeutickymi geny, které mohou byt takto pfeneseny, jsou libovolné geny, jejichz
transkripce a pfipadné translace v cilové buiice generuje produkty majici terapeutickou ucinnost.

MizZe se zejména jednat o geny kddujici proteinové produkty majici terapeuticky ucinek. Takto
kédovanym proteinovym produktem muize byt protein, peptid, aminokyselina a podobné. Tento
proteinovy produkt miZe byt homologni vii¢i cilové buiice (coZz znamena, Ze tento produkt se
normalné exprimuje v cilové buiice v pfipadé, Ze tato buiika nevykazuje zadnou patologii).
V tomto pfipadé exprese proteinu umoziuje napiiklad lécit nedostatenou expresi v uvedené
buiice nebo expresi neucinného nebo mélo ucinného proteinu, zpisobenou modifikaci buiiky,
nebo také umoziiuje nadmérou expresi uvedeného proteinu. Terapeuticky gen mize také
kédovat mutant bunééného proteinu majici zvySenou stabilitu, modifikovanou u€innost a podob-
né. Proteinovy produkt mizZe byt rovnéz heterologni viéi cilové buiice. V tomto piipadé mize
exprimovany protein na pfiklad kompletovat nebo poskytovat dostate¢nou €innost buiiky, coz ji
umozni bojovat proti dané patologii.

Jako terapeutické produkty ve smyslu tohoto vynilezu lze zejména uvést enzymy, krevni
derivaty, hormony, lymfokiny: interleukiny, interferony a podobné (FR 9203120), rustové
faktory, pfenaSece nervovych vznétl nebo jejich prekurzory nebo syntézni enzymy, trofické
faktory: BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NT5 a podobné, apolipoproteiny:
ApoAl, ApoAlV, ApoE a podobné¢ (FR 9305125), dystrophin nebo minidystrophin
(FR 9111947), geny potlacujici nadory: p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev a podobné (FR 93 04745),
geny kodujici faktory uplatiiujici se pfi koagulaci: faktory VII, VIII, 1X, a podobné.

Terapeutickym genem miize byt také antimediatorovy gen nebo antimediatorova sekvence, jehoz
resp. jejiz exprese reguluje expresi gentll nebo transkripci bunéénych RNAm. Takové sekvence
mohou byt napftiklad prepsany do cilové buiiky jako RNA komplementarni k bunéénym RNAm
a mohou takto blokovat jejich translaci na protein, a to podle techniky popsané v evropském
patentovém dokumentu EP 140 308.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, mlze heterologni sekvence DNA rovnéz obsahovat jeden nebo
nékolik genid kédujicich antigenni peptid, ktery je schopen generovat u ¢lovéka imunitni odezvu.
V ramci tohoto specifického provedeni vynilez umoziuje realizaci vakeiny umoziujici imuni-
zovat ¢lovéka, zejména proti mikroorganismim a viriim. Zejména se muze jednat o specifické
antigenni peptidy viru Epsteina a Barrové, viru hepatitidy B (EP 185 573), viru pseudovztekliny
nebo také specifickych nadorovych vird (EP 259 212).

Obecné heterologni sekvence DNA také obsahuje sekvence umozitujici expresi terapeutického
genu nebo/a genu kddujiciho antigenni peptid v infikované burice. MiiZze se jednat o sekvence,
které jsou prirozené zodpov€dné za expresi uvazovaného genu za predpokladu, Ze jsou tyto
sekvence schopné funkce v infikované buiice. Rovnéz se mizZe jednat o sekvence rizného
puvodu (zodpovédné za expresi dalSich proteinii) nebo dokonce o syntetické sekvence. Zejména
se muze jednat o promotorové sekvence eukaryotickych nebo virovych genti. Napiiklad se mize
jednat o promotorové sekvence pochazejici z genomu buriky, ktera ma byt infikovana. Stejné tak
se mize jednat o promotorové sekvence pochazejici z genomu viru, véetné pouzitého adenoviru.
V tomto ohledu lze naptiklad citovat promotory gentt E1A, MLP, CMV, RSV a podobné. Kromé
toho mohou byt tyto expresni sekvence modifikovany zavedenim aktivacnich, regulacnich
a podobnych sekvenci. V pfipadé, Ze inzerovany gen neobsahuje expresni sekvence, potom muize
byt inzerovan do genomu defektniho viru za takovou sekvenci.

Jinak heterologni sekvence DNA mize rovnéz obsahovat, a to zejména pfed terapeutickym
genem, signalni sekvenci sméfujici syntetizovany terapeuticky produkt do sekre¢nich cest cilové
buriky. Touto signélni sekvenci miize byt pfirozena signalni sekvence terapeutického produktu,
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i kdyZ se miZe také jednat o libovolnou jinou funkéni signalni sekvenci nebo o umélou signalni
sekvenci.

Defektni adenoviry podle vynalezu mohou byt pfipraveny libovolnou znamou technikou.
Zejména mohou byt pfipraveny podle protokolu popsaného v patentové prihlasce WO 91/11525.
Klasickd technika pfipravy spoliva v homologni rekombinaci mezi zvifecim adenovirem
a plazmidem nesoucim mezi jinym heterologni sekvenci, kterd ma byt inzerovdna. Tato homo-
logni rekombinace prob&hne po ko—transfekci uvedenych adenoviri a plazmidu ve vhodné
bun&né fadé. Pouzitd bun&lna fada musi byt vyhodné transformovatelnd uvedenymi prvky
a v ptipadé, Ze se pouzije modifikovany adenovir zvifeciho piivodu, miize buné€¢na rada pfipadné
obsahovat sekvence, které jsou schopné komplementovat €ast genomu defektniho adenoviru,
vyhodné v integrované formé za ucelem eliminace rizika rekombinace. Jako priklady uvedenych
buné&&nych fad lze uvést rendlni bunéénou fadu chrta GHK (Flow laboratoires) nebo bun&nou
fadu MDCK. Podminky, za jakych se provadi kultivace bunénych fad a priprava vird nebo
virové DNA, byly rovnéz popsané v literatufe (viz zejména Macatney a kol., Science 44 (1988)9;
Fowlkes a kol., J. Mol. Biol. 132 (1979)163).

Multiplikované vektory se potom izoluji a purifikuji klasickymi technikami molekuldrni
biologie.

Dal3im pfedmétem vynélezu je rekombinantni adenovir zvifeciho piivodu obsahujici heterologni
sekvenci DNA zahrnujici alespoii jeden vy3e definovany terapeuticky gen.

Pfedmétem vynalezu je rovnéz kazdy farmaceuticky pfipravek obsahujici vySe definovany
rekombinantni adenovir zvifeciho pivodu. Tyto farmaceutické pripravky mohou byt formulo-
vany s ohledem na topické, peroralni, parenteralni, intranasélni, intravenézni, intramuskularni,
subkutanni, intraokuldrni a ostatni podani.

Vyhodné farmaceuticky pripravek obsahuje farmaceuticky pfijatelné nosice pro injikovatelnou
formulaci. Mize se zejména jednat o roztoky soli (sekundarni a terciarni fosfore¢nan sodny,
chlorid sodny, draselny, vapenaty nebo hofecnaty a podobné nebo smési téchto soli) ve sterilni
isotonické formé, nebo o suché kompozice, zejména lyofilizované, které po pfidani sterilizované
vody nebo fyziologického roztoku poskytuji injikovatelné roztoky.

Davky viru pouzité pro injekci mohou byt zavislé na riiznych parametrech, zejména na pouzitém
zpusobu podani, na typu lé¢eného patologického stavu, na genu, ktery ma byt exprimovan nebo
také na pozadované dobé léCeni. Obecné jsou rekombinantni adenoviry podle vynalezu
formulovany a podany ve formé davek obsahujicich mezi 10* a 10* pfu/ml a vyhodné mezi 10°
a 10" pfu/ml. Vyraz pfu (,,plaque forming unit“) odpovida infek&ni potenci roztoku viru a je
stanoven infikovanim vhodné bunééné kultury a urenim (obvykle po 5 dnech) poétu oblasti
infikovanych bunék. Technika stanoveni veli¢iny pfu virového roztoku je velmi dobfe dokumen-
tovéna v literatufe.

Podle inzerované heterologni sekvence DNA mohou byt adenoviry podle vynilezu pouzity pro
1éceni nebo prevenci Cetnych patologickych stavil, zahrnujicich genetickd onemocnéni (dystrofie,
cysticka fibréza a podobné), neurodegenerativni onemocnéni (Alzheimerova nemoc, Parkinso-
nova nemoc, ALS a podobné¢), rakoviny, patologické stavy spojené s poruchami koagulace
a s dyslipoproteinemiemi, patologické stavy sdruzené s virovymi infekcemi (hepatitida, AIDS
a podobné) a podobné patologické stavy.

V nasledujici ¢asti popisu bude vyndlez blize objasnén na prikladech jeho konkrétnich prove-
deni, pficemz tyto piiklady maji pouze ilustrani charakter a nikterak neomezuji rozsah vynalezu,
ktery je jednozna¢né vymezen formulaci patentovych naroka.
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Priklady provedeni vynélezu

Na pfipojenych vykresech

obr. 1 znézorfiuje restrikéni mapu kmene Manhattan adenoviru CAV2 (podle vyse uvedeného
odkazu Spilbey a kol.),

obr.2 znazoriuje mapu plazmidi p1, p2 (obr. 2a) a p3 (obr. 2b) a

obr.3 znazorfiuje konstrukci rekombinantniho psiho adenoviru obsahujiciho heterologni
sekvenci DNA.

Obecné techniky molekularni biologie

Klasické metody pouzivané v molekularni biologii, jakymi jsou preparativni extrakce plazmi-
dové DNA, odstfedovani plazmidové DNA v gradientu chloridu cesného, elektroforéza na
agarosovém gelu nebo na akrylamidovém gelu, purifikace fragmenti DNA elektroeluci, extrakce
proteini fenolem nebo soustavou fenol-chloroform, precipitace DNA v solném prostredi
ethanolem nebo isopropanolem, transformace v Escherichia coli a dal3i metody, jsou velmi dobte
znamé a hojné popsané v literatufe /Maniatis T. a kol. ,Molecular Cloning, a Labolatory
Manual®, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y., 1982; Ausubel F. M.
a kol. (eds), ,,Current Protocols in Molecular Biology*, John Wiley and Sons, New York, 1987/.

Plazmidy typu pBR322, pUC a fagy fady MI13 jsou komeréné& dostupné u firmy Bethesda
Research Laboratories.

Pro ligace mohou byt fragmenty DNA separovany podle velikosti elektroforézou na agarosovém
nebo akrylamidovém gelu, extrahovany fenolem nebo soustavou fenol/chloroform, vysraZeny
ethanolem a potom inkubovany v pfitomnosti DNA-ligazy fagu T4 (Biolabs) podle doporugeni
dodavatele.

Naplnéni proeminentnich konclt 5’ muiZe byt provedeno Klenowovym fragmentem ADN-
polymerazy 1 Escherichia coli (Biolabs) podle udaji dodavatele. Destrukce proeminentniho
konce 3’ se provede v ptitomnosti DNA-polymerazy fagu T4 (Biolabs) pouzité podle doporugeni
vyrobce. Destrukce proeminentniho konce 5’ se provede zpracovanim za pouZiti nukleazy S1.

Mutageneze provedenti in vitro syntetickymi oligodeoxynukleotidy mize byt provedena metodou
vyvinutou Taylor-em a kol. /Nucleic Acids Res. 13 (1985) 8749-8764/ za pouZiti soupravy
distribuované firmou Amersham.

Enzymatickd amplifikace fragmentd DNA technikou nazvanou PCR /Polymerase—catalyzed
Chain Reaction, Saiki R. K. a kol., Science 230 (1985) 1350—1354; Mullis K. B. a Faloona F. A.,
Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350/ mtze byt provedena za pouziti ¢inidla oznadeného jako
»DNA thermal cycler” (Perkin Elmer Cetus) podle Gidaji vyrobce.

Ovéfeni nukleotidovych sekvenci miZe byt provedeno metodou vyvinutou Sanger—em a kol.
/Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467/ za pouziti soupravy distribuované firmou
Amersham.

El Infekce lidskych bunék adenoviry psiho ptivodu

Tento priklad demonstruje schopnost adenovirt zvifeciho (psiho) plivodu infikovat lidské buriky.
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El.1  Pouzité buné¢né fady
V tomto ptikladu byly pouzity nasledujici bunéné fady:

— fada z ledviny lidského embrya 293 (Graham a kol., J. Gen. Virol. 36 (1977)59); tato bunéna
fada obsahuje zejména integrované ve svém genomu levou ¢ast genomu lidského adenoviru
AdS (12 %),

— lidsk4 bun&¢na fada KB: tato buné¢na fada pochazi z lidského epidermického karcinomu a je
dostupna ve sbirce kultur ATCC (ref. CCL17), stejné jako podminky umoZiiujici jeji
kultivaci,

~ lidska bunéfna fada Hela: tato bunétna fada pochézi z lidského epitelidlniho karcinomu a je
dostupna ve sbirce kultur ATCC (ref. CCL2), stejné jako podminky umoziiujici jeji kultivaci,

— psi bunéfna fada MDCK.: podminky kultivace této bunééné fady MDCK byly zejména
popsané Macatney—em a kol. v Science 44 (1988)9.

E1.2 Infekce

Vy3e uvedené bunétné fady byly infikovany virem CAV2 (kmen Manhattan). Za tim 0delem
byly tyto buiiky (asi 10’/miska) inkubovany po dobu jedné hodiny pfi teploté 37 °C v pfitomnosti
10 pfu viru/burika. Potom bylo pfidano 5 ml kultivadniho prosttedi a v kultivaci se pokraduje pfi
teplot€¢ 37°C po dobu asi 48 hodin. Po této dobé byla analyzovana DNA pfitomna
v infikovanych buiikach v episomni formé. Ziskané vysledky ukazuji, Ze viechny buné&né rady
maji ve svych jadrech DNA adenoviru CAV2, coz dokazuje jejich infikovatelnost psimi
adenoviry.

E2 Absence propagace adenoviril psiho pivodu v lidskych buiikdch

Tento piiklad demonstruje skutecnost, ze i kdyZ jsou psi adenoviry schopné infikovat lidské
buriky, nedochézi k jejich propagaci v téchto lidskych burikéach.

Po infekci bun€k podle prikladu 1 bylo sledovano mnozstvi DNA adenoviru CAV2 v zavislosti
na Case podle nasledujiciho protokolu: Episomni DNA ptitomna v buitkach se izoluje technikou
popsanou Hlrt-em a kol. (J. Virol. 45 (1983)91), pfi¢emz mnoZstvi DNA bylo stanoveno
porovnanim se Skélou etaloni. Ziskané vysledky ukazuji, Zze se mnozstvi virové DNA v buiikach
KB a 293 nezvét3uje, coz dokazuje uplnou absenci replikace adenoviru CAV2 v téchto burikach.
V buiikaich MDCK a Hela dochazi k mirnému zvétseni mnozstvi virové DNA adenoviru CAV2.
Nicméné stanoveni tvorby virovych ¢astic ukazuje, Zze k Zadné propagaci adenoviru CAV2
nedochazi v buné¢nych fadach 293, KB a Hela, pfi¢emz k této propagaci dochazi vyluéné v psi
bunééné fadé MDCK. Uvedend propagace byla stanovena sbérem infikovanych bunék,
uvolnénim piipadnych virl zmraZenim a rozmraZenim a infikovinim bunék MDCK takto
ziskanym supernatantem za vySe popsanych podminek. Po 48 hodinach kultivace dokazuje
nepfitomnost virové DNA v takto infikovanych burikach, Ze v lidskych buiikach nedoslo k Zzadné
virové propagaci.

Uvedené vysledky jednoznaéné dokazuji, Zze psi adenoviry jsou neschopné propagace v lidskych
buiikach.

E3 Prokazani absence trans—komplementace psich adenovirid lidskymi adenoviry

Tento priklad prokazuje, Ze absence propagace psich adenovirt v lidskych buiikach neni trans—
komplementovéna pfitomnosti lidskych adenovirt.
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Buriky lidskych bunéénych fad 293, KB a Hela a psi bunééné fady MDCK byly ko—infikovany
adenovirem CAV?2 a lidskym adenovirem AdS5. Pfitomnost virové DNA (psi a lidské) v burikach
byla stanovena stejn& jako v prikladu El a v zavislosti na ¢ase bylo sledovano mnozstvi DNA
auvedena propagace. Ziskané vysledky ukazuji, Ze v buitkich KB a 293 se mnozZstvi DNA
adenoviru CAV2 v pribéhu €asu nezvétsuje, coz dokazuje, ze pritomnost lidského adenoviru
Ad5 neindikuje trans—komplementaci replikaci adenoviru CAV2 v téchto burikach. Nepfitomnost
virové DNA v buiikich MDCK infikovanych pfipadnymi viry pochazejicimi z bunék KB,
293 a Hela dokazuje stejnym zplsobem, ze v lidskych bunéénych fadach nedochazi k zadné
propagaci adenoviru CAV2 a to dokonce ani v pfitomnosti lidského adenoviru.

E4 Konstrukce banky genomové DNA adenoviru CAV2

Z restrikénich fragmentl genomu adenoviru CAV2 byla vytvorena banka plazmidi. Tato banka
byla ziskana digesci adenoviru CAV2 enzymy Smal a Pstl a klonovanim fragmentd Smal: A, B,
C,D,E,F,1aJaPstl: A,B,C,D,E, F, G, H (obr. 1) do vektoru pGem3Zf+ (Promega). Plazmid
nesouci fragment Smal C se potom podrobi ko—transfekci v buitkdich MDCK s plazmidem
pUC4KIXX (Pharmacia) nesoucim gen resistence proti neomycinu za vzniku fady MDCK, ktera
konstituéné exprimuje geny E1A a E1B adenoviru CAV2. Tato fada umoziuje konstrukci
rekombinantnich vird s delecemi v téchto oblastech (viz E5.2).

E5 Konstrukce psiho rekombinantniho adenoviru nesouciho gen interleukinu—2 pod kontrolou
promotoru MLP adenoviru Ad2

Byly vypracovany dvé strategie konstrukce psich rekombinantnich adenovirii nesoucich gen
interleukinu-2 pod kontrolou promotoru MLP adenoviru Ad2 lidského piivodu.

E5.1 Prvni ztéchto strategii spoCivd v inzerci poZadované sekvence heterologni DNA
(promotor MLP — gen interleukinu-2) mezi oblast E4 a pravou oblast ITR celého genomu
adenoviru CAV2 v Grovni restrikéniho mista Smal. Konstrukce takového rekombinantu se
provadi bud’ ligaci, nebo rekombinaci in vivo mezi plazmidem nesoucim poZadovanou
heterologni sekvenci DNA a genomem adenoviru CAV2. Plazmidy pouzité pro ziskani
rekombinantnich adenovirti nesoucich gen interleukinu—2 pod kontrolou promotoru MLP se
konstruuji nasledujicim zptisobem (obr. 2):

— prvni plazmid majici oznaCeni pl se ziska klonovanim fragmentu Sall B adenoviru CAV2
(obr. 1) obsahujiciho zejména pravou oblast ITR, misto Smal a gen E4 v plazmidu pGem3Zf+
(promega), pficemz misto Smal se vyluéné€ nachazi na plazmidu pl,

~ v urovni mista Smal plazmidu p1 se zavede heterologni sekvence DNA (promotor MLP-gen
interleukinu—2) za vzniku plazmidu p2 a

— fragment Pst—I-Sall obsazeny ve fragmentu Pstl D genomové banky a nesouci ¢ast genu E3 se
potom klonuje v odpovidajicim misté v plazmidu p2 za vzniku plazmidu p3 (obr. 2).

Takto ziskané plazmidy se pouziji pro pfipravu rekombinantnich adenovirui podle nésledujicich
dvou protokoli (viz obr. 3):

a) ligace in vitro plazmidu p2 digerovaného ptisobenim Sall ve fragmentu Sall A adenoviru
CAV?2 a transfekce liga¢niho produktu v butikaich MDCK (obr. 3a),

b) rekombinace mezi plazmidem p3 a fragmentem Sall A adenoviru CAV2 po kotransfekci
v burikich MDCK (obr. 3b). Ziskané rekombinantni adenoviry se potom izoluji a amplifi-
kuji o sobé znamymi technikami.
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Tyto manipulace umoZzituji konstrukci psich rekombinantnich adenovirG nesoucich gen
interleukinu—2 a pouZitelnych pro pfenos tohoto terapeutického genu u €lovéka (obr. 3).

E5.2 Druha vypracovana strategie spo¢iva v pouziti bun&éné fady MDCK, ktera konstitu¢né
exprimuje geny E1A a E1B adenoviru CAV2 (viz pfiklad E4). Tato bunétnéa fada umoziuje
trans—komplementovat psi adenoviry s deleci v téchto oblastech a takto konstruovat rekombi-
nantni viry, ve kterych je heterologni sekvence DNA substituovéana v oblasti E1. Za tim G¢elem
se konstruuje plazmid obsahujici levy konec (sekvence ITR a enkapsidagni sekvence) genomu
adenoviru CAV2 a heterologni sekvence DNA. Tento plazmid se podrobi ko-transfekci ve vyse
uvedenych buiikich MDCK v pfitomnosti genomu adenoviru CAV2 s deleci jeho vlastniho
levého konce. Produkované rekombinantni psi adenoviry se izoluji, ptipadné amplifikuji
a konzervuji s ohledem na nasledné pouziti v huméannim lékafstvi.

PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantni adenovir nelidského zviteciho plivodu schopny infikovat lidské buiiky,
neschopny replikace v lidskych burikich a obsahujici alespoii jeden inzerovany terapeuticky gen
kédujici terapeuticky proteinovy produkt, pficemz terapeutickym genem je antimediatorovy gen
nebo antimediatorova sekvence.

2. Rekombinantni adenovir podle naroku 1, obsahujici rovnéz promotorové sekvence umoziu-
jici expresi inzerovaného terapeutického genu nebo inzerovanych terapeutickych genii.

3. Rekombinantni adenovir podle naroku 1 nebo 2, obsahujici rovnéz signalni sekvence umoz-
finjici indukovat sekreci produktu exprese terapeutického genu.

4. Rekombinantni adenovir podle narokt 1 az 3, zvoleny z mnoZiny zahrnujici psi, hovézi,
mys$i, ovéi, praseci, ptaci a opici adenoviry.

5. Rekombinantni adenovir podle niroku 4, tvofeny psim adenovirem, vyhodné zvolenym
z mnoziny zahmujici kmeny adenoviru CAV2.

6. Rekombinantni adenovir podle nékterého znarokd 1 az 5, zbaveny alespori sekvenci
nezbytnych pro replikaci, zejména oblasti E1A a E1B.

7. Rekombinantni adenovir podle naroku 6 obsahujici oblasti jiného zviteciho nebo lidského
adenoviru, znemozivujici produkci neZadoucich virovych proteini u ¢lovéka nebo umoziiujici
inzerci heterolognich sekvenci DNA, jejichZ pfenos nebo/a exprese je u &loveéka zadouci, nebo/a
inzerci stanovenych oblasti genomu jiného zvifeciho nebo lidského adenoviru.

8. Farmaceuticky pfipravek, vyznacéeny tim, Ze obsahuje alespoii jeden rekombinant-
ni adenovir podle nékterého z naroku 1 az 7.

9. Pouziti rekombinantniho adenoviru podle nékterého z narokd 1 az 7 pro pfipravu farma-
ceutického piipravku uréeného k terapeutickému nebo/a chirurgickému osetfeni lidského téla.

10. Pouziti rekombinantniho adenoviru podle nékterého z narokd 1 az 7 pro pfipravu farma-
ceutického pfipravku uréeného pro pienos terapeutickych gend u ¢lovéka.
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11. Pouziti rekombinantniho adenoviru podle nékterého z narokd 1 aZz 7 pro pfipravu lidské
vakciny.

5 vykresti

-10-
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