HU 224 713 B1

19) HU

MAGYAR KOZTARSASAG
Magyar Szabadalmi Hivatal

H U 0 0 0 2 2 4 7 1 3 8B 1

(11) Lajstromszam: 224 713 (13) B1

SZABADALMI LEIRAS

(21) A bejelentés ligyszama: P 00 01762
(22) A bejelentés napja: 1997. 11. 18.

(40) A k6zzététel napja: 2000. 09. 28.
(45) A megadas meghirdetésének datuma a Szabadalmi
Kézldny és Védjegyértesitdben: 2006. 01. 30.

(51) Int. Cl: C12N 15/86
C12N 7/01

(2006.01.)
(2006.01.)

(86) A nemzetkézi (PCT) bejelentési szam:
PCT/FR 97/02073
(87) A nemzetkdzi kozzétételi szam: WO 9822607

(30) Eisdbbségi adatok:
96/14278 1996. 11.22. FR

(72) Feltalalok:
Leblois-Prehaud, Hélene, Guyancourt (FR);
Perricaudet, Michel, Ecrosnes (FR);
Vigne, Emmanuelle, Ivry/Seine (FR);
Yeh, Patrice, Parizs (FR)

(73) Jogosult:
CENTELION, Vitry sur Seine (FR)

(74) Képvisel6:
dr. Lang Tivadarné, S. B. G. & K. Szabadalmi
Ugyvivéi Iroda, Budapest

(54) Eljaras rekombinans virusok el6allitasara

(57) Kivonat

A talalmany targya eljaras hianyos rekombinans viru-
sok elballitdsara, amely abban all, hogy kompetens
sejtpopulacidoba bevezetnek egy hidnyos rekombi-
nans virusgenomot és egy bakulovirust, amely a hia-
nyos rekombindns virusgenom transzkomplementa-
lasahoz sziikséges funkciok 0sszességét vagy azok

A leiras terjedelme 22 oldal (ezen beliil 5 lap abra)

egy részét hordozza, a funkcidk masik részét egy
vagy tébb masik bakulovirus és/vagy a kompetens
sejt szolgaltatja.

A taldlméany szerinti virustermeld eljaras és rend-
szer szamos elénnyel rendelkezik ipari alkalmazhatd-
sag tekintetében.
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A taldlmany targya eljaras rekombinans virusok el&alli-
tasara. A talalmany targyat képezik ezenkivil még az
eljaras megvalésitasahoz alkalmazott szerkezetek, a
termelbsejtek és az igy termelt virusok. A virusok gé-
nek in vitro, ex vivo vagy in vivo klénozasara és/vagy
expresszibjara szolgalé vektorokként alkalmazhaték.

Viruseredetii vektorokat széles kérben alkalmaz-
nak gének in vitro (rekombinans fehérjék termelésé-
hez, szlirbtesztek megvaldsitasara, gének szabalyo-
zasanak vizsgalatara stb.), ex vivo, vagy in vivo (allat-
modellek elballitasara vagy terapias megkdzelitések-
ben) klonozasahoz, atviteléhez és expresszidjahoz.
Ezek koziil a virusok koéziil kiildndsen az adenoviruso-
kat, az adenoasszocialt virusokat (AAV), a retroviruso-
kat, a herpeszvirusokat vagy a vakciniavirust emlithet-
jik meg.

Az Adenoviridae csalad eml&soknél és madaraknal
igen elterjedt, és lipidtartalma burokkal nem rendelke-
z0, kétszali DNS-virusok tobb szaz kiilénb6z6 szeroti-
pusat foglalia magaban, melyek szimmetrikus ikoza-
éderes kapsziddal rendelkeznek [Horwitz, in: Fields
BN, Knipe DM, Howley PM, ed. Virology, third edition
ed. Philadelphia: Raven Publisher, 2149-2171 (1996)].
Artalmatlansagukon tdl az adenovirusok igen széles
kor(i sejtes tropizmussal rendelkeznek. A retrovirusok-
kal ellentétben, melyek ciklusa a sejtosztéddastal fiigg,
az adenovirusok képesek mind aktiv, osztédasban
lévé, mind nyugalmi allapotban 1évé sejteket fertézni,
és genomjuk episzomalis formaban fennmarad. Ezen-
fellil magas titerrel termelhetdk (107 pfu/ml). Ezek a
Iényeges tulajdonsagok elényds vektorra teszik az
adenovirusokat heteroldg gének klénozasahoz és exp-
resszalasahoz. A jelenleg alkalmazott vektorok a C ti-
pusu adenovirusokbél, tobbek kozott a 2 és 5 tipusu
adenovirusokbdl, valamint a CAV-2 tipusu kutyaade-
novirusokbol szarmaznak, melyek molekularis biolo-
giaja a legjobban ismert.

Az adenovirusok 36 kb linerais genommal rendel-
keznek, amely mindkét végén 103 bp inverz ismétiédd
szekvencidval (ITR) végz6dik, és tartalmaz egy replika-
cios origot, valamint a bal ITR mellett elhelyezkedd
kapszidképzbdési szignalt [Shenk, Adenoviridae: The
Viruses and Their Replication. In: Fields BN, Knipe
DM, Howley PM, ed. Virology, Philadelphia: Raven
Publisher, 2111-2148 (1996)]. A virus ciklusa soran a
gének harom csaladja fejezédik ki:

— A kozvetlen korai gének (E1, E2, E3 és E4), me-
lyek a sejtgének szabalyozasaban vesznek részt,
tobbek kozott lehetévé teszik, hogy a sejt S fazis-
ba kerdljon (E1A), és meggatoljdk az apoptdzist
(E1B). Részt vesznek a korai vagy kés6i virusgé-
nek szabdlyozésaban is transzkripcids, splicing
szinten, vagy a messzendzser RNS transzportja
szintién (E1A, E2A, E4). Szerepet jatszanak a
replikaciéban és az immunvalasz elkerilésében
is.

— A késleltetett korai gének (pIX és 1Va2) a késbi
gének transzkripcidjanak szabalyozasaval (IVa2)
vagy a virion Osszeallitasaval (plX) kapcsolato-
sak.
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— A kés6i gének (L1-L5) egy er6s promoterbdl
(MLP) irdédnak at. Egy 28 kb elsédleges transzk-
riptum lehet6vé teszi a virusrészecskék osszealli-
tasaban és érési folyamataban részt vevé kilén-
b6z6 szerkezeti (core, penton, hexon) és nem
szerkezeti fehérjéknek megfeleld transzkriptumok
kialakitasat alternativ splicinggal, és az 5 poliade-
nilaciés hely alkalmazasaval.

Adenovirusvektorokat alkalmaztak in vitro gének
klénozasahoz és expresszalasahoz [Gluzman et al.,
Cold Spring Harbor, New York, 11 724, 187), transz-
gén allatok kialakitasara (WO 95/22616], ex vivo gének
atvitelére sejtekbe [WO 95/14785, WO 95/06120] vagy
in vivo gének atvitelére sejtekbe [lasd tébbek kdz6tt
WO 93/19191, WO 94/24297, WO 94/08026}.

Ami az adenoasszociélt virusokat (AAV) illeti, vi-
szonylag kisméretil DNS-virusokrél van sz, melyek a
fert6zott sejt genomjaba stabil és viszonylag helyspeci-
fikus médon beéplilnek. Sejtek széles spektrumat ké-
pesek fertézni anélkiil, hogy a sejtek ndvekedésére,
morfologidjara vagy differencidlédasara hatassal len-
nének. Masrészt Ggy tiinik, nem vesznek részt emberi
betegségek kialakitdsaban. Az AAV-k genomjat kio-
noztak, szekvenaltak és jellemezték. Ez korilbelil
4700 bazist tartalmaz, és mindkét végén egy koriilbeill
145 bazisos inverz ismétléds terlilet (ITR) talalhato,
amely a virus replikacios origdjaként szolgal. A genom
fennmaradé része két alapvetd teriiletre oszthatd, me-
lyek a részecskeképzodésért felelés funkcidkat hordoz-
zak: a genom bal része, amely a virusreplikaciéban és
a virdlis gének expresszidjaban szerepet jatszé rep
gént tartalmazza, és a genom jobb része, amely a vi-
rus-kapszidfehérjéket kédold cap gént tartalmazza.

Az AAV-eredetii vektorok alkalmazasat gének in
vitro és in vivo atvitelére az irodalomban mar leirtak
[lasd tobbek kézott WO 91/18088, WO 93/09239, US
4797 368, US 5 139 941, EP 488 528].

Ami a retrovirusokat illeti, ezek integrativ, szelekti-
ven az osztddo sejteket fert6z6 virusok. Ezek tehat pél-
daul a rakos vagy resztenodzisos alkalmazasokhoz
megfelelé vektorok. A retrovirusok genomja alapvetéen
két LTR-t, egy részecskeképzddésért felelés szekven-
ciat és harom kddoldteriiletet (gag, pol, env) tartalmaz.
Rekombinans vektorok kialakitasat és in vitro vagy in
vivo alkalmazasukat az irodalomban széles korben le-
irtak [lasd tobbek kozott Breakfield et al., New Biologist
3, 203 (1991), EP 453 242, EP 178 220, Bernstein et
al., Genet. Eng. 7, 235 (1985), McCormick, BioTechno-
logy 3, 689 (1985) stb.].

Rekombinans vektorként valé alkalmazasukhoz
szamos viruseredetli konstrukciot eldallitottak, melyek
kiilonb6z6 kivant géneket tartalmaztak. Ezekben a
konstrukciokban a virusgenomot Ggy moédositottak,
hogy a virust képtelenné tegyék a fert6zott sejtben tér-
ténd autondm replikaciora. igy az irodalomban ismerte-
tett konstrukcidk olyan virusok, melyekbdl genomjuk bi-
zonyos, a replikaciohoz elengedhetetien teriilete hiany-
zik. Részletesen az adenovirusokrdl szolva az els6 ge-
neracids konstrukcidk deléciét tartalmaznak az E1 ré-
giéban, amely a virusreplikacidhoz sziikséges, és erre
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a terliletre épitették be a heterolég DNS-szekvenciakat
[Levrero et al., Gene 107, 195 (1991); Gosh—Choudhu-
ry et al., Gene 50, 161 (1986)]. Masrészt a vektorok tu-
lajdonsagainak javitasara azt javasoltak, hogy az ade-
novirusok genomjaban mas delécidkat vagy maddosita-
sokat is végezzenek. igy a ts125 mutansba bevezettek
egy hémérséklet-érzékeny pontmutaciot, amely leheté-
vé teszi, hogy az E2 teriileten kédolt 72 kD DNS-k6ts
fehérjét (DBP) inaktivaljak [Van der Vliet et al. (1975)].
Mas vektorok egy masik, a replikacidhoz vagy a virus
terjedéséhez elengedhetetlen teriileten, az E4 régid-
ban tartalmaznak deléciot. Azok az adenovirusvekto-
rok, melyekben az E1 és E4 régio deletalt, nagymér-
tékben lecsdkkent transzkripcids alapzajjal és a viralis
gének expresszidjanak alacsony szintjével rendelkez-
nek. llyen vektorokat irnak le példaul a WO 94/28152,
WO 95/02697, WO 96/22378 szamon kozzétett beje-
lentésekben. Masrészt leirtak olyan vektorokat is, me-
lyek a IVa2 gén teriiletén tartalmaznak egy moédositast
[WO 96/10088]. Ezenkivll leirtak az Gigynevezett ,mini-
malis adenovirusokat” vagy ,pszeudoadenovirusokat”
(vagy masként AdA) [WO 94/12649, WO 94/28152,
WO 95/02697], melyek csak a virusok termelédéséhez
cisz-helyzetben szilkséges terlileteket (ITR és részecs-
keképzddésért felelés szekvenciak) tartalmazzak, és
hianyzik belélik minden kddolészekvencia, bar ezek
termelése igen nehéz, amint a kévetkezékben megma-
gyarazzuk.

Az AAV-krél beszélve a leirt vektorokbol altalaban
hianyoznak a Rep és Cap kddolorégiok, melyek a ki-
vant nukleinsavval vannak helyettesitve.

A retroviruseredetl rekombinans vektorokban a
gag, pol és env gének altalaban deletaltak, részben
vagy egészben, és azokat egy kivant heterolég nuk-
leinsavszekvencia helyettesiti. Masrészt a rekombi-
nans retrovirusok tartalmazhatnak mddositadsokat az
LTR-ek teriiletén a transzkripcidés aktivitds megsziinte-
tésére, valamint meghosszabbitott részecskeképzddé-
sért felelés szekvencidkat, melyek a gag gén egy ré-
szét is tartalmazzak [Bender et al., J. Virol. 61, 1639
(1987)].

Replikaciodefektiv tulajdonsagukat figyelembe
véve a kiilénb6z8 rekombinans virusok termelése ma-
gaban foglalja a genombdl deletalt funkciék transz-
komplementalasat. A transzkomplementacié pontosan
a f6 nehézségek kiinduldpontja az ilyen virusok terme-
lése esetében, tobbek kozott a transzkomplementald
funkciok biztositasa.

Ebben a tekintetben két megkézelitést fejlesztettek
ki. Az elsé transzkomplementald sejtvonalak kialakita-
san alapul, melyeket részecskeképzé sejtvonalaknak
neveznek. A masodik helper adenovirusok vagy helper
plazmidok alkalmazasan alapul.

Kiildnbdz6 részecskekeépzbdésért felelds sejtvona-
lakat alakitottak ki hidnyos virusok szamara. Ezek a
sejtvonalak képesek a virdlis vektorbdl hianyzé funk-
ciokat biztositani. Altalaban az ilyen sejtvonalak ge-
nomjukba integralt modon tartalmazzak a virdlis ge-
nombd! deletalt teriiletet vagy teriileteket (E1, E2
és/lvagy E4 példaul adenovirus esetében, gag, pol
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és/vagy env retrovirus esetében, rep és/vagy cap AAV
esetében).

Az egyik hianyos adenovirusok termelésére ismert
sejtvonal példaul a 293 sejtvonal, amelyben az adeno-
virus genomjanak egy része van beépitve. Pontosab-
ban a 293 sejtvonal huméan embrionalis vesesejtvonal,
amely az 5 szerotipust adenovirus (Ad5) genomjanak
bal szélét (kériilbelil 11-12%) tartalmazza, amely rész
magaban foglalja a bal ITR-t, a részecskeképzddésért
felelés teriiletet, az E1a és E1b régidkat tartalmazé
E1 teriiletet, a pIX fehérjét kédold terlletet és a pl-
Va2 fehérjét kédold teriilet egy részét. Ez a sejtvonal
rekombinans adenovirusokat, azaz amelyekbdl az
E1 régié vagy annak egy része hianyzik, és képes ma-
gas titer( virussarzsokat termelni. A sejtvonal képes
permissziv hdmérsékleten (32 °C) tdbbek kdzott a hé-
meérséklet-érzékeny E2 mutaciét hordozé virussarzso-
kat termelni. Mds, az E1 régiét komplementalni képes
sejtvonalakat is leirtak, melyek tébbek kdzétt az
A549 human tiddkarcinéma-sejteken [WO 94/28152]
vagy human retinoblasztomasejteken alapulnak [Hum.
Gen. Ther., 215 (1996)]. Masrészt az adenovirus tobb
funkcidjat transzkomplementalni képes sejtvonalakat is
leirtak. Részletesen az E1 és E4 régidkat [Yeh et al., J.
Virol. 70, 559 (1996); Cancer Gen. Ther. 2, 322 (1995);
Krougliak et al., Hum. Gen. Ther. 6, 1575 (1995)], és
az E1 és E2 régidkat [WO 94/28152, WO 95/02697,
WO 95/27071] komplementalé sejtvonalakat emlithet-
juk meg.

Kiilénbozé sejtvonalakat irtak le hidnyos retroviru-
sok termelésére is, amelyek altalaban a gag, pol és
env gének kifejezésére képesek. llyen sejtvonalak pél-
daul a PA317 sejtvonal [US 4,861,719), a PsiCRIP sejt-
vonal [WO 90/02806], a GP+envAm-12 sejtvonal [WO
89/07150], a BOSC sejtvonal [WO 94/19478] stb. Egy
kivant nukleinsavat tartalmazé rekombinans retroviru-
sok elballitasahoz egy olyan plazmidot hozunk létre,
amely tobbek kozott az LTR-eket, a részecskeképz6-
désért felel6s szekvenciakat és az emlitett nukleinsa-
vat tartalmazza, majd ezt alkalmazzuk egy, a fentebb
leirt részecskeképzd sejtvonal transzfektalasara,
amely képes transz-helyzetben biztositani a plazmidbdl
hianyzé retroviralis funkciokat. A termelt rekombinans
retrovirusokat azutan a klasszikus moédszereket alkal-
mazva tisztitjuk.

Sejtvonalak alkalmazasa azonban bizonyos hatra-
nyokkal jarhat. igy nehéz, draga, és ipari méretekben
nehézségekbe (itkozik ilyen sejtvonalak kialakitasa és
értékelése. A sejtvonalaknak ugyanis stabilaknak és
ipari méretekben alkalmazhatéknak kell lenniiik. Ezen-
feliil a leirt sejtvonalak nehezen teszik lehetévé, hogy a
fert6z6 virusrészecskék (RCA) termelddését elkerdiljiik.
Masrészt a sejtvonalak nem teszik lehetévé napjaink-
ban, hogy az ipari felhasznalas szempontjabdl kielégité
modon transzkomplementaljuk a nagymértékben hia-
nyos virusok genomjat, amilyenek példaul a minimalis
adenovirusok, amelyekrél korabban beszéltiink. Az
adenovirus ugyanis killénb6z6 transzkripcios egysé-
gekbe szervezett genommal rendelkezik, melynek tér-
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beli és iddbeli szabalyozdsa nagyon Osszetett. Egy
Osszes viralis kédoléteriiletéts! megfosztott adenovirus
transzkomplementalasa olyan médon, hogy az minden
transzkripcids egységet elkiilonilten fejezzen ki, kons-
titutiv vagy feltételes médon egy sejtvonalbdl kiindulva
nem valosithaté meg kielégité modon napjainkig. igy
sejtvonalakbdl kiindulva csak a genomnak egy kis ré-
sze, amely az E1, E4, pIX régidknak és az E2 altal ké-
dolt harom fehérjének (pol, DBP és p-TP) felel meg, fe-
jez6dott ki konstitutiv médon. A genom fennmarado ré-
sze egy lényeges késdi transzkripciés egységnek
(MLTU) felel meg, amely egy 28 kb els6dleges transzk-
riptumbdl kiindulva szerkezeti és nem szerkezeti fehér-
jék 6sszes messzendzserét termeli, és a genom repli-
kacidja utan aktivalodik. Minimalis adenovirusok kiala-
kitdsahoz ezen terliletek transzkomplementalasa elen-
gedhetetlen. A sejtvonalak nem teszik lehetévé azt
sem, hogy magas titerrel kapjunk rekombinans retrovi-
rusokat.

A masik megkdzelités szerint a hidnyos virusge-
nommal egyltt kotranszfektalnak egy olyan szerkeze-
tet (plazmidot vagy adenovirust), amely a komplemen-
talo funkciokat hordozza. Részletesen hianyos rekom-
binans AAV-ket altalaban gy allitanak el6, hogy egy
human helpervirussal (példaul adenovirus) fert6zott
sejtvonalba kotranszfektalnak egy plazmidot, mely a ki-
vant nukleinsavszekvenciat tartalmazza az AAV két in-
verz ismétlédo teriilete (ITR) kbzott, és egy masik plaz-
middal, amely az AAV-t komplementald funkcidkat (rep
és cap gének) hordozza. Ennek valtozatait irték le a
WO 95/14771; WO 95/13365; WO 95/13392; és a WO
95/06743 szamon kozzétett bejelentésekben. Egy hel-
per adenovirus alkalmazasanak f& hatranya az, hogy
megndvekedik az adenovirusvektor és a helper adeno-
virus kdzotti rekombinacid veszélye, és hogy nehéz el-
vélasztani a helper rekombinansait a virussarzsok ter-
melése és tisztitasa soran. Helper plazmid, példaul egy
Rep/cap plazmid alkalmazasanak hatranya az, hogy a
kapott transzfekcids szint nem teszi lehetévé, hogy ma-
gas titerrel termeljik a virusokat.

A talalmany Uj virustermeld rendszereket ismertet,
melyek lehetévé teszik e hatranyok kikiiszobolését.
A taldlmany szerinti rendszer azon alapul, hogy a
komplementalé funkciok biztositdsahoz egy bakulovi-
rust alkalmazunk.

A talalmany szerinti termelérendszer kildnésen
elényds modon lehetové teszi, hogy a beallt komple-
mental6 sejtvonalak alkalmazasatél fliggetlenitsiik ma-
gunkat, elkeriiljik az RCA-k (fert6zé virusrészecskék)
problémajat, és nagymértékben hianyos genomokat
transzkomplementaljunk. Masrészt a talalmany szerinti
rendszer barmely, a kivant virussal és egy bakulovirus-
sal fert6zhetd sejt esetében alkaimazhatd, és igy nagy
alkalmazasi rugalmassaggal rendelkezik.

A taldlmany egyik targya tehat eljaras hianyos re-
kombinans virusok termelésére, amely szerint egy
kompetens sejtpopulacid sejtjeibe bevezetjik a hia-
nyos rekombinans virus genomjat és egy bakulovirust,
amely a hidnyos rekombinans genom transzkomple-
mentalasahoz szikséges funkcidk osszességét vagy
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azok egy részét hordozza, a funkciék masik részét egy
vagy tdbb bakulovirus és/vagy a kompetens sejt szol-
galtatja.

A talalmany szerinti eljaras tehat a komplementalo
funkciok biztositasara egy bakulovirust alkalmaz. Ki-
16nbdz6 megkozelitések lehetségesek. Elbszér is, al-
kalmazhatunk olyan kompetens sejteket, melyek nem
fejeznek ki a hianyos rekombinans genomot transz-
komplementald funkciét. Ebben az esetben vagy egy
olyan bakulovirust alkalmazunk, amely a hianyos re-
kombinans genom transzkomplementalasahoz sziiksé-
ges funkcidk 6sszességét hordozza, vagy tébb bakulo-
virust, melyek mindegyike hordoz a hianyos rekombi-
nans genom transzkomplementalasahoz sziikséges
egy vagy tobb funkciét. Az is lehetséges, hogy olyan
kompetens sejtpopulaciét alkalmazunk, amely képes
egy vagy tdbb, a rekombinans genombdl hianyzé funk-
cid transzkomplementalasara (részecskeképzé sejtvo-
nal). Ebben az esetben az alkalmazott bakulovirus
vagy bakulovirusok kizarélag azokat a hianyos rekom-
binans genom franszkomplementalasahoz sziikséges
funkciokat hordozzak, amelyeket a kompetens sejtek
nem transzkomplementainak.

Amint a korabbiakban jeleztik, a talalmany szerinti
rendszer szamos elénnyel rendelkezik az ipari alkal-
mazhatdsag tekintetében (nincs sziikség sejtvonalak-
ra, nincs RCA stb.) és az alkalmazhatésag tekinteté-
ben (barmely tipusu deléciét hordozé rekombinans vi-
rusok, tébbek kdzott nagymértékben hianyos adenovi-
rusok termelése). Ezenkivlil abban az esetben,
amennyiben a bakulovirus nem replikalédik human sej-
tekben, a kapott viruskészitményt nem szennyezi a ba-
kulovirus. Ezenfeliil mivel a bakulovirus filogenetikailag
nagyon tavol all az adenovirusoktdl, nem all fenn a ket-
t6 kozotti rekombinacio vagy transzkomplementacié
veszélye sem. A rendszer tehat lehetévé teszi, hogy
elényds mddon hianyos virusok koncentralt sarzsait
termeljik, melyekben nincs RCA. A rendszer kiléng-
sen elényds hianyos rekombinans adenovirusok ter-
melése esetén.

A bakulovirusok lipidburokkal rendelkezé kett6s
szalu cirkularis DNS-virusok, melyek gerinctelenekre
specifikusak. Prototipusuk, az AcCNPV genomja 133 kb.
Ezt a virust gyakran hasznaljak eukariéta gének kifeje-
zésére rovarsejtekben, két erés promoterbdl (polihed-
rin, Ph és P10) [King et Possee, The baculovirus exp-
ression system. London, Chapman & Hall (1992)]. Az
AcNPV képes egyes emldssejteket fertézni, de a ge-
nom nem irddik at, és nem is transzlatalédik. A kézel-
multban Hofmann és munkatarsai [PNAS 92, 10 099
(1995)] kimutattak, hogy in vitro hepatocita sejtek
transzdukalhatok tisztitott, a LacZ gént kifejezé rekom-
binans bakulovirussal. Nem mutattak ki sejtes toxici-
tast, még 1000-szeres fert6zési multipolicitassal sem,
és a cikkben leirt transzfekcios hatasfok 100 MOI ese-
tében korilbeliil 50%.

A bejelentésben kimutatjuk, hogy kiildnb6z6 sejtti-
pusok fertézhetdk rekombinans bakulovirussal. Rész-
letesen a bejelentésben kimutatjuk, hogy rekombinans
bakulovirussal lehetséges human eredetii sejteket fer-
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t6zni, amilyenek az immortalizalt embrionalis sejtek.
A bejelentésben azt is kimutatjuk, hogy igen magas
transzdukcids hatasfokot érhetiink el (>80%). A beje-
lentésben kimutatjuk azt is, hogy bevezethetiink egy
bakulovirusba egy adenovirust transzkomplementald
funkcidkat, és ezeket egy kompetens sejtpopulécicban
ki is fejezhetjiik. A bejelentés igy lehetévé teszi, hogy
kimutassuk, hogy a bakulovirus olyan inert vektor,
amely el6nydsen alkalmazhaté virusokat komplemen-
talo funkcidk atvitelére és kifejezésére emlés-, tobbek
kozott human sejtekben. A taldimany szerinti rendszer
mas elényei tobbek kdzétt (i) a nagy kidnozasi kapaci-
tas, amely lehetévé teszi, hogy egy teljes adenovirus-
genomot komplementaljunk, és (ii) a bakulovirust alkal-
mazd mddszerek el6rehaladott fejlettsége.

A virust komplementalo funkciokat hordozé bakulo-
virust a kévetkezkben helper bakulovirusnak is ne-
vezzilk. Ez kiilénb6z6 virust komplementalé funkcidkat
hordozhat.

igy a helper bakulovirus hordozhatja az adenovirus
E1 régiojat. Egy bakulo-E1-et els6 generaciés adenovi-
AE1) termelésére hasznalhatunk, barmilyen is azok
E3 régidja (azaz AdAE1,AE3 hianyos vagy nem). Az
elsé generdcios hidnyos rekombinans adenovirusok
(E1 és adott esetben E3 régidjukban hidnyos adenovi-
rusok) termelése a taldlmany szerinti eljaras egyik kii-
I6nésen el6nyds alkalmazasat képezi. Amint a korab-
biakban leirtuk, kiilénb6zd sejtvonalakat ismertet a
szakirodalom, amelyek képesek az E1 régiét transz-
komplementalni (293 sejtek, A549 sejtek, 911 sejtek
sth.). A sejtvonal genomjaba beépitett transzkomple-
mentald funkcidkat hordozé teriilet és a termeltetni ki-
vant rekombinans virus DNS-e koz6tt azonban létez-
nek homoldg terliletek. Ezért a termelés soran kiilén-
b6z6 rekombinaciés események fordulhatnak eld,
amelyek replikativ virusrészecskéket, tobbek kozott
E1+ tipusy adenovirusokat hoznak Iétre. Sz6 lehet egy
se kovet, vagy kettés rekombinaciordl. Ez a két utdbbi
tipusi mddosulds odavezet, hogy a sejtgenomban ta-
lalhaté E1 régid visszaéplil eredeti helyére az adenovi-
rusgenomban. Mésrészt figyelembe véve, hogy a
293 sejtvonal magas titerrel termel rekombinans vekto-
rokat (nagyobb, mint 1012), megné annak a valészinii-
sége, hogy ez a rekombinacios esemény bekdvetkezik.
Valéban, megallapitottak, hogy szamos elsé genera-
cios hianyos rekombinans adenovirusvektor-sarzs fer-
t6z6tt volt replikativ virusrészecskékkel, ami jelentds
hatrany lehet gydgyaszati felhasznalasuk szempontja-
bdl. liyen részecskék jeleniéte ugyanis terapias készit-
ményekben in vivo virusszaporodashoz és szabalyo-
zatlan szétterjedéshez vezetne, gyulladasos reakciok,
rekombindci6 stb. veszélyével. A szennyezett sarzso-
kat tehat nem lehet humanterapiaban felhasznalni.

A talalmany lehetdvé teszi, hogy ezt a hatranyt ki-
kiiszébaljik. A taldlmany egy megvalésitasi modja sze-
rint ugyanis az E1, és adott esetben E3 régiéjaban hia-
nyos rekombinans adenovirus genomjat kompetens
sejtekbe vezetjlik be, és ezeket a sejteket egyidejileg
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vagy nem egyidejiileg az E1 régiot tartalmazé bakulo-
virussal is fertézziik, ahol a bakulovirusban jelen 1évé
adenoviralis E1 régié és a hianyos rekombinans ade-
novirus nem tartalmaz olyan homoldg teriiletet (atfe-
dést), ahol rekombinacio térténhetne. igy tehat ebben a
megvalositasi modban gyorsan, beallt sejtvonalak nél-
kil termeltethetiink RCA-mentes elsé generacids re-
kombinans adenovirussarzsokat. Masrészt, amint a ko-
rabbiakban leirtuk, kompetens sejteknek egy bakulovi-
russal és az igy kialakitott RCA-mentes rekombinans
adenovirussarzsokkal térténé egyittes fertézése révén
ez utdbbiakat egy ujabb termelési folyamat kiindulasa-
ként is alkalmazhatjuk.

A helper bakulovirus hordozhatja az adenovirus
E2 régidjat vagy annak egy részét, tobbek kdzdtt az E2a
es/vagy E2b teriileteket is. Egy bakulo-E2-t alkalmazha-
tunk kompetens sejtekben E2 (AdAE2), és adott esetben
E3 régidjaban (AdAE2,AE3) hianyos adenovirusok ter-
meltetésére. Masrészt az adenovirus E1 régiéjat komp-
lementaini képes kompetens sejtekben a bakulo-E2 le-
het6vé teszi E1 és E2 (AJAE1,AE2), és adott esetben

adenovirusok termeltetését. Ezenfeliil az adenovirus
E1 és E4 terileteit komplementaini képes kompetens
sejtekben (példaul az IGPR2 sejtekben) a bakulo-E2 le-
hetévé teszi, hogy E1, E2 és E4 (AJAE1,AE2,AE4), és
adott esetben E3 (AdAE1,AE2,AE3,AE4) teriileteiben
hianyos rekombinans adenovirusokat termeljiink.

A helper bakulovirus hordozhatja az adenovirus
E4 régidjat is (egészében vagy részben). Egy baku-
lo-E4-et kompetens sejtekben E4 (AdAE4), és adott
esetben E3 (AdAE4,AE3) régidjaban hidanyos adenovi-
rusok termelésére alkalmazhatunk. Ezenkiviil az ade-
novirus E1 régidjat komplementalni képes kompetens
sejtekben a bakulo-E4 lehet6vé teszi, hogy E1 és E4
(ADAE1,AE4), és adott esetben E3 (AJAE1,AE4,AE3)
meljink.

A helper bakulovirus hordozhatja az adenovirus
E1 és E4 teriileteit is (egészében vagy részben). Egy
bakulo-E1,E4-et kompetens sejtekben E1 és E4 (Ad-
AE1,AE4), és adott esetben E3 (AJAE1,AE4,AE3) ré-
gidiban hianyos adenovirusok termelésére alkalmaz-
hatunk, amint azt az 1. abran bemutatjuk.

Ezenkivil E1 és E4 régidiban hianyos virusok kiala-
kitasara alkalmazhatunk két helper bakulovirust is, me-
lyek koziil az egyik az E1 funkcidt, a masik az E4 funk-
ciot fejezi ki részben vagy egészében.

Ugyanilyen médon a helper bakulovirus hordozhat-
ja az E1, E2 és E4 régidkat is (egészében vagy rész-
ben), és adott esetben a késdi géneket (L1-L5) tartal-
mazo terlileteket is.

A helper bakulovirus hordozhatja az AAV Rep
és/vagy Cap teriileteit is. Egy bakulo Rep/Cap lehetévé
teszi, hogy kompetens sejtvonalban komplementaljunk
egy olyan AAV genomot, amelyb&l minden viralis kédo-
16régid hianyzik (5. abra).

A bakulovirus hordozhatja egy retrovirus gag, pol
es/vagy env régidit is. Egy bakulo gag/pol/env lehetévé
teszi, hogy egy kompetens sejtvonalban komplemen-
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taljunk egy minden viralis kédolorégiétél mentes retro-
virusgenomot. Alkalmazhatunk egy, a gag/pol régiokat
hordozé, és egy masodik, az env régiét hordozé baku-
lovirust is.

Altalanos médon elnyds, ha a hidnyos rekombi-
nans virusgenom és a bakulovirusban jelen 1évé
komplementaloteriiletek nem tartalmaznak atfedése-
ket. Ez lehet6vé teszi, hogy a rekombindcié és az
RCA-k kialakuldsanak veszélyét elkerilljiik. Ez killoné-
sen jelentds elsé generacios adenovirusok (AJAE1) ki-
alakitasa esetében. Ebben az esetben a bakulovirus-
ba bevezetett E1 régiét ugy hatarozzuk meg, hogy ne
legyen a rekombinans genommal kézds szekvencigja.
Ehhez példaul a rekombinans genombél deletalhatunk
egy, a bakulovirusba beépitett komplementalérégional
nagyobb terilletet, amint a példakban bemutatjuk. Ez
AdAE1,AE4 adenovirusok kialakitasa esetében is el§-
nyos.

igy a talaimany egy megvaldsitasi médjaban a hia-
nyos rekombinans virusgenomot egy kompetens sejt-
be vezetjilk be, a sejteket egyidejiileg vagy elkiloniil-
ten egy bakulovirussal fert6zziik, amely a hianyos ge-
nom komplementélasahoz sziikséges funkciokat vagy
azok egy részeét hordozza, ahol a bakulovirusban jelen
lév8 komplementald funkciok és a hianyos rekombi-
nans virusgenom nem tartalmaz olyan homolég teriile-
teket, ahol rekombinacio térténhetne. Elénydsen a vi-
rusgenom egy E1 régidjaban hianyos rekombinans
adenovirus genomja, és a bakulovirus egy olyan ade-
noviralis teriiletet hordoz, amely képes transzkomple-
mentalni az E1 régidt. Egy masik valtozat szerint a vi-
rusgenom egy E1 és E4 régidiban hianyos rekombi-
nans adenovirus genomja, és a bakulovirus két olyan
adenoviralis teriiletet hordoz, amelyek képesek az em-
litett régidkat transzkomplementalni, vagy két olyan ba-
kulovirust alkalmazunk, amelyek kdziil az egyik az E1
régiot transzkomplementalni képes adenoviralis teriile-
tet hordoz, a masik az E4 régioét transzkomplementalni
kepes adenoviralis teriiletet hordoz, a hianyos adeno-
virus genomjaval homoldg teriiletek nélkiil.

Egy kiilénleges megvaldsitasi médban az adenovi-
rus kodoldrégidinak 6sszességét egy vagy tébb helper
bakulovirus hordozza. Egy kiilénleges megvalésitasi
moédban csak egy helper bakulovirust alkalmazunk,
amely az adenovirus kodoléteriileteinek 6sszességét
hordozza. llyen helper bakulovirust alkalmazhatunk
példaul minimalis rekombinans adenovirusok transz-
komplementalasara. Egy ilyen bakulovirus hordozhatja
tobbek kozétt az adenoviralis genom Osszességét, a
részecskeképzd tertilet, és adott esetben az ITR-ek ki-
vételével, amint a példakban bemutatjuk.

A komplementalo funkcibk kialakitasa

A helper bakulovirusba beépitett komplementalé
funkcidk kiildnb6zd szerotipusii virusokbdl szarmaz-
hatnak.

Adenovirusokrdl szélva kiilbnbdzs szerotipusok lé-
teznek, melyek szerkezete és tulajdonségai kissé elté-
réek, de genetikai szervezddésiik 6sszehasonlithato.
Reészletesebben a talaimany szerinti bakulovirusok ki-
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alakitasahoz alkalmazott komplementalé funkciok egy
human vagy éllati adenovirusbél szarmaznak.

Ami a human eredet(i adenovirusokat illeti, elénys-
sen a C csoportba tartozékat emlithetjiik meg. Még
elénydsebben a kiilonboz6 szerotipusti human adeno-
virusok kézil a talalmany keretein beliil elényben ré-
szesitjilk a 2 vagy 5 tipusu adenovirusok (Ad2 vagy
Adb) alkalmazasat. A 7 vagy a 12 tipust adenovirusok-
bol szarmazo teriileteket is alkalmazhatjuk, amelyek az
A és a B csoportokba tartoznak. A kiilénb6zé allati ere-
detli adenovirusok kozil a talalmany keretein bell
elényben részesitjllk a kutyaadenovirusokat, tébbek
kozott a CAV-2 adenovirus barmely térzsét (példaul
manhattan vagy A26/61 térzs, ATCC VR-800). Mas al-
lati eredetli adenovirusokat emlitenek tobbek kdzéit a
WO 94/26914 szamon kozzétett bejelentésben, melyet
referenciaként épitiink be.

A talalmany egy eldnyds megvalésitasi médjaban a
komplementald funkcié egy C csoportba tartozé human
adenovirus genomjabdl szarmazik. Még elényésebben
az Ad2 vagy az Ad5 adenovirus genomjabél szar-
mazik.

A kiilénbéz6 komplementald funkcidkat hordozé te-
rileteket egy adenovirusgenombdl a szakember sza-
mara ismert mddszerek szerint enzimatikus hasitassal
kaphatjuk meg. Ezeket a teriileteket adott esetben mé-
dosithatjuk is méretiik csokkentésére vagy bizonyos
szabalyozbelemek (promoter, enhancer stb.) heterolég
elemekkel torténd helyettesitésére. Altaldnos médon
ezeket a terilleteket a kdvetkezSk szerint allitjuk eld.
Egy adenovirus DNS-ét cézium-klorid-centrifugalassal
tisztitjuk, vagy in vitro egy prokaridta [WO 96/25506]
vagy eukaritta [WO 95/03400] plazmidbol kapjuk meg.
Ezutan a DNS-t a megfelelé restrikcids enzimekkel ha-
sitjuk, és a kapott fragmentumokat, melyek a kivant
komplementalo funkciokat hordozzak, azonositjuk és
szelektaljuk. Az alkalmazott restrikciés enzimek meg-
valasztasa fligg a kivant komplementélé funkcioktol,
és meghatdrozasukban segitségiinkre vannak az ade-
novirusgenomok publikalt szekvencidi és restrikciés
térképei. igy az E1 régiot izolalhatjuk egy olyan frag-
mentum formajaban, amely az E1A promoter alatt
mindkét E1A és E1B leolvasasi keretet hordozza. Az
E4 régiot izolalhatjuk egy olyan fragmentum formaja-
ban, amely a leolvasasi keretek 6sszességét hordoz-
za, vagy olyan fragmentum formajaban, amely csak
egy resziket hordozza, elényésen az ORF3 vagy
ORF6 vagy ORF6—-ORF6/7 kereteket.

Hasonl6 eljarasokat dolgoztunk ki az AAV és a re-
kombinans retrovirusok komplementaléteriileteinek
elallitasara is. igy az AAV rep és/vagy cap teriileteit
kiilénb6z6 szerotipusti AAV-kbé| izolalt viralis DNS-b&I
kindulva enzimatikus hasitassal kaphatjuk meg. El6-
nyésen az AAV-2-b6l indulunk ki. Retrovirusok eseté-
ben a gag, pol és/vagy env teriileteket szintén a mole-
kularis biologia klasszikus médszereivel kaphatjuk
meg, kilénbézd szerotipust retrovirusokbd! kiindulva,
amilyenek tobbek kézott a MoMuLV (,Murin Moloney
Leukemia Virus”, amelyet MoMLV-nek is jeléinek), az
MSV (,Murin Moloney Sarcoma Virus”), a HaSV (,Har-
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vey Sarcoma Virus”), az SNV (,Spleen Necrosis Vi-
rus”), az RSV (,Rous Sarcoma Virus") vagy a Friend-
virus.

A helper bakulovirus kialakitasa

A komplementaléteriileteket hordozé fragmentumo-
kat azutan egy plazmidvektorba szubklénozzuk, ami le-
hetbvé teszi kezelésiiket (finomabb emésztések, sza-
balyozoszekvenciak hozzdadasa stb.), példaul egy
prokariéta vagy eukariota szervezetben. A kapott vég-
s6 fragmentumot, amely a komplemental6é funkciét
vagy funkcidkat hordozza, ezutan a helper bakulovirus-
ba vezetjiik be, a molekularis biologia klasszikus mod-
szereit alkalmazva. Pontosabban a fragmentumot két,
a bakulovirus genomjanak egy teriiletével homoldg
szekvencia kdzé klénozzuk, majd a kapott framentu-
mot vagy plazmidot a bakulovirus genomjaval kot-
ranszfektaljuk rovarsejtekbe [klasszikusan Sf9 és Sf21,
amelyek Spodopterra frugipedra sejtek, de lehetnek
Tn368 és High-FiveTM BTI-TN-5B1—4 (Gibco), Tricho-
pulsiani sejtek, vagy barmely méas bakulovirusokra per-
missziv és azok termelésére alkalmas rovarsejt].
A plazmid vagy fragmentum és a bakulovirusgenom
k6zotti homolég rekombinacié alakitja ki a kivant re-
kombinans bakulovirust, amelyet a klasszikus médsze-
rek szerint gy(Gjthetlink Gssze és tisztithatunk [lasd tob-
bek kdzétt King et Possee: The baculovirus expression
system. London, Chapman & Hall (1992)]. Rekombi-
nans bakulovirusok kialakitasara kilonb6z6 ingazo
vektorokat tartalmazo kitek vannak forgalomban és al-
kalmazhatdk, a gyarték elbirasait kovetve. Tobbek ko-
z6tt alkalmazhatjuk a Clontech aital forgalmazott pBAC
ingazé vektorokat, a pAc vektorokat [Verne et al.,
Bio/Technology 6, 47 (1988), Phamingen, USA], a
pBLue-Bac vektorokat (Invitrogen) vagy a pBSV vekto-
rokat (Boehringer). A komplementalé funkcidkat igy a
bakulovirus kiilénb6z6é helyeire épithetjik be, tébbek
kozott a polihedringén vagy a p10 gén lokuszaba. Mas-
részt killénb6z6 bakulovirustorzseket alkalmazhatunk,
amilyenek tobbek kozott az ACNPV vagy Bombyx mori
[Maeda et al., Nature 375, 592 (1988)]. Masrészrél az
alkalmazott bakulovirust mddosithatjuk is tropizmusa
javitasara/megvaltoztatasara. Virdlis vektorok tropiz-
musat ugyanis modulalhatjuk azaltal, hogy fellleti fe-
hérjéiket megvaltoztatiuk abbdl a célbdl, hogy (i) csok-
kentsiik a tropizmust a viralis fehérjéket egy specifikus
ligandumhoz (immunglobulin kénnyii lanc, GastrinRe-
leasing-Peptid) fuzionaltatva, vagy (ii) megnoveljik azt,
egy heterolég virdlis glikoproteinnel képzett pszeudoti-
pusokat kialakitva [a vezikulas szajgyulladas, stomatit
vesicular virusanak (VSV) G-je] [Liu et al., J. Virol.
70(4), 2497 (1996); Michael et al., Gene Ther. 2, 660
(1995)]. A kbzelmultban kimutattak, hogy a bakulovirus
fellleti glikoproteinje (gp64) a VIH-virus gp120 fehérjé-
jével fuzionaltatva képes volt a CD4 receptoron kétédni
[Boublik et al., Bio/Technology 13, 1079 (1995)].
A gp64 ilyen mddositasa nem érinti a bakulovirus élet-
képességet rovarsejteken. Egy analég szerkezet a
VSV G-jével lehetbvé tehetné a bakulovirus tropizmu-
sanak javitasat emlssejtek iranyaban, és igy megno-
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velhetné Huh7 sejtek, valamint mas sejtvonalak transz-
dukcidjanak hatékonysagat.

A helper bakulovirusban a komplementalé funkcidk
elénydsen egy heteroldg (azaz a bakulovirustol eltérd
eredet(l) promoter iranyitasa ala vannak helyezve,
amely a kompetens sejtekben miikodéképes. Ugyanis
ugy tiinik, hogy a bakuloviruspromoterek nem teszik le-
hetévé, hogy a komplementalé funkciok megfeleld
mértéki expresszidjat érjlik el rovarsejtektdl eltérd sej-
tekben, és igy nem a legmegfelelébbek a taldlmany
szerinti alkalmazasok esetében. A promoter (homoldg
promoter) lehet a virust komplementalé funkcidk sajat
promotere (E1A, E4, E2, MLP promoterek adenovirus
esetében, P5 vagy P19 promoterek AAV esetében, az
RSV LTR-ének promotere stb.). De sz6 lehet barmely,
az alkalmazott kompetens sejtben miikd6képes eltérd
eredet(i promoterrél is. Ehhez példaul az ebben a sejt-
ben kifejez6dé gének promotereit, vagy az ismert alta-
lanos promotereket, példaul a PGK gén promoterét, a
CMV kodzvetlen korai promoterét, a herpeszvirus
TK-génjének promoterét vagy az RSV LTR promoterét
emlithetjik meg. Sz6 lehet szabalyozhatd promoterek-
rél is, amilyenek példaul az MMTV-virus promotere,
egy hormonokra reagalé promoter, példaul egy
GRES tipusu, vagy egy tetraciklinnel szabalyozhatd
promoter. Elénydsen egy homoldg, egy erés altalanos
vagy egy indukalhaté promoterrél van szo.

igy a taldlmany masik targya egy rekombinans ba-
kulovirus, amely genomjaba beépitett médon tartalmaz
egy virust komplementalé funkciét kédold nukleinsavat
egy heterolég promoter iranyitasa alatt. Részleteseb-
ben a komplementalé funkcié egy olyan fehérje, amely
az emlitett virus termelédéséhez szikséges, és amely-
nek kédoldrégidja inaktiv (mutans, deletalt stb.) a hia-
nyos virus genomjaban. Adenovirusok esetében a
komplementalé funkciét az adenovirus E1, E2, E4,
L1-L5, ptX és Va2 teriiletei altal kodolt funkciék mind-
egyike vagy egy része kozil valasztjuk, egymagaban
vagy kombinacidéban. AAV esetében a Rep és/vagy
Cap, retrovirusok esetében a gag, pol és/vagy env ré-
gidk altal kddolt funkcidkrol van szé. A nukleinsav eld-
nyfsen a viralis genom egy olyan teriiletének felel
meg, amely tartalmazza a valasztott komplementald
funkciot koédold teriiletet. Részletesen egy Ad2 vagy
Ad5 szerotipust adenovirus, MOMLV vagy AAV-2 ge-
nomjanak egy fragmentumardl van szd. Kilondsen eld-
nydsen a nukleinsav tartalmazza a valasztott komple-
mentald funkcidk expresszidjaért természetes médon
felelés promoterteriiletet is.

Példaképpen a talalmany targyat képezi egy baku-
lovirus, amely egy adenovirus E1 régidjat vagy annak
egy részét tartalmazza. Részletesebben egy olyan ba-
kulovirusrél van szé, amely az E1a, az E1b, vagy az
E1a és E1b terlileteket tartalmazza. Az adenovirus
E1 terllete az Ad5 104. nukelotidjatol (E1a promoter) a
4070. nukleotidjdig (E1b poliA) tart. Részletesen az
E1a promoter TATA boksza a 470. nukleotid teriiletén
helyezkedik el, az E1a ATG kodonja az 560. nukleotid
teriiletén, az E1b stopkodonja a 3511. nukleotid teriile-
tén. Példaképpen emlithetjiik azt a bakulovirust, amely
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a 391-3511. fragmentumot tartalmazza. Ez a helper
bakulovirus kilondsen alkalmas olyan E1 régidjaban
hianyos rekombinans adenovirusok termelésére, ame-
lyek a 391-3511. fragmentumnal nagyobb deléciét hor-
doznak. Tébbek kozott alkalmas elsé generacios ade-
novirusok termelésére, RCA nélkiil, amelyek E1 régio-
jukban a 383-3512. nukleotidokat magaban foglalé de-
léciét hordoznak.

Egy masik példa a taldlmany szerinti bakulovirusra
egy olyan bakulovirus, amely példaul az adenovirus
E1 és E4 teriileteit vagy azok egy részét tartalmazza.
Az adenovirus E4 teriilete 7 nyilt leolvasasi keretbdl all,
melyeket ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF3/4,
ORF6 és ORF6/7 jeldlnek. A kiilénboz6é ORF-ek altal
kédolt fehérjék kozill az ORF3 és az ORF®6 altal termel-
tek teszik lehet6vé a virus ,replikacidjat’, és igy egy
E4 régidjaban hianyos adenovirus transzkomplemen-
talasat, még akkor is, ha az egész E4 régié hianyzik.
Ezért a talalmany szerinti helper bakulovirus el6ny6sen
az egész E4 régidt tartalmazza, vagy annak csak egy
részét, amely legalabb az ORF3-at vagy az ORF6-ot
tartalmazza. Az E4 régié kulénbdzd részeit enzimati-
kus hasitasokkal vagy modositasokkal kaphatjuk meg
a szakember szamara ismert médszerek szerint. Rész-
letesen az ORF®6 leolvasasi keretet az E4 régidbdl egy
Bglll-Pvull fragmentum formajaban izolalhatjuk, ami a
34 115-33 126. nukleotidoknak felel meg, és az
ORF6-O0ORFG6/7 leolvasasi kereteket az E4 régiobol egy
Bglll-Bglll fragmentum formajaban izolalhatjuk, amely
az Ad5 34 115-32 490. nukleotidjainak felel meg.
A bakulovirus hordozhatja az ORF1-ORF7 leolvasasi
keretek Osszességét is (példaul egy 32 800-35 826.
vagy egy 32 811-35614. vagy egy 32 811-35 640.
fragmentum formajaban). Természetesen mas frag-
mentumokat is meghatarozhatunk az adenovirusgeno-
mok publikalt szekvencidi alapjan. Egy csbkkentett mé-
reti E4 régiét hordozo bakulovirus alkalmazasa el6-
nyos, mivel lehetévé teszi olyan hianyos adenovirusge-
nom transzkomplementalasat, amely az E4 régié na-
gyobb deléciéjat hordozza, és igy nincs homoldg teri-
lete, és ezaltal lehet6vé teszi, hogy a rekombinacié le-
hetbségét is elkeriiljik.

Az egyik megvaldsitasi mod szerint a komplementa-
16 funkciot vagy funkcidkat kddold nukleinsavat a helper
bakulovirusba egy expresszids kazetta formajaban ve-
zetjik be. Ezt a megvaldsitasi médot a legegyszeriibb
alkalmazni. Kiilbndsen a kozvetlen korai génekben hia-
nyos rekombinans adenovirusok, és hianyos rekombi-
nans retrovirusok és AAV-k termelésére alkalmas.

Egy masik megvaldsitasi méd szerint a komple-
mentald funkciot vagy funkcidkat kodold nukleinsavat a
helper bakulovirusba egy kivaghatoé kazetta formaja-
ban vezetjiik be, amely a kompetens sejtben egy repli-
kativ molekulat hoz létre. A kazetta replikacidja a sejt-
ben lehetévé teszi, hogy a komplementalégének kdpia-
szamat elényds médon megndveljlk, és igy javitsuk a
rendszer termelési szintjét. Ez a megvalositasi mod kii-
I6bndsen nagy mértékben, tobbek kozott struktirgénjei-
ben hidnyos rekombinans adenovirusok termelésére
alkalmas. Részletesen ez a megvalésitasi méd kiiléno-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

sen alkalmas minimalis adenovirusok termelésére.
A szerkezeti fehérjék mennyisége ugyanis korlatozo té-
nyezd nagymértékben hianyos (minimalis adenovirus
tipus() adenovirusok jelentds titerben térténé termelé-
se esetében. Ez a megval6sitasi mod elséként teszi le-
hetévé, hogy jelentdsen megndveljiik a transzkomple-
mentalo fehérjék, tdbbek kozott az adenovirus szerke-
zeti fehérjék (melyeket az L1-L5 teriiletek kédolnak)
intracellularis szintjét, egészen egy minimalis adenovi-
rus transzkomplementalasanak mértékéig.

igy a bejelentésben kimutatjuk, hogy szerkeszthe-
tink olyan rekombinans bakulovirusokat, amelyek egy
olyan heteroldg teruletet tartalmaznak, amely képes
egy sejtben kivagodni, elénydsen indukalhaté és sza-
balyozhato modon, és igy cirkularis és replikativ (epi-
szomalis tipus) molekulat kialakitani.

A kivagast elénydsen egy helyspecifikus rekombi-
naciés mechanizmussal valositjuk meg, a sejten belili
replikaciot pedig egy sejtosztddasi allapottdl fiiggetien
replikaciods origéval biztositjuk.

Elénydsebben a taldimany szerinti eljarasban alkal-
mazott helyspecifikus rekombinaciot két specifikus
szekvencia atjan kapjuk meg, melyek képesek egymas
kozétt rekombinalédni egy specifikus, altalaban rekom-
binaznak nevezett protein jelenlétében. Ezek a specifi-
kus szekvenciak megfelel6 orientaciéban elrendezve
kozrefogjak a bakulovirusban a komplementalé funk-
ciokat kodold szekvenciakat. Igy a taldlmany targya
egy olyan rekombinans bakulovirus is, amely genomja-
ba beépitett modon tartalmaz legaldbb egy DNS-terii-
letet, amelyet két helyspecifikus rekombinaciot leheté-
vé tevd, azonos orientaciéban elhelyezett szekvencia
fog kozre, ahol az emlitett DNS-teriilet legalabb egy, a
kompetens sejtekben miikédoképes replikacids origét
és egy virust komplementald funkciot kédolé nuklein-
savat tartalmaz.

A taldlmany keretein belll alkalmazott rekombina-
ciot lehetdvé tevd szekvencidk altalaban 5-100, el-
nydsebben kevesebb mint 50 bazispart tartalmaznak.
Kilonb6z6 szerkezeti osztalyokhoz tartozhatnak, tob-
bek kozott a P1 bakteriofag rekombinazok csaladjaba
vagy egy transzpozon reszolvaz csaladba.

Az 1 bakteriofag integrazainak csaladjaba tartozo
rekombinazok kdziil tébbek kdz6tt a lambda fag integ-
razat [Landy et al., Science 197, 1147 (1977)], a
P22 és F80 integrazat [Leong et al., J. Biol. Chem. 260,
4468 (1985)], a Haemophilus influenzae HP1 fag integ-
razat [Hauser et al., J. Biol. Chem. 267, 6859 (1992)], a
P1 fag Cre integrazat, a pSAM2 plazmid integrazat [EP
350 341] vagy a Saccharomyces cerevisiae 2 um plaz-
midjanak FLP rekombinazat emlithetjiik meg.

A Tn3 transzpozoncsaladba tartozé rekombinazok
kozll tobbek kézétt a Tn3 transzpozon vagy a gd,
Tn21 vagy Tn522 transzpozonok [Stark et al. (1992)]
reszolvazat, a mu bakteriofag Gin invertazat, vagy
plazmidok reszolvazat, példaul az RP4 par fragmentu-
mat [Abert et al., Mol. Microbiol. 72, 131 (1994)] emlit-
hetjiik meg.

Egy el6ny6s megvaldsitasi mdd szerint a talalmany
szerinti rekombinans bakulovirusban a helyspecifikus
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rekombinaciot lehetévé tevd szekvenciak egy bakterio-
fagbol szarmaznak. Elényésebben egy bakteriofag at-
tachement szekvenciairdl (attP és attB szekvenciak)
van sz6, vagy ezek szarmazékairdl. Ezek a szekven-
ciak képesek egymassal specifikusan rekombinalodni
egy integraznak nevezett rekombinaz jeleniétében.
Példaképpen emlithetjiik tobbek kdzétt a lambda, P22,
F80, P1, Haemophilus influenzae HP1 fagok, vagy a
pSAM2 vagy 2 um plazmidok attachement szekven-
ciait.

Még elénydsebben a helyspecifikus rekombinaciét
lehetévé tevd szekvenciakat a P1 fag rekombinacios
rendszere képviseli. A P1 fag egy Cre nevii rekombi-
nazzal rendelkezik, amely specifikusan felismer egy
34 bazisparos nukleotidszekvenciat, melyet loxP hely-
nek neveznek [Sternberg et al., J. Mol. Biol. 150, 467
(1981)]. Ez a szekvencia két 13 bp palindrom szekven-
ciabol all, melyeket egy 8 bp konzervativ szekvencia
valaszt el egymastol. A helyspecifikus rekombinaciot
elényésen a LoxP szekvencidkat vagy ezek szarmazé-
kait, és a Cre rekombinazt alkalmazva kapjuk meg.

A szarmazék szekvencia kifejezés magaban foglal-
ja a fentebbi rekombinacios szekvenciak médositasa-
val vagy moédositasaival kapott szekvenciakat, melyek
megorzik azt a tulajdonsagukat, hogy képesek a meg-
feleld rekombinaz jelenlétében specifikusan rekombi-
nalédni. igy szé lehet a szekvenciak lerdviditett, vagy
épp ellenkezdleg, mas szekvenciak (restrikcids helyek
stb.) hozzdadasaval meghosszabbitott fragmentumai-
rol. Sz6 lehet mutaciéval vagy mutacidkkal, tébbek ko-
z6tt pontmutacidval kapott valtozatokrdl is.

A talalmany egy kuldnleges megvalésitasi médja
szerint a helyspecifikus rekombinaciét lehetévé tevd
szekvenciak a P1 bakteriofag LoxP szekvenciai, a re-
kombindcié pedig a Cre fehérje jelenlétében jon létre.
Ebben a tekintetben a rekombinacié Ugy is iétrejdhet,
hogy a kompetens sejteket érintkezésbe hozzuk a Cre
rekombinazzal, vagy ugy, hogy a Cre rekombinazt ké-
dolé gént a kompetens sejtekben kifejezziik. EI6nyo-
sen a Cre rekombinazt a sejtben a megfeleld gén exp-
ressziéjanak indukalasaval alliiuk eld. igy a rekombi-
nazt kédold gént elénydsen egy indukalhaté promoter
iranyitasa ald helyezzilk, vagy szabdlyozhaté forma-
ban szerkesztjik meg. Ebben a tekintetben elény6sen
a Cre és a szteroidhormon- (6sztradiol, progeszteron
stb.) kot domén kozotti fuziot alkalmazunk, amely le-
hetévé teszi, hogy a Cre aktivitasat szabalyozzuk, és
igy a rekombinacids eseményt kivaltsuk [Metzger et al.,
PNAS 92, 6991 (1995)]. Altalanosabban a rekombinaz
expresszidjat szabalyozhatjuk barmely erés szabalyo-
zott vagy nem szabalyozott promoterrel. Az expresszi-
0s kazettat a kompetens sejtekbe transzfektathatjuk,
vagy a kompetens sejtek genomjaba épihetjilk be,
amint a példakban bemutatjuk.

A rendszer tehat lehetévé teszi, hogy olyan replika-
tiv molekulakat hozzunk létre, amelyek kompetens sej-
tekben magas szinten termelik a virust, tébbek koézott
az adenovirust komplementalé funkcidkat. Az ilyen ti-
pusu konstrukcid kiildndsen nagy mértékben hianyos
genomok, killbndsen a késéi génekben hianyos adeno-
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virusgenomok komplementalasara alkalmas. igy egy
taldlmany szerinti konstrukcid egy olyan bakulovirus,
amely genomjaba beépitett médon tartalmaz legalabb
egy DNS-terliletet, amelyet két azonos orientaciéban
elhelyezett LoxP szekvencia hatarol, ahol az emlitett
DNS-terulet legalabb egy, a kompetens sejtekben mi-
kédbképes replikacios origot és egy adenovirust komp-
lementalé funkciét kédolé nukleinsavat tartalmaz. EIS-
nyosen a komplementalo funkcidk az E1, E2 és E4 ré-
gidkban Iévé kdzvetlen korai géneket vagy azok egy
részét tartalmazzak. Még elényésebben a komplemen-
taloé funkciok a késleltetett korai géneket és a kézvetlen
korai géneket tartalmazzak. El6nydsen a komplemen-
talé funkcidk lehetévé teszik egy olyan adenovirus
komplementalasat, amelyb6l minden viralis kédold
funkcié hianyzik. Részletesen a komplementalé funk-
cidkat az adenovirusgenom Osszessége alkotja, az
ITR-ek és a részecskeképzddésért felelds teriilet kivé-
telével. Egy valtozat szerint a komplementalé funkcié-
kat egy teljes adenovirusgenom alkotja, amelybdl
azonban a részecskeképzédéseért felelds teriilet hiany-
zik (Ad.Psi-). Ez a genom tartalmazza az [TR-eket, me-
lyek kivagédas utan a genom replikaciéjaért felelések a
kompetens sejtekben.

Az episzomalis molekula replikacidjanak biztosita-
sara tartalmaz tehat az alkalmazott kompetens sejtek-
ben mikodSképes replikaciés origot. Ez a replikacios
origd elénydsen az adenovirus sajat ITR-szekvenciai-
bél all, melyek a molekula nagymértékii amplifikacidjat
teszik lehetévé. De szé lehet mas replikaciés origérol
is, amely elénydsen lehetévé teszi a kompetens sejt-
ben a virusgenom tébb mint 20-szoros amplifikalasat.
Példaképpen emlithetjik az EBV-virus Ori/EBNA1 ori-
sen az adenovirus ITR-szekvenciai elénydsek.

A taldlméany szerinti eljaras megvalésitasara a hel-
per bakulovirust vagy bakulovirusokat altalaban olyan
fert6zési multiplicitassal (MOI) alkalmazzuk, ami lehe-
tévé teszi, hogy sejtek nagy populdcidjat fertézziik
anélkil, hogy szignifikansan lecsékkenne a sejtek élet-
képessége. Ez altaldaban 10 és 1000 kozatti értéket je-
lent. A MOI a sejtenkénti virusrészecskék szamanak
felel meg. A MOI-t szakember kdnnyedén bedllithatja
az alkalmazott kompetens sejtek fliggvényében, alap-
vetden két kritérium alapjan: a fertézés hatékonysaga
és az esetleges toxicitas. Elénydsen a bakulovirus ese-
tében alkalmazott MOI 20 és 500 kdzotti.

A virusgenom indukalasa

Amint a korabbiakban leirtuk, a taldlmany szerinti
eljaras tartalmazza a helper bakulovirus és a rekombi-
nans virusgenom bevezetését kompetens sejtekbe.
Ebben a tekintetben a hianyos rekombinans adenovi-
rusgenomot kulonb6z6 mddokon vezethetjilk be a
kompetens sejtbe.

Elészor is szd lehet tisztitott hidnyos rekombinans
adenovirusrdl, amely elénydsen RCA-mentes. Ebben
az esetben a kompetens sejteket a hianyos rekombi-
nans adenovirussal és a helper bakulovirussal fertéz-
zlik. A rekombinans adenovirussal torténé fertzés le-
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hetbvé teszi, hogy a kompetens sejtbe a megfelels ge-
nomot vezessiik be, amely azutdn RCA-mentes, ma-
gas titerli virussarzsok termeléséhez amplifikalédik és
pakoldodik. Ez a megvaldsitasi mod kiiléndsen elsé ge-
neracios virusok (AJAE1,AdAE1,E3) kialakitasa eseté-
ben el6nyds. Ezeket a virusokat ugyanis nehéz magas
titerben termelni RCA-szennyezédés nélkil. A talal-
many szerinti eljaras szerint egy elsé generaciés hia-
nyos rekombinans adenovirusbdl kiindulva koncentralt,
megnodvekedett mindségli sarzsokat kaphatunk gy,
hogy egy kompetens sejtet az E1 régiét tartalmazé ba-
kulovirussal kotranszfektalunk. Ez a megvaldsitasi
méd genomjuk két vagy harom alapvetd teriiletében
(E1, E2, E4 tobbek kozott) hidnyos virusok termelése
esetében is elényds. Altalanosan ez a megvaldsitasi
maéd elényds, mivel az adenovirusfertézés hatékonysa-
ga nagyon magas (magasabb a DNS-transzfekcié ha-
tékonysaganal), és igy lehetévé teszi koncentralt sar-
zsok eléallitdsat. Ebben a megvalésitasi médban a re-
kombinans virust és a rekombinans bakulovirust olyan
fert6zési multiplicitassal (MOI) alkaimazzuk, amely le-
hetévé teszi, hogy nagy sejtpopulaciot fertézziink anél-
kul, hogy ez a sejtek életképességét jelentésen lecsok-
kentené. A bakulovirus esetében alkalmazott MOI azo-
nos a korabban emlitettel (10 és 1000 kdz6tti). Ami az
adenovirust illeti, a MOI elénydsen 1 és 1000, el6ny6-
sebben 1 és 500, még elénybsebben 1 és 100 kozotti.
Az adenovirus esetében alkalmazott MOI a valasztott
sejttipustd! fuggden is valtozhat. A megfelelé MOI-in-
tervallumot egy szakember kénnyen meghatarozhatja
példaul egy adenovirust és egy elkiilonult markergént
hordoz6 bakulovirust alkalmazva a fert6zési hatékony-
sag eés az esetleges kompeticido mérésére. Elénydsen
az adenovirus MOI 50-nél kisebb, példaul 1 és 20 ko-
z6tti. Egy masik kiléndsen elényds megvaldsitasi mod
szerint a hianyos rekombinans adenovirusgenomot
DNS formajaban vezetjiik be. Ebben az esetben a ge-
nomot transzfekcioval vezetjik be, adott esetben a
transzfekciét megkdnnyitdé szer jelenlétében (lipidek,
kalcium-foszfat stb.). Az igy bevezetett rekombinans
genomot in vitro kiildnbdz6 eljarasokkal allithatjuk eld,
részletesen E. coliban [WO 96/25506] vagy éleszt6ben
[WO 95/03400). Ez a megvaldsitasi méd kiléndsen
egy hianyos virus elsé, RCA-mentes sarzsanak eléalli-
tasara alkalmas, melyet azutdn magas titer(i sarzsok
termelésére alkalmazhatunk az el6z6 megvaldsitasi
mod szerint.

A hianyos rekombinans adenovirusgenomot beve-
zethetjilk egy rekombinans bakulovirus alkalmazasaval
is. Ebben a megvalésitasi médban a hianyos rekombi-
nans adenovirusgenomot in vitro allitiuk elé példaul a
korabbiakban ismertetett médon, majd egy bakulovi-
rusba vezetjuk be egy, a kompetens sejtben kivaghato
kazetta formajaban. Ebben a megvalésitasi médban a
kompetens sejteket érintkezésbe hozzuk a hianyos re-
kombinans adenovirus genomjat hordozé bakulovirus-
sal és egy vagy tobb helper (a komplementalé funkcio-
kat hordozo) bakulovirussal. Ez a megvalésitasi méd
nagymértékben hianyos rekombinans adenovirusok
termelése esetében killdnésen elényds. A rendszernek
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koszonhetden ugyanis a kompetens sejtek populacio-
jaba nagy mennyiségben vezethetjiik be egy idében a
nagymértékben hidnyos genomot és a megfelel6
komplemental6 funkcidkat.

Ebben a tekintetben a taldlmany szerinti eljaras ma-
gaban foglalja tehat kompetens sejtek fert6zését a hia-
nyos rekombinans adenovirus genomjat hordozé baku-
lovirussal és egy vagy tobb, a komplementald funkcio-
kat hordoz6 helper bakulovirussal. A megvaldsitasi
maédban alkalmazott MOI szintén 10 és 1000 kdzdtti
mindegyik alkalmazott bakulovirus esetében.

Minimalis adenovirusok el6allitAsara a szakiroda-
lomban két tipust konstrukciot készitettek: (1) a transz-
gént (B-galaktozidaz) az ITR-ek kdzé klénoztak, és
mindezeket egy egyedi restrikcios hely hatarolta, vagy
(2) a bal és jobb ITR-t azonos orientaciéban a transz-
gén 5'-végére kidnoztak [Fisher et al., Virology 217, 11
(1996); Kumar-Singh et al., Hum. Mol. Genet. 5, 913
(1996)]. A minimalis adenovirusckat 293 sejtekben ter-
meltették a linearizalt (1) vagy cirkularizalt (2) DNS
transzfektalasaval, a minigenom replikacidjahoz és pa-
kolédasahoz sziikséges viralis fehérjéket egy helpervi-
rus (AdAE1) szolgaltatta transz-helyzetben. A minima-
lis adenovirusok agy viselkedtek, mint interferald hia-
nyos részecskék (ID), és progressziven amplifikalédtak
az egymast kovetd passzazsok soran. A médszer al-
kalmazasakor felmertil f6 probléma a kétféle termel6-
dott részecske elvalasztasa, amely a virussarzs hel-
pervirussal torténé szennyezddéséért felels, és az igy
kapott minimalis adenovirusok nagyon alacsony titere
{alacsonyabb 108 pfu/ml-nél).

A bejelentés elbszor teszi lehetévé, hogy minimalis
adenovirusokat termeljlink Ugy, hogy egy bakulovirust
alkalmazunk az adenovirus minigenom biztositasahoz,
és egy masik bakulovirust a transzkomplementald
funkcidk 6sszességének szolgaltatasahoz (komple-
mentalégenom).

A rekombinans adenovirusgenomot elényésen két
olyan szekvencia kbzé épitjlk be a bakulovirusba,
amelyek helyspecifikus rekombinaciét tesznek lehetd-
vé a kompetens sejtekben, amint azt a helper bakulovi-
rus esetében leirtuk.

A bejelentésben egy olyan minimalis adenoviruso-
kat termeld rendszert ismertetiink, amely egy bakulovi-
rust alkalmaz az adenovirus minigenom biztositasahoz
a loxP/Cre rendszer segitségével, és egy masik baku-
lovirust a transzkomplementalé funkcidk Gsszességé-
nek szolgaltatdsahoz (komplementalégenom) szintén
egy Cre loxP rendszer segitségével (lasd a 2—4. abra-
kat).

Egy masik megvalésitasi mod szerint a komple-
mentalé funkcidk biztositasahoz alkalmazott helyspeci-
fikus rekombinacids rendszer eltér a rekombinans ade-
novirusgenom szallitdisahoz alkalmazottél. Részlete-
sen a LoxP/Cre rendszert alkalmazhatjuk a hianyos
adenovirusgenom széllitasara, és az AttP/AttB rend-
szert a komplementalé funkcié vagy funkcidk biztosita-
sahoz.

A taldlmany szerinti eljaras igy lehetévé teszi, hogy
olyan adenovirusvektort hozzunk létre, amelybdl minden
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virdlis kodolészekvencia deletalt, és csak az ITR-eket és
a reszecskeképzddésért felelds jelet tartalmazza (mini-
malis adenovirus). Ez a vektor elméletileg 37 kb exogén
szekvenciat is hordozhat, mig a jelenlegi vektorok kléno-
zasi kapacitasa nem haladja meg a 8,5 kb-t. Igy lehe-
tévé valhat a megcélzott szovetben torténé optimalis
expresszid eléréséhez nagyméretli gének klénozasa,
amilyen példaul a disztrotin (14 kb), minden szabélyozé-
elemikkel egyutt (promoter, enhancer, intronok stb.).
Ezenkivill az immunogén viralis szekvencidk hianya
megnovelheti a transzgén expresszidjanak idejét nyuga-
lomban [évé szOvetekben.

A hianyos AAV vagy retrovirus genomjat szintén vi-
rus, genom vagy plazmid formajaban vezethetjiik be, a
fentebb leirt médszerek szerint.

Kompetens sejtek

A taldlmany szerinti eljarast kiilonboz6 sejttipusok
alkalmazasaval valosithatjuk meg. A taldlmany kere-
tein belul ,kompetens sejten” értiink egy sejtet, amely a
bakulovirus és a termelendd virus fertézésére nézve
permissziv, és lehetbvé teszi ez utébbi esetében a pro-
duktiv virusciklust. A sejtek fertézési kapacitasat ezek-
kel a virusokkal egy markergént, példaul az E. coli
LacZ gént kifejezé rekombinans virusok alkalmazasa-
val hatarozhatjuk meg. Elénydsen emléssejtekrél van
sz0, még elénydsebben human eredetl sejtekrél. Az
alkalmazott kompetens sejtek lehetnek nyugalomban
lévé sejtek, vagy aktiv osztédd sejtek, bealit sejtvona-
lak vagy primer tenyészetek. El6nydsen az ipari alkal-
mazéas szempontjabdl megfeleld emlbssejtekrdl van
sz0, azaz amelyeknek nincs ismert patogén tulajdon-
saga, tenyészthet6k, és adott esetben tarolhatdk a
megfelelé korllmények kozott. Az alkalmazott sejtek
elénydsen maj-, izom-, fibroblaszt-, embrionalis, idegi,
epitelidlis (tidé-) vagy okularis (retina-) sejtek. Nem
korlatozé példaképpen emlithetjiik a 293 sejteket vagy
barmely kiegészité komplementalo funkcidt hordozé
szarmazékat (293E4, 293E3a stb.), az A549 sejteket, a
HuH7 sejteket, a Hep3B sejteket, a HepG2 sejteket, a
human retinoblasztémasejteket (HER911), a HeLa-sej-
teket, a 3T3 sejteket vagy a KB-sejteket.

A talalmany szerinti eljaras megvaldsitasahoz a re-
kombinans virus és a bakulovirus genomjat a kompe-
tens sejtpopulacioba egyidejlileg vagy id6ben eltolva
vezethetjiik be. EI6Gnyosen a sejteket egyszerre hozzuk
érintkezésbe a rekombinans virus és a helper bakulovi-
rus genomjaval. In vivo replikativ molekulakat termeld
rendszer esetében a rekombinazt el6z6leg, egy idSben
vagy késdbb adagoljuk vagy fejezzuk ki.

A virusok termelése altalaban a sejtek liziséhez ve-
zet. A termelt virusokat tehat a sejtlizis utan arathatjuk
le, az ismert tisztitasi eljarasok szerint. Ezutan kilén-
b6z6 moédon szerelhetjiik ki, a kivant felhasznalastdl
fligg6en. Masrészt, hogy a virussarzs az adott esetben
nyomokban jelen 1év, a kompetens sejtekbe nem be-
kerlilt bakulovirussal (helper bakulovirus vagy a re-
kombinans virusgenomot szallité bakulovirus) térténd
szennyez6désének kockazatat elkeriiljiik, a kovetkezd
eljarasokat alkalmazhatjuk:
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— Az adenovirusokat tisztithatjuk kromatografiasan
az FR 96/08164 szamu francia iratban leirtak
szerint. Ez a mddszer lehetévé teszi, hogy az
adenovirust barmely adott esetben jelen levé ma-
radvany bakulovirustol elvalasszuk.

— Az is lehetséges, hogy szerves oldoszerekkel
(példaul éter, kloroform) kezeljiuk a tisztitott ade-
novirussarzsot. A bakulovirus ugyanis lipidtartal-
mu burokkal rendelkezé virus (glikoproteinburok),
tehat nagyon érzékeny minden szerves oldoszer-
re (amelyek kivonjak a lipideket a burokbdl), mig
ezzel ellentétben, az adenovirusnak nincs lipid-
tartalmud burka, és ugyanazok az oldészerek nin-
csenek hatassal arra.

— Az is lehetséges, hogy CsCl-gradiensen térténé
tisztitdssal slirlségik alapjan valasztjuk el az
adott esetben jelen 1évé maradvany bakuloviru-
sokat és a rekombinans virusokat.

A harom médszert egymastol fliggetlenill vagy

egyutt alkalmazhatjuk. Masrészt barmely mas szakem-
ber szamra ismert médszert is alkalmazhatunk.

A virusok alkalmazasa

Az igy termelt virusokat kivant gének in vitro, ex vivo
vagy in vivo klénozasahoz, atviteléhez és expresszidja-
hoz hasznalhatjuk. llyen kivant gének példaul az enzi-
meket, vérszarmazékokat, hormonokat, limfokineket: in-
terleukinek, interferonok, TNF stb. [FR 9203120], néve-
kedési faktorokat, neurotranszmittereket vagy ezek pre-
kurzorait vagy szintézisiik enzimjeit, trofikus faktorokat:
BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3,
NT5 stb., az apolipoproteineket: ApoAl, ApoAlV, ApoE
stb. [WO 94/25073], a disztrofint vagy egy minidisztro-
fint [WO 93/06223] kodolé gének, a tumorszupresszor-
gének: p53, Rb, Rap1A, DCC, k-rev stb. [WO
94/24297], a véralvadasban részt vevé faktorokat kédo-
16 gének: VII, VIII, IX stb. faktorok, az 6ngyilkos gének:
timidin-kinaz, citozin-dezaminaz stb., vagy egy termé-
szetes vagy mesterséges immunglobulint vagy annak
egy részét (Fab, ScFv stb.) [WO 94/29446] kédold gé-
nek stb. A kivant gén lehet egy antiszensz gén vagy
szekvencia is, melynek a célsejtben a sejtes mRNS-sel
komplementer RNS-sé t6rténé expresszidja gének exp-
resszidjanak vagy a sejtes mRNS transzkripcidjanak
szabdlyozasat teszi lehetévé. llyen szekvenciak a cél-
sejtben példaul a sejtes mRNS-sel komplementer
RNS-sé irodhatnak at, és igy gatolhatjak annak fehérjé-
vé torténd transzlacidjat, az EP 140 308 szam( szaba-
dalmi iratban leirt eljaras szerint. A kivant gén lehet egy
antigén tulajdonsagu peptidet kodold gén is, amely im-
munvalaszt képes kivaltani, vakcinak kialakitasa célja-
bdl. Szé lehet tobbek kdzott az Epstein—Barr-virusra, a
HIV-virusra, a hepatitis B virusra (EP 185 573), az Au-
jeszky-betegség virusara vagy tumorokra [EP 259 212]
specifikus antigén peptidekrél. A gén lehet barmilyen
DNS (gDNS, cDNS stb.), amely egy kivant terméket ko-
dol, beleértve adott esetben a megfelelé expresszios je-
leket (promoter, terminator stb.).

A virusokat in vitro a rekombinans fehérjék termelé-
sére alkalmazhatjuk. Szintén in vitro alkalmazhatok a fe-
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hérjék hatdsmechanizmusanak, vagy a génexpresszid
szabalyozasanak vagy promoterek aktivitdsanak vizsga-
latara. Szintén alkalmazhaték in vivo allatmodellek vagy
transzgén allatok kialakitasara. Alkalmazhatok gének in
vivo atvitelére is allatokba vagy emberbe, gén- vagy
sejtterapias megkdézelitésekben.

A taldlmanyt a kovetkez6 példak segitségével is-
mertetjiik részletesebben, amelyek azonban nem kor-
latozzak a talalmany oltalmi kdrét, csupan illusztracio-
ként szolgalnak.

Az abrak ismertetése

1. abra: Harmadik generaciés (E1 és E4 funk-
ci6kra hianyos) hianyos rekombinans
adenovirus bakulo-E1,E4 alkalmaza-
saval torténd termelésének vazlata.
Minimalis adenovirus termelésének
vazlata, amely a hianyos adenovirus-
genom bevezetéséhez egy elsé baku-
lovirust alkalmaz, és egy masodik ba-
kulovirust a komplementalé funkcidk
bevezetéséhez.

Rep és Cap funkcidiban hianyos re-
kombinans AAV bakulo Rep/Cap alkal-
mazasaval torténd termelésének vaz-
lata.

2—-4. abrak:

5. abra:

Peldak

1. példa

Alkalmazott sejtek

A taldlmany keretein beliil alkalmazott sejtek bar-
mely sejtvonalbél vagy sejtpopulaciobdl szarmazhat-
nak, amely adenovirussal vagy AAV-vel vagy retrovi-
russal és bakulovirussal fert6zhetd, és terapias céld
felhasznalasra alkalmas. Kiléndsen a koévetkez6ket
emlithetjiik meg:

— 293 sejtvonal:

A 293 sejtvonal human embrionalis vesesejtvonal,
amely az 5 szerotipust adenovirus (Ad5) genomjanak
bal szélét (korilbelll 11-12%) tartalmazza, amely ma-
gaban foglalja a bal ITR-eket, a részecskeképz&désért
felelés szekvenciakat, az E1a és E1b terlleteket ma-
gaban foglalo E1 régiot, a plX proteint kddolo régiét és
a plVa2 proteint kédol6 teriilet egy részét [Graham et
al., J. Gen. Virol. 36, 59 (1977)]. A sejtvonal képes
transzkomplementalni az E1 régiéban hidnyos rekom-
bindns adenovirusokat, azaz amelyekbdél az E1 régid
vagy annak egy része hianyzik, és képes magas titeri
virussarzsok termelésére.

— A549 sejtvonal:

Az A549 sejtekbdl kialakitottak az adenovirus
E1 terililetét komplementald sejteket [Imler et al., Gene
Ther., 75 (1996)). Ezek a sejtek az E1 régié csékken-
tett, a bal ITR nélkiili fragmentumat tartalmazzak egy
indukalhaté promoter iranyitasa alatt.

— HER-sejtvonal:

A humén embrionalis retinasejtek (HER) fertézhetok
adenovirussal [Byrd et al., Oncogene 2, 477 (1988)].
Ezekbdl a sejtekbdl kialakitott adenovirus részecske-
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képz6 sejteket irtak le példaul a WO 94/28152 szamon
kozzétett bejelentésben, vagy Fallaux és munkatarsai
cikkében [Hum. Gene Ther., 215 (1996)]. Részleteseb-
ben a 911 sejtvonalat emlithetjik meg, amely az
79. nukleotidtol az 5789. nukleotidig a HER-sejtek ge-
nomjaba beépitve. Ez a sejtvonal E1 régi6éjaban hia-
nyos adenovirusok termelését teszi lehetévé.

— IGPR2 sejtek:

Az IGPR2 sejtek a 293 sejtekbdl az E4 régid egy in-
dukalhaté promoter iranyitasa ala helyezett miikodoké-
pes egységének beépitésével kapott sejtek. Ezek a
sejtek E1 és E4 régidjukban hianyos virusok termelé-
sét teszik iehetévé [Yeh et al., J. Virol., 70 (1996)].

— VK-sejtek:

A VK-sejteket 193 sejtekbdl kaptak, a teljes, egy in-
dukalhaté promoter irdnyitasa ala helyezett E4 régi6 és
a pIX fehérjét kodolo terlilet beépitésével. A sejtek
E1 és E4 régidjukban hianyos virusok termelését teszik
lehetévé [Krougliak et al.,, Hum. Gene Ther. 6, 1575
(1995)].

— 293E4 sejtek:

A 293E4 sejtek 293 sejtekbdl kapott sejtek, a teljes
E4 régio beépitésével. Ezek a sejtek E1 és E4 régio-
jukban hianyos virusok termelését teszik lehetévé [WO
95/02697; Cancer Gene Ther., 322 (1995)].

— Az Sf9 és Sf21 sejtek lepidoptera embrionalis sej-
tek. Ezek, valamint tenyésztési kériliményeik a
sejtgylijteményekben hozzaférheték (ATCC
CRL-1711). Kereskedelmi forgalomban is kapha-
tok (Gibco). Lasd még King és Possee: The ba-
culovirus expression system, London, Chapman
et Hall (1992).

— Human hepatocita sejtek:

A HepG2, Hep3B és HuH7 sejtek human hepato-
karcindmaeredetl sejtvonalak. Sejtvonalgyijtemé-
nyekben hozzaférheték, és tulajdonsagaikat példaul az
US 4 393133 és az US 4 393 133 szamu szabadal-
makban irjak le.

— Human KB-sejtvonal: Human epidermalis karci-
némaeredetl sejtvonal, amely a tenyésztését le-
hetévé tevd korilményekkel egyitt az ATCC-nél
hozzaférheté (CCL17 szamon).

— Human Hela-sejtvonal: Human epitéliumkarciné-
ma-eredetii sejtvonal, amely a tenyésztését lehe-
tové tevd korilményekkel egylitt az ATCC-nél
hozzéaférhets (CCL2 szamon).

— W162 sejtvonal: Ezek olyan Vero sejtek, melyek
genomjukba beépitve tartalmazzak az Ad2 ade-
novirus E4 régisjat. A sejteket Weinberg és mun-
katarsai irtak le [PNAS 80, 5383 (1983)].

2. példa

Human sejtek fertézése rekombinans bakulovirus-

sal

A példa a bakulovirusok azon tulajdonsagat ismer-
teti, hogy képesek human eredetii sejteket fertézni.

Human sejteket (tdbbek kdzott 293 sejteket vagy
azok szarmazékait) a LacZ gént az RSV LTR-e iranyi-
tasa alatt kifejez6 rekombinans bakulovirusoldat kiilon-
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b6z6 higitasaival fertdztiink. 48 éraval a fert6zés utan
a kék sejtek megjelenését kimutattuk, és ez azt mutat-
ja, hogy a sejtek fertézhet6k bakulovirussal.

3. példa

megfelel6 hianyos adenovirus kialakitasa

3.1. Az E1 két expresszios kazettajanak kibnozasa

Az AE2 plazmid a kovetkez6képpen jott létre: a
PCRII-be (Invitrogen) klénoztuk a pBRE1-en az

5-TCCTTGCATTTGGGTAACAG-3 és

5-GCGGCCGCTCAATCTGTATCTTC-3'
oligonukleotidokkal végzett PCR termékét. Ez a PCR-
termék az Ad5 3198-3511. nukleotidjait tartalmazza,
azaz az E1B régié 5'-végét. A pBRE1 plazmid az
Ad5 1-56788. nukieotidjait tartalmazza a pBR322-be
kiénozva, amelybdl kériilbeldl az 1300-2300. nukleoti-
dok deletaltak.

Az AE3 plazmid az AE2 PCR-terméket tartalmazo
Notl-Kpnl fragmentumanak a Notl-Kpnl-gyel emésztett
pCDNAZ3-ba (Invitrogen) klénozésanak eredménye. Az
Ad5 3198-3511. nukleotidjait tartalmazza, melyet a
BGH poliadenilaciés helye kdvet.

Az AE4 plazmid az AE3 Bglll-Pvull fragmentuma-
nak a pBRE1-be klénozasanak eredménye. Az AE4 a
kovetkez6 E1 expresszios kazettat tartalmazo plazmid:

— az Ad5 1-3511. nukleotidjai, azaz a bal ITR, ré-

szecskeképzddésért felelés szekvenciak, E1A
promoter, ELA gén, E1B promoter, E1B gén,

— a pCDNA3-bdl szarmazé szarvasmarha néveke-

dési hormon (BGH) poliA.

A pBRE1-et BstNI-gyel emésztettik, majd
T4 DNS-polimerazzal is kezeltilk a tallégo 5'-végek be-
toltésére, majd Xbal-gyel emésztettik. Az igy kialaki-
tott fragmentumot, amely az Ad5 391-1339. nukleotid-
jait tartalmazza, a Smal-Xbal-gyel (nem metilalt hely)
emésztett pic20H-ba épitettlik be, és igy az AE5 plaz-
midot kaptuk.

Az AE6 plazmid az AE5 EcoRI-Smal fragmentuma-
nak az EcoRI-Smal-gyel emésztett AE4-be klonozasa-
nak eredménye. Az AE6 a kévetkezd E1 expresszids
kazettat tartalmazo plazmid:

— az Ad5 391-3511. nukleotidjai, azaz csdkkent

méretli E1A promoter, E1A gén, E1B promoter,
E1B gén,

— a pCDNAZ3-bdl szarmazd szarvasmarha néveke-

dési hormon (BGH) poliA.

3.2. A két E1 kazelta klonozasa bakulovirusba

Az AE4 és AEG6 plazmidok EcoRI-Sphl fragmentu-
mait (miutan a tullégd 5 Sphl véget elézbleg tompava
tettik T4 DNS-polimerazos emésztéssel) a pAcSG2
(Pharmingen) plazmidba klénoztuk az EcoRI és EcoRV
helyek kézé. Ez az AE14 és AE15 plazmidokat hozta
létre. Ebben a két esetben az E1 régid a polihedringén
lokuszaba van beépitve (a polihedringén és promoter
deletalt).

Az AE14 és AE15 plazmidokat az AcNPV térzsbdl
(Pharmingen) szarmaz6 BaculoGold bakulovirus
DNS-sel kotranszfektaltuk Sf9 rovarsejtekbe, hogy ki-
alakitsuk a BacAE14 és BacAE15 rekombinans baku-
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lovirusokat, amelyek a két E1 expresszids kazettat hor-
dozzak a polihedringén lokuszaba beépiilve.

3.3. Egy 4j E1 deléciot hordozé rekombinans ade-

novirus klénozéasa

A pCO1 plazmidot [WO 96/10088] BstXI-gyel emész-
tettik, majd a 3’ tallégd vég eltavolitasara T4 DNS-
polimerazzal kezeltiik, majd Rsal-gyel emésztettikk. Az
igy létrehozott fragmentumot, amely az Ad5 3513-4607.
nukleotidjait tartalmazza, az EcoRV-tel linearizalt és bor-
ju alkalikus foszfatdzzal emésztett pBS-SK+-ba (Strata-
gene) vezettik be, és igy az AEO plazmidot hoztuk létre.

A pMA37 plazmidot a kévetkez6 fragmentumok li-
galasaval kaptuk:

~ A pXL2756 sacB-t tartalmazé EcoRV-Nsil frag-
mentuma. A pXL2756 az EcoRI és Kpnl helyeitdl
megfosztott SacB kontraszelekcids génnel, a ka-
namicinrezisztencia-génnel, egy multiklonozé-
hellyel és egy ColE1 replikacios origéval rendel-
kezik.

— A pCO1 Ndel-Nsil fragmentuma (az adenoszek-
venciakat tartalmazza).

— A pXL2756 Sall (a tallogd 5'-véget T4 DNS-poli-
merazzal betéltve)-Asel fragmentuma (kanami-
cinrezisztens vektor).

A pMA37 tehat tartaimazza:

— a kanamicinrezisztencia-gént,

— az expresszald baktériumnak szacharozérzé-
kenységet biztosité SacB gént,

— az Ad5 1-382 (Hinfl) szekvenciait, melyeket az
Ad5 3446—-4415. (Nsil) szekvenciai kovetnek;
transzgén nincs.

Az AE11 plazmidot az AEO Xhol-Nsil fragmentuma-
nak a Sall-Nsil-gyel emésztett pMA37-be torténd beve-
zetésével hoztuk létre. Ez tartalmazza:

— a kanamicinrezisztencia-gént,

— az expresszalé baktériumnak szacharézérzé-

kenységet biztosité SacB gént,

— az Ad5 1-382 (Hinfl) szekvenciait, melyeket az
Ad5 3513—4415. (Nsil) szekvenciai kévetnek;
transzgén nincs.

Az AE11 plazmidbdl kiindulva ingazé dngyilkos vek-
torokat hoztunk Iétre (a kivant transzgén beépitésével),
amelyek E. coliban térténd rekombinacidval lehetévé te-
szik a rekombinans adenovirusok kialakulasat. Az
AE11 nem tartalmaz homoldg szekvenciat az AE6-tal.
Az AE11 és AE4 plazmidokban kdzbs az Adb 1-382.
(Hinfl) szekvencia az E1A felett, de nincs homolégia a
két plazmid kdzdtt az E1 kazetta alatt. igy nem alakul-
hatnak ki RCA-k az AE11-ben Iév6 E1 delécidt hordozd
adenovirus és a BacAE14 vagy BacAE15 bakuloviru-
sok kdzotti homoldg rekombinaciéval.

3.4. Els6 generacios rekombinans adenovirus ki-

alakitasa

Els6ként BacAE14 vagy 15 sarzsokat allitottunk el6
a klasszikus médszerek szerint. Ezutan a kompetens
sejteket (példaul HuH7) 5 ng Pacl-gyel emésztett
pXL2822 plazmiddal transzfektaltuk [a pXL2822 plaz-
mid az egész Ad5-6t tartalmazza, amelybdl az E1
(382-3446.) és az E3 (28 592-30 470.) deletalt, és tar-
talmaz egy CMV-B-Gal kazettdt], és egy idében vagy
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egymas utan 10-1000 MOl-val fertéztik a BacAE14
vagy 15-tel. Amikor a sejtek lizaltak, a transzfekcios fe-
llluszét begydijtottuk, majd ,friss” kompetens sejteknél
alkalmaztuk az Ad2822 adenovirus amplifikalasara,
melyeket elézbleg vagy egy idében a BacAE14-gyel
vagy 15-tel fert6ztlink (MOl 10-1000), és igy tovabb
egészen egy Ad2822 sarzs kialakulasaig. Az
Ad2822 tovabbi amplifikaciéjat megkonnyiti a lacZ gén
jelenléte a virusban. Minden amplifikacios lépésben a
feliliszét a W162-re nézve ,pszeudotitraltuk”. A virus
genomjat az amplifikacié soran vizsgaltuk, hogy igazol-
juk integritasat. Végil ez a stratégia azzal az el6nnyel
rendelkezik, hogy nem jéhetnek létre RCA-k az igy ter-
melt adenovirussarzsokban. A szennyezddés hianyat
is igazoltuk.

4. példa

Az adenovirus E1 és E4 régidit kifejez6 bakulovi-

rus kialakitasa

4.1. E1,E4 bakulovirus (Bac.E1-E4) kialakitasa

Az alkalmazott eljaras a kdvetkez6: Az E1 és E4 ré-
giokat ellentétes orientaciéban kiénoztuk a polihedrin-
gén (Ph) lokuszaba a pBacPAAKS8 ingazé vektorba
(Clontech, USA), és igy a pBacE1-E4-et kaptuk. A re-
kombinans bakulovirust ezutan a klasszikus médsze-
rekkel izolaltuk a pBacE1-E4 és a BacPAK6 bakulovi-
rus Sf9 sejtekbe tortént kotranszfekcidjaval [Kitts et
Possee, Biotechniques 74(5), 810 (1993)]. Az E1 és
E4 régiok jelenlétét a rekombinans bakulovirusgenom-
ban ezutan PCR-rel igazoltuk a fert6zott Sf9 sejtekbdl
kiindulva. Az E1 és E4 transzkripcidjat a tisztitott re-
kombinans bakulovirussal fert6zétt Huh7 sejtekben
RT-PCR-rel vizsgaltuk citoplazmatikus RNS-bdl kiin-
dulva.

Az E1-E4 bakulovirus kialakitasahoz kilonb6zé
E1 régiot hordoz6 fragmentumokat épithetiink be.
A példaban alkalmazott fragmentumok a 3. példaban a
bakulovirus-E1 esetében leirtakkal azonosak, és az
E1 régiét sajat promoteriik (csokkentett E1 promoter és
E1b promoter) iranyitasa alatt tartalmazzak. Az alkal-
mazott E4 fragmentumok a kévetkezdk:

— Maell-Mscl 327 220-35 835. fragmentum, ami a

teljes E4 régidt tartalmazza,
— Bglll-Pvull 34 115-33 126. fragmentum, ami az
ORF6-ot tartalmazza,

— Bglli-Bglll 34 115-32 490. fragmentum, ami az
ORF6-ORF6/7-et tartalmazza,

— Pvull-Alul 34 801-334 329. fragmentum, ami az
ORF3-at tartalmazza.

A fragmentumokat vagy az E4 promoter iranyitasa
ala helyeztikk, vagy mas promoter, tébbek kozott a
HSV-TK, DNV vagy LTR-RSV promoterek iranyitasa
ala.

Az itt megadott helyzetek a vad tipusi Ad5 adeno-
virus szekvenciajara hivatkoznak, amint azt publikaltak
és adatbazisokban hozzaférheté. Bar bizonyos kisebb
eltérések létezhetnek a kiilénb6zd szerotipust adeno-
virusok kozott, ezek a helyzetek azonban altalaban at-
viheték mas szerotipusokra, tobbek kozétt az Ad2,
Ad7, Ad12 és AdCAV-2-re.
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4.2. Az AdAE1AE4-LacZ transzkomplementéalasa a

Bac.E1-E4-gyel

Az AJAE1AE4-LacZ termelését ugy értilk el, hogy a
kompetens sejtekbe a 4.1. példa szerint el6allitott E1,E4
bakulovirust vezettiik be (lasd az 1. abrat). Megvizsgal-
tuk az AJAE1AE4-LacZ tisztitott Bac.E1-E4-gyel torténd
transzkomplementalassal valé termelésének optimalis
korltilményeit kompetens sejtekben. Az AAAE1AE4-LacZ
titerét B-galaktozidaz transzdukcios egységek szamaban
(t.d.u.) hataroztuk meg W162 sejtvonalban, és a kapott
transzkomplementalasi hatékonysagot az IGPR2 ré-
szecskeképzd sejtvonaléval hasonlitottuk dssze.

5. Az adenovirusgenom egészét komplementalé

bakulovirus kialakitasa

Bar tobb protein egyidejli expresszi6jat, amely
13 kb szekvenciat is jelenthet, mar leirtdk egyetlen vi-
rusbol [Belyaev et Roy, NAR 27, 1219 (1993)], a baku-
lovirusklénozas maximalis kapacitasa nem nagyon do-
kumentalt. A példa azt mutatja be, hogy klénozhatjuk a
részecskeképzd szignaljatol megfosztott (Ad.Psi-) ade-
novirusgenomot két loxP hely kézott [loxP-ITR-ITR-tél
E4-ig-loxP] a bakulovirusba. A Cre rekombinazt indu-
kalhaté vagy nem indukalhaté médon kifejezdé kompe-
tens sejtek (Cre vagy Cre-ER sejtvonalak, lasd 7. pél-
da) fertézése ezzel a rekombinans bakulovirussal és a
Cre rekombinaz aktivalasa lehetévé teszi az adenovi-
képes atirni a korai géneket, replikalédni, és a késoi
géneket aktivalni, de nem képes részecskéket kialaki-
tani, és igy helperként szolgél a minimalis adenovirus
termelése soran (lasd a 2-4. abrakat). Ebben a rend-
szerben a minimalis adenovirusok termelése két baku-
lovirussal torténé fert6zésen, és két loxP helyek k6zotti
rekombinaciés esemény megvaldsulasan alapul. Ez a
megkozelités azzal az elénnyel rendelkezik, hogy nem
hoz létre adenovirusrészecskéket a helpervirusbdl.

Az Ad.Psi- genom kialakitasat E. coliban végeztuk.
Ehhez az Ad5 adenovirus telijes genomjat egy proka-
riota klénozévektorba kiénoztuk, a szomszédos
ITR-ekkel egyiitt. A Psi szekvenciat enzimatikus hasi-
tassal és ligalassal, vagy iranyitott mutagenezissel de-
letaltuk. Ezutan egy LoxP szekvenciat vezettiink be az
adenovirusgenom mindkét oldalara, azonos orientacio-
ban. A kapott szerkezetet (loxP-ITR-ITR-APsi-tél
E4-ig-loxP) ezutan egy ingazé vektorba klénoztuk,
amely lehetévé teszi a rekombinacidt egy bakulovirus-
sal, a 3. példaban leirt modszer szerint. A kapott re-
kombinans bakulovirust, melynek neve BacAd.Psi-, a
klasszikus modszerek szerint izolaltuk.

6. példa

A hianyos adenovirusgenomot kivaghaté formaban

tartalmaz6 bakulovirus kialakitasa

A példa egy olyan bakulovirus kialakitasat ismerte-
ti, amely lehet6vé teszi kompetens sejtekben a hianyos
adenovirusgenom széllitasat. Pontosabban a rekombi-
nans adenovirusbdl az sszes kddolorégio hianyzik, és
csak az ITR-ek és a Psi maradt meg (minimélis adeno-
virus vagy AdA).
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6.1. A minigenom (AdA) kialakitasa E. coliban

Kialakitottunk egy p(loxP-(ITR-ITR-Psi-P.CMV-
LacZ-pA)-loxP) plazmidot. Ehhez az adenovirus
ITR-szekvencia egy masolatat izolaltuk enzimatikus

mot hordozza. A Cre rekombinazt vagy a fehérje tapko-
zeghez adagolasaval, vagy a sejteknek egy, a Cre-t ki-
fejez6 plazmiddal vagy virussal (bakulovirus) torténd
transzfekcidjaval, vagy a sejtvonal genomjaba stabilan

emésztéssel és/vagy amplifikaltuk PCR-rel, majd a 5 beépllt kazetta expresszidjaval (példaul a 7. péidaban
pGY63 adenovirus ingazo vektorban 1évd ITR-Psi szek- leirt) biztositottuk. A minimalis adenovirust a Bac-
vencia folé kionoztuk. Ez a vektor a pCO1-b6l szarmazik Ad.Psi- bakulovirussal és a fellluszéval fert6zott sejtte-
[WO 96/10088], és tartalmazza a LacZ gént a citomega- nyészet fellilisz6janak egymas utani atoltasaval ampli-
lovirus kdzvetlen korai promoterének iranyitadsa alatt fikaltuk, majd tisztitottuk és titraltuk a korabban idézett
(P.CMV), az SV40 virus poliadenilacios helyével (pA) le- 10 eljarasok szerint. Ez a mddszer lehetévé teszi, hogy
Zarva, mindez az ITR-Psi és a plX-et koédolo gén kozé egyetlen virusként az AdA-t kapjuk meg, ami lehetévé
kionozva. A vektor (ITR-ITR-Psi-P.CMV-LacZ-pA) terii- teszi ennek izolalasat és tisztitasat a klasszikus méd-
letét (amely egy minimalis adenovirus genomjanak felel szerekkel. Ezenkiviil a kapott titer ipari alkalmazasra
meg) ezutdn enzimatikus hasitassal izolaltuk, és a megfeleld.
pBS246 plazmid (Gibco) multikibnozéhelyében 1évé 15
LoxP helyek kozé klonoztuk, és igy a 7. A Cre fehérjét kifejez6 sejtvonal kialakitasa
p(loxP-(ITR-ITR-Psi-P.CMV-LacZ-pA)-loxP) plazmidot Létrehoztunk egy, a Cre fehérjét indukalhaté vagy
hoztuk létre. Ezutan teszteltik az adenovirus minige- nem indukaihaté mddon kifejezd sejtvonalat, a talal-
nom termelésének és pakolédasanak képességét cirku- many szerinti bakulovirusban (példaul a Bac.AdA és a
laris DNS-bdl kiindulva, a plazmidnak a Cre rekombinazt 20 BacAd.Psi-) a loxP helyek kézotti rekombinacio haté-
kifejez6 AJAE1AE4-gyel (AdCre) fert6z6tt IGPR2 sejtvo- konysaganak megnovelésére és a Cre kifejez8désé-
nalba torténd transzfekcidjaval. A minimalis adenoviru- nek szabalyozasara. Ebben a szerkezetben a Cre egy-
sokat amplifikaltuk a transzfekcios feliiliszénak néhany magaban fejezédik ki, vagy egy C-termindlisan az dszt-
egymast kévetd IGPR2 sejtvonalba torténd atoltasaval. radiolreceptor (ER)-két6 doménnel fuzionalt formaban
Ezutén tisztitottuk cézium-klorid-gradiensen torténd izo- 25 [Metzger et al. (1996), korabban idézve], egy altalanos,
piknikus centrifugalassal, és mennyiségét pszeudotitra- elényosen erds, indukalhaté vagy nem indukalhatd
lassal hataroztuk meg W162 sejtvonalon. Természetes, promoter iranyitasa alatt. Részletesebben az alkalma-
hogy a LacZ gént kdnnyen helyettesithetjik barmely zott promoterek a pGRES promoter, a metallotioninpro-
mas kivant nukleinsavval, a molekularis biologia klasszi- moter, az SV40 promoter vagy a HSV-TK-gén promo-
kus modszereit alkalmazva. 30 tere.
6.2. A kivaghaté minigenom klénozasa egy bakulo- Az ilyen Cre sejtvonalak kialakitdsdhoz a kompe-
virusba tens sejteket két plazmiddal kotranszfektaltuk, az egyik
Az AdA minigenomot a két loxP hely k6z6tt tartal- tartalmazta a Cre expresszids kazettat (Cre vagy
mazo fentebb leirt szerkezetet a bakulovirus P10 loku- Cre-ER), a masik egy szelekcids marker expresszios
szaba klénoztuk a pAcUW1 ingazo vektorba (Pharmin- 35 kazettajat (Neo). A G418 rezisztens kiénokat szelektal-
gen, USA). Az igy termel6dott Bac.AdA bakulovirust tuk, a Cre-aktivitast a p(P.CMV-loxP-ATG.stop-pA-
ezutan a klasszikus mddszerek szerint termeltik és LoxP-LacZ) plazmid klénokba térténd transzfektalasa-
izolaltuk Sf9 sejtek kotranszfektalasaval, a korabban val teszteltik. Ez a plazmid a LacZ gént tartalmazza,
leirtak szerint, és fellletiik fenotipusa alapjan (fehér) amely inaktivalt, mivel a promoter (P.CMV) és a LacZ
szelektaltuk azokat, X-Gal festés utan. A bakulovirus 40 kezdete kdzé harom leolvasasi fazisban stopkodonokat
tehat tartalmazza a nagymértékben hianyos adenovi- és az SV40 virus poliadenilaciés helyét épitettiik be,
rusgenomot, melyet két azonos orientéciéju loxP hely melyeket két loxP hely hatérol. A Cre expresszidjat a
fog kozre. klénokban induktor (Osztradiol) jelenlétében vagy hia-
6.3. Az AdA termelése a BacAdPsi- bakulovirussal nyaban a B-galaktozidaz-aktivitads alapjan mutattuk ki,
torténd transzkomplementalassal 45 melyet a két loxP hely kdzotti rekombinacio valt ki. igy
Kompetens sejteket fertéztink egyszerre a Bac- tobb olyan kiont szelektaltunk, amely stabilan kifejezi a
AdPsi- bakulovirussal (az 5. példaban irtuk le), amely Cre-ER fuziés fehérjét vagy donmagaban a Cre fehérjét
az adenovirusgenom transzkomplementald funkcidi- a lentebb megadott promoterekkel és kompetens sej-
nak 0sszességét hordozza, és a Bac.AdA bakulovirus- tekkel. Ezek a ki6nok alkalmasak a talalmany szerinti
sal (fentebb irtuk le), amely a pszeudoadenovirusgeno- 50 virusok termelésére.
Kompetens sejtek HSV-TK promoter SV40 promoter MMTV promoter GRES5 promoter
Rekombinaz Cre Cre-ER Cre Cre-ER Cre Cre-ER Cre Cre-ER
293 #1 #7 #13 #19 #25 #31 #37 #43
IGPR2 #2 #8 #14 #20 #26 #32 #38 #44
Huf7 #3 #9 #15 #21 #27 #33 #39 #45
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Tablazat (folytatas)
Kompetens sejtek HSV-TK promoter SV40 promoter MMTV promoter GRES promoter
Rekombinaz Cre Cre-ER Cre Cre-ER Cre Cre-ER Cre Cre-ER
HepG2 #4 #10 #16 #22 #28 #34 #40 #46
HER #5 #11 #17 #23 #29 #35 #41 #47
Vero #6 #12 #18 #24 #30 #36 #42 #48
SZABADALMI IGENYPONTOK 15 hianyos, és a bakulovirus az adenovirus E2 régiéjat

1. Eljaras hianyos rekombinans virusok eléallitasa-
ra, azzal jellemezve, hogy kompetens sejtpopulacidba
bevezetiink egy hidanyos rekombinans virusgenomot és
egy bakulovirust, amely a hidnyos rekombinans virus-
genom transzkomplementalasahoz sziikséges funk-
cidk Osszességét vagy azok egy részét hordozza, a
funkciok masik részét egy vagy tobb masik bakulovirus
és/vagy a kompetens sejt szolgaltatja.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a bakulovirus a hianyos rekombinans virusgenom
transzkomplementalasahoz sziikséges funkcidk
Osszességét hordozza.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a bakulovirus a hianyos rekombinans virusgenom
transzkomplementalasahoz sziikséges funkciok egy
részét hordozza, a funkciok masik részét a kompetens
sejt szolgaitatja.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a hianyos rekombinans virusgenom transzkomp-
lementalasahoz sziikséges funkcidkat tobb bakulovirus
hordozza.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a hianyos rekombinans virus egy hianyos rekom-
binans adenovirus.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a rekombinans adenovirus genomja az E1, E2,
E3, E4, L1-L5, pIX és Va2 funkciok kdzll egy vagy
tobb funkciéban hidnyos, és a bakulovirus a hianyos
rekombinans genom transzkomplementalasahoz sziik-
séges funkcidk dsszességét hordozza.

7. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a rekombinans adenovirus genomja az E1, E2,
E3, E4, L1-L5, pIX és IVa2 funkciok kézll egy vagy
tobb funkcidban hianyos, és a bakulovirus a hianyos
rekombinans genom transzkomplementalasahoz sziik-
séges funkcidk egy részét hordozza, a funkciék masik
részét egy vagy tobb masik bakulovirus és/vagy a
kompetens sejt szolgaltatja.

8. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

vagy annak egy részét hordozza.
9. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a rekombinans adenovirusgenom E2 régidjaban
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vagy annak egy részét hordozza.

10. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a rekombinans adenovirusgenom az E4 re-
gidjaban hianyos, és a bakulovirus az adenovirus
E4 régidjat vagy annak egy részét hordozza.

11. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a rekombinans adenovirusgenom E1 és
E4 régidiban hianyos, és a bakulovirus az adenovirus
E1 és E4 régidjat vagy azok egy részét hordozza.

12. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a rekombinans adenovirus genomjabdl min-
den viralis kodoloérégié hianyzik, és a bakulovirus ezek
transzkomplementalasahoz sziikséges funkciok
Osszességet hordozza.

13. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a bakulovirus az adenovirusgenom 8sszességét
hordozza, a részecskeképzidésért felelés terilet és
adott esetben az ITR-ek kivételével.

14. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a bakulovirusban jelen lév6 komplementald
funkcidk és a hidanyos rekombinans virusgenom nem
tartalmaznak olyan homoldg terlileteket, ahol rekombi-
nacio végbemehet.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy kompetens sejtekbe bevezetiink egy E1 és
adott esetben E3 régidéjaban hianyos rekombinans
adenovirusgenomot, a sejteket egyidejlileg vagy elkii-
I6niiten egy, az adenoviralis E1 régiot hordozé bakulo-
virussal fertézziik, ahol a bakulovirusban jelen lévé
adenoviralis E1 régié és a hianyos rekombinans ade-
novirusgenom nem tartalmaz olyan homolég teriilete-
ket, ahol rekombinacié mehet végbe.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a bakulovirus az Ad5 adenovirusgenom
391-3511. nukleotidjait tartalmazé fragmentumat hor-
dozza, és az E1 régiéban hidnyos rekombinans adeno-
virus ennél nagyobb deléciét hordoz.

17. A 16. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a bakulovirus az Ad5 adenovirusgenom
391-3511. nukleotidjait tartalmazé fragmenst hordoz-
za, és a hidnyos rekombinans adenovirus az E1 régié-
jaban a 383-3512. nukleotidokat magaban foglalé de-
léciét hordozza.

18. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a hianyos rekombinans virusgenomot a sejtbe
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az emlitett genomot hordozo adenovirussal torténd fer-
tozés utjan vezetjiik be.

19. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a hianyos rekombinans virusgenomot a sejtbe
transzfekcioval vezetjiik be.

20. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a hidnyos rekombinans virusgenomot a sejtbe
a komplementalé funkciékat hordozé bakulovirustdl el-
téré rekombinans bakulovirussal vezetjiik be.

21. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a kompetens sejtpopuldciéo majsejtek, izom-
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sejtek, fibroblasztok, embriondlis sejtek, epitelialis sej-
tek, okularis sejtek vagy idegsejtek populaciéja.

22. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az epitelidlis sejtek tiid6 epitelialis sejtek és az
okularis sejtek retinasejtek.

23. A 21. igénypont szerinti eljards, azzal jelle-
mezve, hogy a kompetens sejtek populacidjat 293 sej-
tek vagy ezek barmely kiegészité komplementald
funkciot hordozo szarmazéka, az A549, HuH7,
Hep3B, HepG2, HER, 911, Hela- vagy KB-sejtek ko-
ziil valasztjuk ki.
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