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Sammendrag

Babiss L.E. et al. Promoter of the adebovirus polypeptide X gene: similarity to E1B and inactivation by
substitution of the simian virus TATA element. J. Virol. 1991, Vol. 65, No. 2, side 598-605.

WO 0070071 A1

Caravokyri C. and Leppart K. Constitutive episomal xpression of polypeptide 1X (pIX) in a 293-based cell line
complements the deficiency og pIX mutant adenovirus type 5. J. Virol. 1995, Vol. 69, No. 11, side 6627-
2233.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer fremgangsmater og midier for & ake stabiliteten og/eller
pakkingskapasiteten for rekombinante adenoviruser ved overekspresjon av plX i en adenoviral
pakkingscelle ved & bibeholde i det minste en del av E1B 55K-regionen i den rekombinante
adenovirale vektor eller ved & regulere pIX med en heterolog promoter. Oppfinnelsen vedrarer videre
fremgangsmater og midier for produksjon av slike adenoviruser pa kompletterende cellelinjer, hvori
den kodende nukleinsyre fra den tidlige region 4's apne leseramme 6 (E4-orf6) er neervaerende i
adenoviruset, og hvori E4-orf6-genproduktet er kompatibelt med et eller flere produkter av E1-
genproduktene i den kompletterende celle slik at den adenovirale vektor kan produseres effektivt av
den kompletterende celle.



10

15

20

25

30

35

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer rekombinante undergruppe
B adenovirale vektorer som har en delesjon i1 El-omradet, og
som ikke koder for et funksjonelt E1B K55 genprodukt og
som omfatter de trekk som er angitt i krav 1. Oppfinnelsen
angar ogsa en fremgangsmate for gkning av stabiliteten
og/eller pakkekapasiteten av et undergruppe B adenovirus

som angitt i krav 11.

BAKGRUNNEN FOR OPPFINNELSEN

Menneskelige adenoviruser er ikke-innhyllede icosahedrale
partikler med en stgrrelse pa 60-90 nM. Til dags dato er 51
serotyper blitt identifisert, og de er delt opp i 6 under-
grupper basert pa hemagglutineringsegenskaper og sekvens-
homologi (Francki et al., 1991). Genomet har en lengde pa
34 til 36 kb og er flankert pa begge seter av inverterte
terminale gjentagelsessekvenser (ITR). Virusets smittsomme
syklus er inndelt 1 en tidlig og en sen fase. I den tidlige
fase (6-8 timer etter infeksjon) avdekkes wviruset, og
genomet transporteres til kjernen hvoretter de tidlige gen-

regioner E1-E4 blir transkripsjonelt aktive.

Den tidlige region-1 (El) inneholder to transkripsjons-
regioner kalt El1A og E1B. ElA-regionen koder to store
proteiner som er involvert i1 modifikasjon av vertscellens
syklus og aktivering av de andre virale transkripsjons-
regioner (oversikt av Russell, 2000). ElB-regionen koder
to stgrre proteiner, 19K og 55K, som forhindrer, via
forskjellige ruter, induksjon av apoptose som er et
resultat av aktiviteten av ElA-proteinene (Rao et
al.,1992; Yew og Berk, 1992; oversikt i Shenk, 1996). I
tillegg er E1B-55K-proteinet ngdvendig i den sene fase for
selektiv viral mRNA-transport og inhibisjon av
vertsproteinekspresjon (Pilder et al., 1986). Den tidlige
region-2 (E2) er ogsa inndelt i en E2A- og E2B-region som
sammen koder tre proteiner, DNA-bindende protein, viral
polymerase og pre-terminalt protein, alle involvert 1

replikasjon av det virale genom (oversikt av van der
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Vliet, 1995). E3-regionen er ikke ngdvendig for
replikasjon in vitro, men koder flere proteiner som
underminerer vertens forsvarsmekanisme overfor wviral
infeksjon (oversikt av Horwitz, 2001). E4-regionen koder
minst 6 proteiner involvert i flere tydelige funksjoner
beslektet med viral mRNA-spleising og transport,
vertscellens mRNA-transport, viral og cellulear
transkripsjon og transformasjon (oversikt av Leppard,
1997).

De sene proteiner, som er ngdvendige for dannelse av de
virale kapsider og pakking av virale genomer, genereres
alle fra den store sene transkripsjonsenhet (MLTU) som
blir fullstendig aktiv etter inntreden av replikasjon. En
kompleks prosess med differensiell spleising og poly-
adenylering fremkaller mer enn 15 mRNA-arter som deler en
tresidet ledersekvens. De tidlige proteiner E1B 55K og

E4 Orf 3 og Orf6 spiller en vesentlig rolle i regulerin-
gen av sen viral mRNA-bearbeidelse og transport fra

kjernen (oversikt i Leppard, 1998).

Pakking av nylig dannede virale genomer i pa forhand
dannede kapsider medieres av minst to adenovirale prote-
iner, det sene protein 52/55K og et intermediert protein
IVa2, ved interaksjon med den pakkende sekvens lokalisert
pa den venstre ende av genomet (Grable and Hearing, 1990;
Gustin and Imperiale, 1998; Zang et al., 2001). Et annet
intermediaert protein, pIX, er en del av kapsidet og er
kjent for & stabilisere hexon-hexon-interaksjoner
(Furcinitti et al., 1989). I tillegg er det blitt beskre-
vet at pIX transaktiverer TATA-inneholdende promotere sa

som ElA-promoteren og MLP (Lutz et al., 1997).

Pa grunn av den utstrakte kunnskap om viral biologi og den
hgye effektivitet av nuklear overlevering etter inntreden
1 cellene er adenoviruser blitt populere verktgy for
genavlevering inn i1 menneskelige celler. I tillegg er

adenovirale vektorer stabile og kan produseres relativt
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lett i1 stor skala. I de fleste tilfeller er vektorene
blottet for minst El-regionen, hvilket gjgr dem replika-
sjonsudugelige. Produksjon av El-slettede vektorer
basert pa serotypene Ad5 eller Ad2 av undergruppe C
oppnas i El-komplementerende cellelinjer s& som 293
(Graham et al., 1970), 911 (Fallaux et al., 1996) og
PER.C6TM (Fallaux et al., 1998). Som beskrevet i US
patent 5,994,128, ma vektorer og cellelinije omhyggelig
tilpasses for & unngd generering av replikasjonsdyktige
adenoviruser via homolog rekombinasjon mellom adeno-
virussekvenser i cellelinjen og vektoren. Saledes til-
veiebringer PER.C6™-celler og tilpassede adenovirale
vektorer et foretrukket system for produksjon av adeno-
virale vektorer av gruppe C (Fallaux et al., 1998).
Slettingen av El-sekvenser tilveiebringer plass for
innfgring av fremmede gener i den virale vektor. Siden
den maksimale stgrrelse pa AdS5-genomer som kan innlemmes
1 virioner er begrenset til omkring 105% av wvektlengden,
kan El-slettede viruser ta imot tilnzrmet 4,8 kb av
fremmed DNA (Bett et al., 1993).

Den maksimale pakkekapasitet i virioner, som mangler plIX,
er redusert til tilnermet 95% av den normale genomlengde
(Ghosh-Choudhury et al., 1987). Dette skyldes mest sann-
synlig den reduserte stabilitet hos pIX-("pIX-minus")-
virioner. Mangelen pad pIX-minus-mutant AdS5 kan komple-
menteres ved episomal ekspresjon av pIX i en pakkende
cellelinje som anvendes for & produsere viruser

(Caravokyri et al., 1995).

Selv om serotypene AdS5 og Ad2 er mest vanlig brukt som
genoverfgringsvektorer, kan andre serotyper ha fore-
trukne karakteristikker som gjgr dem nyttigere som et
terapeutisk eller profylaktisk verktgy. Undergruppen B’s
viruser Ad35 og Adll er for eksempel meget mindre til-
bgyelige til ngytralisering av menneskelige sera enn
Ad5- og Ad2-viruser (beskrevet i WO 00/70071). Ngytra-

lisering av adenovirale overfgringsvektorer minsker
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transduksjonseffektiviteten in vivo. Videre ble infek-
sjonseffektiviteten av antigen-presenterende celler, sa
som dendrittiske celler, av rekombinante viruser som
barer fiberen Ad35, funnet & bli meget forsterket in
vitro sammenlignet med AdS5-viruser (WO 00/70071, WO
02/24730). Sadledes kombinerer Ad35-baserte vektorer
sterkt forbedret infeksjonseffektivitet med lav
ngytralisering i1 menneskelige sera og gjgr slike

vektorer egnet for vaksinasjonsformdl.

Generering og propagering av fullstendig El-slettede
Ad35-baserte vektorer er mulig under anvendelse av
teknologi omtalt nedenfor. Imidlertid har omhyggelig
analyse mange forskjellige rekombinante Ad35-baserte
vektorer vist at slike vektorer er mindre stabile, dvs.
kan inneholde mindre fremmed DNA sammenlignet med de
Ad5-baserte vektorer. I foreliggende patentsgknad er

midler og metoder angitt for & overvinne dette problem.

I tillegg er der et behov for videre a utvikle den for
tiden tilgjengelige teknologi for adenoviruser som har
stgrre serotypisk anvendelighet. Eksisterende pakkende
cellelinjer omfatter normalt El-kodede proteiner avledet
fra adenovirus serotype 5. Eksempler pad slike ”“standar-
diserte” pakkende cellelinjer er 293, 911 og PER.C6™.
Forsgk pa & produsere vektorer avledet fra andre sero-
typer pa disse standardiserte pakkende cellelinjer har
vist seg & vaere besvaerlig, om ikke mislykket. Innimellom
forekommer 1litt produksjon, avhengig av den spesielle
serotype som anvendes. Imidlertid er utbyttet av rekom-
binante adenovirusvektorer avledet fra adenovirus-under-
grupper utenom undergruppe C, fremstilt pa cellelinjer
som er transformert og immortalisert av El1 fra AdS,
darlig. I en publikasjon av Abrahamsen et al. (1997) ble
det iakttatt forbedret plakkrensing av en ElA-slettet
adenoviral serotype 7-vektor (undergruppe B) pa 293-
celler omfattende E4-orf6 avledet fra adenovirus av

serotype 5, sammenlignet med 293-celler som mangler E4-
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orf6-sekvensen fra Ad5. Imidlertid stgtte man pa et pro-
blem med stabiliteten hos vektoren, idet uventede rekom-
binasjoner ble iakttatt i plakk-rensede stammer. Et
ytterligere problem ble patruffet med vilt forekommende
adenoviruskontaminasjon under produksjonen. Dessuten,
for produksjon av adenoviruser i stor skala, er det ikke
nyttig & ko-transfisere E4-orf6 for & oppna titere som
er hgye nok for anvendelse. Et alternativ for a dyrke
slike adenoviruser er & tilveiebringe celler med E4-
orf6-genet stabilt integrert i genomet i den komplet-
terende/pakkende cellelinje. Slike celler er blitt
beskrevet i faget (f.eks. WO 96/22378). En ulempe med
det systemet er det faktum at nye stabile cellelinjer ma
genereres, og tallrike utvelgelsesrunder ma utfgres for
stabile og passende celler er blitt generert. Denne
prosess er arbeidskrevende og tidkrevende. Vanligvis kan
det fastslds at generering og propagering av adeno-
viruser fra serotyper utenom serotype 5 (undergruppe C),
s& som viruser av undergruppe B, har vist seg & vere
vanskelig pad kompletterende Ad5-celler. Som beskrevet av
sgkerne 1 WO 00/70071, kan rekombinante viruser basert
pa virus Ad35 av undergruppe B fremstilles ved ko-trans-
feksjon av et ekspresjonskonstrukt inneholdende Ad35’'s
tidlige region-l-sekvenser (Ad35-El). Videre ble det
pdvist at Ad35-baserte viruser som er slettet bare for
E1A sekvenser og ikke for E1B, reproduserte effektivt pa
PER.C6-celler, hvilket antydet at ElA-proteinene av AdS5
er 1 stand til & komplettere Ad35-ElA-funksjonene
(sgkerens ansgkning WO 02/40665). Dessuten viser ekspe-
rimentene at mangel pa Ad35-E1B resulterer 1 lavt utbyt-
te pa kompletterende Ad5-celler. WO 00/70071 beskriver
ogsd cellelinjer for produksjon av El-slettede ikke-
adenovirale vektorer av gruppe C ved videre a modifisere
cellelinjer som er i stand til & komplettere adenovirus
av serotype 5. WO 00/70071 antyder videre at man bgr
etablere nye cellelinjer som har Ad35-El-sekvenser for
komplementering av rekombinant adenoviral serotype 35-

vektorer som mangler El-regionen (se ogsa WO 02/40665).

334299
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Imidlertid, som ogsa omtalt ovenfor, er det slik at hvis
man gnsker a anvende en spesifikk serotype for et spesi-
fikt behov, vil man matte etablere en ny cellelinje for
hver spesifikke serotype, eller man ma modifisere de
tilgjengelige cellelinjer som kan komplettere adenovirus
av serotype 5 for & komplettere serotypen av interesse.
Det vil klart vere fordelaktig & anvende de etablerte
cellelinjer som er tilgjengelige i faget, og ikke modi-
fisere disse og anvende dem for produksjon av alle
andre, ikke-AdS5-serotyper, idet man anvender de etabler-

te og virkningsfulle metoder som er kjent i faget.

Det konkluderes med at det fremdeles foreligger et behov
for et produksjonssystem for & produsere nyttig utbytte
av adenovirus-serotyper som er forskjellige fra sero-
typene av undergruppe C. Videre er det fremdeles et
behov for passende pakkende systemer omfattende lett
tilgjengelige pakkingsceller og rekombinante undergruppe
B-adenoviruser som er stabile og kan propageres pa slike

pakkingsceller.

BESKRIVELSE AV FIGURENE

Fig. 1. Avbildning av pWE.Ad35.pIX-rITRAE3

Fig. 2. Gelanalyse av PCR-fragmenter generert pa Ad35-El-
slettede viruser med og uten E3-regionen. Pl =
plasmid-kontroll; M = markgr: 1 kb pluss stige
(Invitrogen); mQ H20. De angitte genomlengder er i
kb.

Fig. 3A. Sekvenslinjestillinger av de proksimale opp-
stroms pIX-sekvensregioner av forskjellige adeno-
viruser generert med MEGalign-programvare (DNAstar)
under anvendelse av Clustals metode. Sekvenskilden
er indikert i teksten. Spl-setet og TATA-innrammingen
i Ad5 og Ad2 (som i Babiss og Vales, 1991) er

innrutet.
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3B. Skjematisk sammenligning av antatte Spl- og
TATA-innramminger i proksimale pIX-regioner fra
sekvenser angitt i 3A.

4., Avbildning av pAdApt535.Luc

5. Avbildning av pAdApt535

6A. Gelanalyse av PCR-fragmenter generert pa DNA
isolert fra Ad35.AdApt.Luc- og Ad35.AdApt535.Luc-
viruser eller generert pad plasmidkontroller. M =
Markgr (1 kb pluss stige, Invitrogen). Hvert
viruspreparat eller plasmidkontroll analyseres med
to spesifikke PCR-amplifikasjoner.

6B. Gelanalyse av PCR-fragmenter generert pa
Ad35.AdApt.LacZAE3 (35LacZ) og Ad35.AdApt535.LacZAE3
(535LacZ) viruser eller generert pa
plasmidkontroller.

7. Avbildning av pBr.Ad35.ASM.AdApt.LacZ

8. Skjematisk fremstilling av de formentlige
promotere i ElB-promoteren og 55K-kodingsregionen.
9. Skjematisk fremstilling av restriksjonssetene i
55K-regionen som kan anvendes til & generere tydelige
fragmenter for identifikasjon av en formentlig
promoter. Nummereringen av setene er i henhold til
deres posisjon i1 naturlig (”"wild type) Ad35.

10. Sekvenslinjestilling av regionen mellom polyA-
signalene i ElA-regionen og 1 ElB/pIX-regionen i tre
forskjellige serotyper av undergruppe B.

11. Skjematisk fremstilling av plasmidisk
PAMT.Orf6.Hygro (ECACC-deponering nr. 202041226).
12. Skjematisk fremstilling av plasmidisk
PAd35.AMT.Orf6.

13. Skjematisk fremstilling av pUC.35-5E4.

14. Kloningstrinn som fgrer til pUC.35-5E4.

15. Skjematisk fremstilling av pBr.Ad35.PRn.

16. Skjematisk fremstilling av pBr.Ad35.PR5E4 (ECACC-
deponering nr. P02041229).

17. Skjematisk fremstilling av pWE.Ad35.pIX-rITR5E4.
18. Skjematisk fremstilling av pCRscriptAmp.NFI-
NcoIR.

334299
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19. Skjematisk fremstilling av pCRscriptAmp.NcolF-
NR2.

20. Skjematisk fremstilling av pCR.NF1-NR2.

21. Linjestilling mellom E4-orfé6 fra AdS5 (gvre
sekvens) med E4-orf6 fra Ad5 klonet inn i Ad35-
ryggraden (midtre sekvens) og Ad35 E4-orf6-sekvensen
(lavere sekvens), hvilket viser at hele fragmentet
er blitt erstattet.

22. Linjestilling mellom E4-orf6/7 fra Ad5 (@vre
sekvens) med den delen av AdS5 E4-orf6/7 klonet inn i
Ad35-ryggraden (midtre sekvens) og Ad35 E4-orfe/7-
sekvensen (lavere sekvens), hvilket viser at orf6/7-
sekvensen er delvis kimer, og fusjonen er tilnarmet
ved lysin-resten (K) ved posisjon 138.

23. Skjematisk fremstilling av pBr.Ad35.PR.50rf6
(ECACC-deponering nr. P02041227).

24, Skjematisk fremstilling av
PWE.Ad35.pIX-rITR.50rf6.

25. Skjematisk fremstilling av pBr.Ad35.PRnAE3.

26. Skjematisk fremstilling av pBr.Ad35.AE3.PR5E4,.
27. Skjematisk fremstilling av pBr.Ad35.AE3.PR50rf6.
28. Skjematisk fremstilling av systemet for a frem-
stille rekombinante adenovirale partikler 1 celler
sa som PER.C6 via en dobbelt homolog
rekombinasjonsforeteelse.

29. Skjematisk fremstilling av pWE.Ad35.pIX-ECORV,
30. Linjestilling av Ad35 og Adll pIX-cDNA-sekvenser
med wt Ad35-sekvens.

Sekvensene oppnaddd fra klonede cDNA-fragmenter som
beskrevet i eksempel 18 ble linjestilt under
anvendelse av SegMan-programvare fra DNASTAR. Ad35
cDNA-sekvenser ble avledet fra RNA’er isolert fra
wtAd35- eller Ad35ElB+Luc-infiserte kulturer
(sekvensen for én av syv kloner er vist), Adll cDNA-
sekvensen fra RNA isolert fra en wtAdll-infisert
kultur. Sekvensnummereringen er villkarlig. For Ad35
wt-sekvensen er nukleotid 3339 til nukleotid 3628 av

wt Ad35-sekvensen vist. Intron-sekvensen (vist som
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et brudd i cDNA-sekvensene) er flankert av
spleisedonor (SD) -og spleiseakseptor (SA)-seter som
nert stemmer overens med de kjente konsensus-
sekvenser. SegMan-programvaren har plassert de
fgrste to nukleotider fra SD (AG) i cDNA-sekvensene
ved 3’-enden av intron-sekvensen istedenfor 5’ -
enden.

Fig. 31. Lokalisering av pIX cap-setet i Ad35-viruser.
Skjematisk fremstilling av genom-organiseringen rundt
E1B-genet og pIX-sekvensene i Ad35; avbilder
transkripsjonens startsete og intronavgrensningen i
pIX mRNA. Nukleotidsekvensene er 1 henhold til wt
Ad35 DNA (WO 00/70071). M= MunI, B=Bsu36l, SD=
spleisedonor og SA= spleiseakseptor.
Transkripsjonens startsete (nukleotid 3339, cap-
sete), stoppkodonet for 55K (TAA) og startkodonet
for pIX (nukleotid 3484, ATG) er med fete typer. En
stiplet linje indikerer at sekvenser ikke er vist.

Fig. 32. Transgenet PCR er et resultat av Ad35-viruser
med en 166 bp lang 3'-ElB-sekvens bibeholdt. Et
representativt eksempel pa resultatene av de
transgene PCR-undersgkelser pa Ad35.AdAptBsuLucb0rf6
(bane 1-9) og Ad35.AdAptBsuluc viruser (banene 10-
14) . M= 1lkb+ markegr (Invitrogen), P= pAdAptBsulLuc-
kontrollplasmid.

OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN

Det blir vist i1 foreliggende oppfinnelse at et rekombi-
nant adenovirus av gruppe B som har en sletting i El-
regionen opp til stoppkodonet for E1B 55K, kan ta imot
ferre eksogene sekvenser enn et lignende Ad5-rekombinant
adenovirus. Det synes som om dette er pa grunn av en
relativ underekspresjon av pIX-genet 1 nevnte virus av
gruppe B i en gitt pakkende celle, nar den kodende pIX-
region har sekvenser foran seg bare mellom E1B 55K-
stoppkodonet og pIX-startkodonet. Det blir vist at slike

viruser kan gjgres mer stabile og/eller i stand til & ta

imot flere eksogene sekvenser nar enten pIX-promoteren
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er minst delvis restituert ved & innlemme sekvenser fra
den kodende E1B 55K-region 1 et slikt virus, eller ved a
anvende en heterolog promoter til & regulere pIX, slik
at en normal, eller til og med en relativ overekspre-

sjon, av pIX oppnas i en gitt pakkende celle.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer et rekombinant
adenovirus som angitt i krav 1 med minst en sletting i
El-regionen, hvor minst en del av sekvensene som koder
E1B 55K-genets produkt, som gker ekspresjonen av plX-
genet, er narverende 1 nevnte adenovirus, med det for-
behold at nevnte rekombinante adenovirus ikke uttrykker
et funksjonelt E1B 55K-genprodukt. Slike adenoviruser er
mer stabile og/eller kan ta imot mer eksogent DNA enn
det tilsvarende adenovirus som mangler alle kodende E1B-
sekvenser. Fortinnsvis omfatter nevnte adenovirus om-
kring 700 basepar eller mindre av sekvensene som er
direkte oppstroms for pIX-kodingssekvensen. I foretrukne
utfgrelsesformer er nevnte adenovirus et adenovirus av
gruppe B, mer foretrukket et adenovirus avledet fra
eller basert pd Ad35 eller Adll. Oppfinnelsen tilveie-
bringer videre en fremgangsmate for a oke stabiliteten
og/eller pakkingskapasiteten hos et rekombinant
undergruppe B adenovirus som har minst en sletting i El1-
regionen, idet nevnte fremgangsmate omfatter de trinn
som er angitt i krav 11 hvor det gnskes & bibeholde
eller gjeninnfgre minst en del av sekvensene som koder
E1B 55K-genproduktet og gke ekspresjonen av pIX-genet i
nevnte adenovirus. Istedenfor, eller i tillegg til,
nerver av E1B 55K-sekvenser som gker ekspresjonen av plX-
genet, er det ogsad mulig & forandre sekvensene som er
foran pIX-kodingssekvensen, til en sterkere promoter for
a ke ekspresjonen av pIX, hvilket resulterer i en
gkning av stabiliteten av et rekombinant adenovirus
og/eller en gkning av pakkingskapasiteten i1 den
adenovirale partikkel fremstilt ved fremgangsmaten
ifglge oppfinnelsen. Fglgelig tilveiebringer

foreliggende oppfinnelse videre fremgangsmater og midler
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for & gke stabiliteten og/eller pakkingskapasiteten 1 en
rekombinant adenoviral vektor som mangler minst El-
regionen og omfatter eksogen genetisk informasjon,
hvilken fremgangsmate omfatter trinnet & uttrykke
elementene som er ngdvendige for & fremstille og sette
sammen nevnte rekombinante adenovirale vektor inn i
viruspartikler i en pakkende celle i nerver av et
forhgyet niva av pIX-genprodukt i nevnte pakkende celle,
hvori nevnte forhgyde niva av pIX-genprodukt fremkalles
ved overekspresjon av genetisk informasjon som koder
pIX-proteinet, ved & anvende et modifisert pIX-gen 1
nevnte vektor, idet nevnte modifikasjon gjgr at pIX-
genproduktet blir overuttrykt. I en foretrukken
utfgrelsesform omfatter nevnte modifiserte plX-gen en
heterolog promoter som driver ekspresjonen av genetiske
informasjon som koder pIX, idet nevnte heterologe
promoter er en promoter som far nevnte genetiske
informasjon som koder pIX, til & bli overuttrykt i
nevnte pakkende celle. I en utfgrelsesform er nevnte
heterologe promoter minst delvis avledet fra eller
basert pd pIX-promoteren av et adenoviral serotype som
gir hgyere nivader av plX-ekspresjon enn den endogene
proksimale pIX oppstregms-sekvens av nevnte rekombinante
adenovirale vektor. I en utfgrelsesform er nevnte
heterologe promoter minst delvis avledet fra eller
basert pd plIX-promoteren av Ad5. I et aspekt tilveie-
bringer oppfinnelsen en rekombinant adenoviral vektor
som mangler minst El-regionen og omfatter et gen av
interesse, hvori pIX-genet er modifisert, og hvori
nevnte rekombinante adenovirale vektor ikke er avledet
fra et adenovirus av serotype 5. Basert pa& foreliggende
oppfinnelse er det mulig & tilveiebringe en rekombinant
nukleinsyresekvens omfattende et modifisert adenoviralt
pIX-gen, hvori den genetiske informasjon som koder pIX-
proteinet, ikke er avledet fra en pIX-kodende sekvens av
et adenovirus av serotype 5 eller adenovirus av serotype

7. I en foretrukken utfgrelsesform omfatter nevnte
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modifiserte pIX-gen en heterolog promoter som driver

ekspresjonen av den genetiske informasjon som koder pIX.

Ved fremgangsmaten ifglge oppfinnelsen kan det dannes
rekombinante adenovirusvektorer omfattende strukturelle
og ikke-strukturelle elementer av et adenovirus av en
ferste serotype, hvor fremgangsmdten omfatter trinnene:
a) & tilveiebringe en kompletterende celle som har en
E1B-55K-kodende sekvens, avledet fra et adenovirus av en
andre serotype 1 en form som kan uttrykkes, med de
ngdvendige elementer av et adenovirus for & muliggjgre
sammenstilling av nevnte rekombinante adenovirus-vektor
ved nevnte kompletterende celle, hvori nevnte elementer
omfatter minst noen strukturelle og ikke-strukturelle
elementer fra et adenovirus av nevnte fgrste serotype
forskijellig fra nevnte andre serotype og en sekvens som
koder et funksjonelt E4-orf6-protein, eller en
funksjonell del, derivat og/eller analog derav, hvilket
er kompatibelt med nevnte uttrykkbare E1B-55K-protein i
nevnte kompletterende celle; b) & dyrke nevnte
kompletterende celle i et medium under betingelser som
gjogr det mulig for fremstillingen og sammensetningen av
adenovirus-vektoren & finne sted; og c) & hgste den
rekombinante adenovirale vektor fremstilt pa denne mate
fra mediet og/eller den kompletterende celle, hvori
sekvensen som koder det kompatible E4-orf6-protein, er
nerverende i den rekombinante adenovirale vektor

fremstilt pad denne mate.

Oppfinnelsen tilveiebringer videre et rekombinant
undergruppe B adenovirus omfattende et rekombinant
nukleinsyremolekyl avledet fra et adenovirus, idet nevnte
rekombinante nukleinsyremolekyl har minst en sletting 1
El-regionen, og hvor minst en del av sekvensen som koder
E1B-55K-genproduktet er nervarende i1 nevnte rekombinante
nukleinsyremolekyl og/eller at pIX-kodingssekvensen er
under kontroll av en heterolog promoter, idet nevnte

rekombinante adenovirus videre omfatter strukturelle og
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ikke-strukturelle elementer av et adenovirus av en
forste serotype, hvori nevnte rekombinante adenovirus
videre omfatter en sekvens som koder et funksjonelt E4-
orfé6-protein, eller en funksjonell del, derivat og/eller
analog derav, hvori nevnte sekvens er valgt fra gruppen
bestdende av: a) en E4-orf6-kodende sekvens avledet fra
et adenovirus av en andre serotype forskijellig fra
nevnte fgrste serotype; b) en Ed-orfb6-kodende sekvens
avledet fra et adenovirus av nevnte fgrste serotype
omfattende en sletting, mutasjon, addisjon og/eller
substitusjon i et eller flere kodoner; og c) en Ed-orfé6-
kodende sekvens omfattende en fusjon mellom en del av en
E4-orfé6-kodende sekvens avledet fra en andre serotype og
en del av en E4-orf6-kodende sekvens avledet fra en
tredje serotype, hvori nevnte tredje serotype kan vare
identisk med, eller forskjellig fra, nevnte fgrste
serotype. Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa en pakkecelle
omfattende et rekombinant adenovirus i henhold til
oppfinnelsen som angitt i krav 19, hvori nevnte pakkende
celle og nevnte rekombinante adenovirus sammen omfatter
alle ngdvendige elementer for & muliggjgre produksjon og
sammenstilling av nevnte rekombinante adenovirus i

nevnte pakkende celle.

DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Det er ett aspekt av oppfinnelsen a tilveiebringe en
metode for a gke stabiliteten og/eller pakkings-
kapasiteten av et rekombinant undergruppe B adenovirus
som har minst en sletting i El-regionen, omfattende
trinnet & uttrykke elementene som er ngdvendige for &
fremstille og sette sammen nevnte rekombinante
adenovirus 1 viruspartikler i en pakkende celle i nerver
av et forhgyet niva av pIX-genprodukt 1 nevnte pakkende
celle, i relasjon til nivaet av pIX-genprodukt oppnadd
nar pIX-kodingssekvensen er bak dets endogene proksimale
oppstregms sekvens uten E1B 55K-sekvenser. I visse

utfgrelsesformer av metoden ifglge oppfinnelsen
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fremkalles nevnte forhgyde niva av pIX-genprodukt ved a
bibeholde eller gjeninnfegre en del av E1B 55K-sekvensene
i nevnte adenovirus. I andre utfgrelsesformer fremkalles
nevnte forhgyde niva av pIX-genprodukt ved ekspresjon av
pIX-kodingssekvensene under kontroll av en heterolog
promoter. Oppfinnelsen tilveiebringer videre et
rekombinant undergruppe B adenovirus omfattende en
funksjonell pIX-kodingssekvens under kontroll av en

ekspresjonssekvens, idet nevnte ekspresjonssekvens om-

Qo

fatter en del av en E1B 55K-sekvens som er 1 stand til
gke ekspresjonen av pIX-kodingssekvensen 1 en gitt
pakkende celle, 1 relasjon til ekspresjonen av nevnte
pIX-kodingssekvens bak dens endogene proksimale pIX-
oppstrgmssekvens uten den delen av nevnte E1B 55K-
sekvens, med det forbehold at nevnte del av en E1B 55K-
sekvens ikke koder for et funksjonelt EI1B 55K-
genprodukt. Det er vist i foreliggende oppfinnelse at
pIX-promotersekvenser kan vare narverende 1 nevnte

E1B 55K-sekvenser, og & innlemme disse sekvenser i
nevnte ekspresjonssekvens kan derfor gke pIX-
ekspresjonen. Naervar av nevnte E1B 55K-sekvenser gker
stabiliteten og/eller pakkekapasiteten av nevnte
rekombinante adenovirus, sammenlignet med den situasjon
hvor nevnte pIX-kodingssekvens er bak dens endogene
proksimale pIX-oppstrgmssekvens uten den delen av nevnte
E1B 55K-sekvens.

Et adenovirus av serotype 35 med en sletting i El-
regionen, men med en intakt E1B 55K-kodingsregion
(pBr.Ad35.1eftITR.AE1AA21K) er blitt beskrevet i WO
02/40665. Imidlertid inhiberer et funksjonelt 55K-gen-
produkt, sa som det er narvaerende i den beskrevne vektor,
apoptose, og fglgelig er det gnskelig & oppna rekombi-
nant adenovirus som mangler funksjonell E1B 55K-ekspre-
sjon, f.eks. ved & mutere E1B 55K-genet eller fortinnsvis
ved & innlemme bare en del av E1B 55K-sekvensene, mer
foretrukket & innlemme bare sekvenser nedstrgms for

E1B 55K-startkodonet. Det vil vare apenbart for fag-
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mannen at det er gunstig & minimere mengden av E1B 55K-
sekvenser 1 nevnte vektor for & generere viruser med en
maksimal El-sletting for & motta mer fremmed
nukleinsyre, mens pa samme tid & bibeholde tilstrekkelig
med E1B 55K-sekvenser til & ha fordelen med en gket
stabilitet og/eller oket pakkekapasitet innen det
rekombinante adenovirus. Fagmannen vil vere i stand til
a finne det lavest ngdvendige antall sekvenser innen

E1B 55K som fgrer til stabiliseringen og/eller gkningen
i pakkekapasitet i1 det rekombinante adenovirus, f.eks.
ved & anvende standardiserte molekylare klonings-
teknikker for & oppnad serielle slettinger innen E1B 55K-
regionen utgdende fra den beskrevne vektor
(pBr.Ad35.1eftITR.AE1AA21K) og & bestemme stabiliteten
eller pakkekapasiteten. Det er derfor en gjenstand for
foreliggende oppfinnelse & tilveiebringe en slik
rekombinant adenoviral vektor hvori nevnte sekvenser som
koder E1B 55K-genproduktet omfatter omkring 0,7 kb eller
mindre av adenovirus-sekvensene som er direkte oppstrgms
for pIX’'ets &pne leseramme. I andre utfegrelsesformer
omfatter nevnte sekvenser ikke mer enn omkring 600, 550,
500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, eller 100 nt av
adenovirus-sekvensene som er direkte oppstrems for
pIX’ets apne leseramme. I en utfgrelsesform bibeholder
en slik rekombinant adenoviral vektor 166 bp av 3’ -enden
av 55K-kodingssekvensen. Som apenbart for fagmannen, er
oppfinnelsen ikke begrenset til narver av en sekvens som
forekommer i en tilgrensende strekning direkte oppstrgms
for pIX-kodingssekvensene i det naturlige adenovirus. I
stedet vil det ogsd vere mulig i henhold til oppfinnelsen
& ha sekvenser som er mer opptregms, dvs. fra E1B 55K-
regionen (f.eks. en restriksjon eller et PCR-fragment,
se f.eks. eksempel 10 og fig. 9), kondensert til de mer
proksimale regulerende pIX-sekvenser, for derved a
fremkalle en kunstig kombinasjon av regulerende
sekvenser, forutsatt at dette resulterer 1 gket pIX-
ekspresjon i1 en gitt pakkende celle, sammenlignet med

fraver av enhver E1B 55K-sekvens. Nevnte adenovirus er
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et adenovirus av undergruppe B, mer foretrukket et Ad35-
eller Adll-adenovirus. Adenoviruser av serotypene 35
eller 11 har vist seg & vare spesielt nyttige for
administrasjon til mennesker, idet det er meget ferre
individer som har ngytraliserende antistoffer for disse
serotyper enn for serotypen 5 som hittil er blitt mest
anvendt (WO 00/70071).

Som et alternativ eller i tillegg til nerver av E1B 55K-
sekvenser som gker ekspresjonen av pIlX-genet, er det ogsa
mulig & overuttrykke pIX 1 seg selv ved a mutere pIX-
genet, fortinnsvis dens promoter, & gke stabiliteten
og/eller pakkekapasiteten av et rekombinant adenovirus.
Et modifisert pIX-gen er et pIX-gen som har en forskjel-
lig promoter og/eller transkripsjonsterminator, og/eller
muterte kodende sekvenser, f.eks. oppnadd ved kodon-
optimering, innfgring av introner som stabiliserer RNA
og lignende. Et pIX-gen 1 henhold til oppfinnelsen om-
fatter genetisk informasjon som koder pIX, og inkluderer
nukleinsyre sd som pIX-genet som fins 1 naturlige adeno-
viruser, cDNA og informasjon som koder mutant pIX 1 form
av alleliske varianter eller nukleinsyre som koder mutant
pIX som har minst en del av funksjonen hos pIX som kan
avvike fra normalt pIX i kvantitative eller kvalitative
henseender, avledet fra eller basert pd pIX ved muta-
sjon, sletting, addisjon eller translokasjon av amino-

syrer eller kombinasjoner derav.

Hvis et rekombinant adenovirus har en sletting av minst
E1B 55K-regionen opp til og inkluderende stoppkodonet 1
E1B 55K-genproduktet, vil pIX’ets apne leseramme vare
forutgadtt av sekvenser mellom E1B 55K-stoppkodonet og
startkodonet i pIX. Disse sekvenser omtales heri som de
"endogene proksimale pIX-oppstregmssekvenser" (f.eks. Ad35
pIX-oppstrogmssekvensen i1 Ad35-baserte rekombinante adeno-
virale vektorer, Adll pIX-oppstrgmssekvensen 1 Adll-
baserte rekombinante adenovirale vektorer, etc. er omtalt

som endogene i denne henseende; definisjonen inkluderer
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alleliske varianter som kan forekomme i naturen, og som
ikke er skapt i laboratoriet; se Fig. 3A for noen proksi-

male pIX-oppstrgmssekvenser).

En "heterolog promoter"”, som er anvendt heri, er definert
som enhver sekvens forskjellig fra sekvensene som natur-
lig forekommer oppstrgms for pIX-genet, inklusive sekven-
sene i1 E1B 55K-regionen og de endogene proksimale pIX-
oppstrgmssekvenser, og som er i stand til & virke som en
promoter og derved regulere transkripsjon av pIX-kodings-
sekvenser. I et aspekt kan en heterolog promoter vere en
sekvens som er minst delvis avledet fra eller basert pa
en proksimal pIX-oppstrgmssekvens (dvs. sekvensene mellom
E1B 55K-stoppkodonet og startkodonet i pIX) fra et adeno-
virus fra en annen serotype enn serotypen fra hvilken den
rekombinante adenovirale vektor er avledet (f.eks. en AdS
pIX-oppstrgmssekvens 1 en Ad35-rekombinant adenoviral
vektor). Denne omtales heri som en "ikke-endogen proksi-

mal pIX-promoter".

I en utfgrelsesform av oppfinnelsen drives Ad35-avledet
pIX-ekspresjon av en AdS5 ikke-endogen proksimal pIX-
promoter. Enhver ikke-endogen proksimal pIX-promoter
avledet fra eller basert pa den proksimale pIX-oppstrgms-
sekvens fra en serotype som gir hgyere nivaer av pIX-
ekspresjon enn de endogene plX-proksimale sekvenser i den
adenovirale vektor, kan anvendes. Identifikasjon av slike
ikke-endogene proksimale pIX-promotere kan vare basert pa
sekvensinformasjon, som vil vare apenbar for fagmannen
fra Eksempel 4. Den adenovirale vektor i henhold til
oppfinnelsen er avledet fra eller basert pa et adenovirus
av undergruppe B-serotype. I spesifikke utfgrelsesformer
er nevnte adenovirale vektor avledet fra eller basert pa
en adenovirus av serotype 35 (Ad35), Adil, Adz eller
Ado. I alternative utfgrelsesformer er nevnte ikke-
endogene proksimale pIX-promoter minst delvis avledet
fra eller basert pad en proksimal pIX-oppstrgmssekvens av

et adenovirus klassifisert i undergruppe C, A, D eller

334299
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F. I spesielle utfgrelsesformer er nevnte ikke-endogene
proksimale pIX-promoter minst delvis avledet fra eller
basert pa en proksimal pIX-oppstrgmssekvens av et
adenovirus av serotype 12 (Adl2), Ad9 eller Ad40, eller
mer foretrukket av Ad5 eller Ad2. Alternatively kan
sekvenser som virker som en ikke-endogen proksimal pIX-
promoter, finnes empirisk ved generelle
molekylaerbiologiske metoder kjent for fagkyndige
personer, sa som ved transkripsjonsanalyser hvori
promotere kan testes rutinemessig med hensyn til styrke.
Det vil vere apenbart for fagmannen at elementer fra en
promoter kan vare utvekslet uten a bytte ut hele
promoteren, f.eks. kan & tillegge, slette eller mutere
kjente transkripsjonsfaktorbindende sekvenser til en
promoter ha innflytelse pad dens styrke. Mutasjon av minst
en del av promotersekvensene kan gjgres ved & forandre
sekvensen ved mutasjoner, sa som ved addisjoner, slet-
tinger eller utbytting av et eller flere nukleotider, og
a innlemme strekninger av nukleotider med en kjent
funksjon. Utbytting av promotersekvenser gjgres ved &
erstatte en del av eller alle disse sekvenser med en
forskjellig promoter. Slik erstatning kan gjgres i hen-
hold til standardiserte molekylerbiologiske teknikker
som alle er velkjent for fagmannen. Enhver promoter kan
konstrueres 1 opererbar forbindelse med pIX-genet som

velges, og testes med hensyn til dens virkning.

I et annet aspekt er en heterolog promoter ikke beslektet
med adenovirale ikke-endogene proksimale pIX-promotere.
Derfor kan heterologe promotere ogsa vaere virale pro-
motere, inklusive, promotere basert pa eller avledet fra
Cytomegalovirus (CMV, f.eks. den humane umiddelbare
tidlige CMV-genpromoter, 1 det fglgende heri omtalt som
CMV-promoteren), Rous Sarcoma Virus (RSV, f.eks. den
lange terminale gjentagende RSV-promoter, i det fglgende
omtalt heri som RSV-promoteren), TK, HBV, SV40 og
lignende. I en utfgrelsesform anvendes en adenoviral

ElB-promoter som en heterolog promoter.
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Cellularpromotere kan ogsa anvendes som heterologe pro-
motere, og disse omfatter, promotere fra PGK,
metallotionein, EFl-a,P-aktin og lignende. Syntetiske
eller hybridiserte promotere omfattende elementer fra
mer enn en promoter, kan ogsa anvendes for oppfinnelsen,
og alle er innbefattet innenfor omfanget av uttrykket
heterolog promoter. Promotere som anvendes, kan vare
grunnleggende eller induserende. I forbindelse med en
induserende promoter anses en promoter passende for
oppfinnelsen hvis den gir overekspresjon 1 sin induserte
tilstand. Enhver promotersekvens som resulterer i
overekspresjon av pIX 1 henhold til oppfinnelsen, kan
anvendes som en heterolog promoter i1 henhold til
oppfinnelsen. Foruten promoterstyrke, er et andre aspekt
som bestemmer nytten av en spesielt promoter, nar den er
nervaerende 1 den rekombinante adenovirale vektor 1 seg
selv, dens stgrrelse, idet lengre promotere vil oppta
plass som er tilgjengelig for transgenet. En fagkyndig
person vil vare i stand til & anvende foreliggende
oppfinnelse for & optimere vektoren eksperimentelt
vedrgrende promoterens lengde og styrke med hensyn til
innfgyningens sterrelse, for & finne den mest stabile

rekombinante vektor.

Det vil vere klart at en heterolog promoter kan frem-
deles innholde eller omfatte deler av eller alle de
endogene proksimale pIX-oppstrgmssekvenser, eller alter-
nativt helt erstatte disse sekvenser, forutsatt at den
heterologe promoter 1 henhold til oppfinnelsen kan
fordrsake overekspresjon av genetisk informasjon som
koder pIX 1 en pakkende celle som er valgt. Det vil ogsa
vere klart for fagmannen at ndr en endogen ikke-pIX
adenoviral promoter (f.eks. El1A-, E2A- etc. promoteren)
eller en heterelog promoter som for eksempel regulerer
transgenet, anvendes for a drive ekspresjonen av pIX ved
a anvende et indre ribosomisk inngangssete (IRES) mellom
det ikke-pIX-adenovirale gen eller transgenet og plX-

kodingssekvensen (i en hvilken som helst rekkefglge), ma
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denne betraktes som innenfor omfanget av uttrykket

"heterolog promoter" i henhold til oppfinnelsen.

Et forhgyd eller gket niva av pIX-genprodukt er
resultatet av overekspresjon av pIX-genet i en pakkende
celle som er valgt. Overekspresjon av pIX-genet anvendt
heri er definert som et ekspresjonsniva av pIX, enten pa
RNA- eller proteinniva eller begge deler, hvilket er
hgyere enn pIX-ekspresjonsnivaet oppnadd ndr den kodende
region av pIX er bak de "endogene proksimale pIX-
oppstrgmssekvenser" som definert heri, i en gitt
pakkende celle. "Overekspresjon" er meningsfullt i
forbindelse med foreliggende oppfinnelse for en spesielt
heterolog promoter-pIX-kombinasjon av et adenovirus 1
kombinasjon med en spesielt pakkende celle som er valgt.
Metoder for & bestemme ekspresjonsnivaer er generelt
velkjent for fagkyndige personer, og omfatter RT-PCR,
“Northern blotting”, “Western blotting” og lignende. For
foreliggende oppfinnelse, vil overekspresjon kunne males
ved & bestemme ekspresjonsnivaene i et rekombinant
adenovirus med en gitt innfgyning (f.eks. luciferase) 1
en gitt pakkende celle som er valgt, hvori den genetiske
informasjon som koder pIX, er bak de endogene proksimale
pIX-oppstrgmssekvenser uten E1IB 55K-sekvenser, og
sammenligne disse ekspresjonsnivder med nivadene i et
rekombinant adenovirus som er det samme unntatt at pIX-
kodingsregionen reguleres av en heterolog promoter eller
av sekvenser fra det endogene ElE 55K-gen (dets
“naturlige” promoter som er blitt minst delvis
rekonstituert). Overekspresjon av pIX er indikert av et
forholdstall hgyere enn 1 for ekspresjonsnivaet oppnadd
ved den heterologe eller "naturlige” promoter i forhold
til det som er oppnadd ved de endogene proksimale pIX-
oppstrgmssekvenser uten E1B 55K-sekvenser. Valget av en
pakkende celle bestemmes av faktorer sa som serotypen av
elementene i det rekombinante adenovirus som samhandler
med de kompletterende adenovirale funksjoner 1 den

pakkende celle, produktrenhet (s& som fraver av
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replikasjonsdyktig adenovirus fra den genererte sats),
letthet & anvende, vekstkarakteristikker og lignende.
Eksempler pad pakkingsceller er kjent for fagmannen og
omfatter 293-celler, 9ll-celler og PER.C6™-celler som er
anvendt heri, samt derivater derav tilpasset for
komplementering av adenovirale vektorer av spesifikke

serotyper, s& som PER55K.

Det vil vere klart at i alle utfgrelsesformer av oppfin-
nelsen kan pIX-kodingssekvensene og de regulerende
sekvenser som driver ekspresjonen av plIX, posisjoneres
pa deres naturlige lokalisering innen adenovirusgenomet,
samt 1 forskjellige deler av adenovirusgenomet, f.eks. 1

regionen som opprinnelig inneholdt E3-sekvensene.

Rekombinante adenoviruser med gket stabilitet er i stand
til & innlemme stgrre genomer i viruspartikler (viri-
oner). Foglgelig vil & oke stabiliteten av rekombinante
adenoviruser anvendt heri gjgre det mulig for rekombi-
nante adenoviruser i henhold til oppfinnelsen a omfatte
mer fremmed genetisk informasjon, omfattende et gen av
interesse. Videre kan rekombinante adenoviruser med gket
stabilitet i henhold til oppfinnelsen vere i stand til a
propageres for mer spredning uten tegn pa ustabilitet.
Stabiliteten kan males ved hjelp flere metoder som er
kjent for fagkyndige personer, inklusive PCR pa
rekombinant virus for a vise narver av gnskede
rekombinante adenovirale vektorer. Ustabilitet vil fgre
til biprodukter, som ogsa kan synliggjgres ved PCR-
metoder og lignende. Restriksjonsanalyse av viralt DNA,
bestemmelse av den relative smittsomhet av
viruspartikler, bestemmelse av termostabiliteten av
adenovirale partikler ogsd kan anvendes til & bestemme
stabiliteten av rekombinante adenovirale vektorer
(Caravokyri og Leppard, 1995). Metoder for & bestemme
stabilitet/ustabilitet av rekombinante adenovirale
vektorer er ogsa angitt i Eksempel 3 1 denne ansgkning.

Et rekombinant adenovirus, ogsa& kalt en rekombinant
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adenoviral vektor, eller adenoviral vektor, anvendt heri
er avledet fra eller basert pa et undergruppe B
adenovirus, mangler minst en del av El-regionen
(omfattende E1A- og El1B-genene) av et adenovirus og kan
omfatte fremmed genetisk informasjon, av hvilken
leveranse og/eller ekspresjon av nevnte vektor er
gnskelig. Eksogen (eller fremmed) genetisk informasjon
som er anvendt heri, er enhver genetisk informasjon som
ikke er naturlig nervaerende i1 et adenovirus, og er ogsa
omtalt som transgen. Dette omfatter gener av interesse,
ekspresjonskassetter og lignende. Slik eksogen genetisk
informasjon kan fylle rommet i genomet som er blitt
tilgjengelig ved slettingen av adenovirale El-sekvenser.
Rekombinante adenovirale vektorer er nyttige for
forskjellige formal, sa som ved genterapeutiske
anvendelser, vaksinefremstilling og lignende. I tillegg
til El-regionslettingen kan ogsd E3-sekvenser vare
slettet fra slike adenovirale vektorer, for & gke
kapasiteten for fremmed genetisk informasjon 1 visse
foretrukne utfgrelsesformer. Andre slettinger og
forskjellige kombinasjoner av en del av eller
fullstendige slettinger av E2-, E3- og E4-regioner
kombinert med El-slettingen kan anvendes, hvis ngdvendig
i kombinasjon med en pakkende celle omfattende genetisk
informasjon som mangler i den adenovirale vektor, néar
det er nedvendig for replikasjon av den adenovirale
vektor. Alle rekombinante adenoviruser som har en
sletting i El-regionen kombinert med eventuelt enhver
annen sletting 1 adenovirusgenomet, er ment & vare
innbefattet innenfor omfanget av foreliggende
oppfinnelse. Adenovirusene ifglge foreliggende oppfin-
nelse kan anvendes i1 forskjellige innrettinger sa& som
genterapi eller profylaktisk og/eller terapeutisk
vaksinasjon, inklusive tumorvaksinasjon og anti-viral
vaksinasjon. For dette virker den adenovirale vektor som
et genleverende middel, hvori et ikke-naturlig gen er
innlemmet 1 det adenovirale genom. Den adenovirale

partikkel kan deretter innsiktes spesifikt pa malceller
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av interesse; adenoviruset bindes til den spesifikke
celle enten via capsid-reseptorbinding eller via andre
midler, og leverer transgenet. Innsikting av adeno-
viruser kan utfgres pad mange forskjellige mater.
Personer med utdannelse i faget adenoviral vektor-
malretting vil kjenne til alle de forskjellige mulig-
heter som anvendes for & levere de adenovirale vektorer
til cellene av interesse. Slike muligheter omfatter
capsid-endringer (fiber-, hexon- og/eller
pentonmodifikasjoner, sa som slettinger, utvekslinger
mellom fibere av forskjellige serotyper, og addisjoner
av peptider og/eller andre bindingsgrupper), hvori
chimeriske fibere produseres som gjenkjenner en reseptor
som er narvaerende pad cellen av interesse, eller hvori
bindingen av penton-basen utnyttes. Andre muligheter er &
binde madlrettende grupper til kapsid-proteinene, hvori
for eksempel bindende peptider, kjente og sterke bindende
proteiner, eller antistoffer eller deler derav er bundet
til kapsid-proteinene for & oppna spesifikk madlretting.
Slike vektorer kan alle produseres under anvendelse av
metodene og midlene tilveiebragt ved foreliggende
oppfinnelse. Derfor beskriver foreliggende oppfinnelse
ogsa rekombinante adenovirusvektorer i henhold til
oppfinnelsen, hvilke videre omfatter en sekvens som koder
et ikke-adenoviralt protein. Slike sekvenser kan vare
nerverende pa forskjellige lokaliseringer innen den
adenovirale ryggrad, men fortinnsvis er de lokalisert i
El-regionen, som mangler i1 de rekombinante adenovirale
vektorer ifglge oppfinnelsen. El-regionen er komplettert
ved de kompletterende elementer nervarende i de
kompletterende celler. Retningen for promoteren,
transgenet og andre regulerende sekvenser kan vere mot
den venstre, samt til den hgyre inverterte terminale
gjentakelse.

Foreliggende oppfinnelse kan ogsa anvendes for produksjon
av virale vektorer basert pa adenovirus og/eller pa andre

viruser sa som det adeno-forbundet virus (AAV), hvori
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kombinasjonen, sa som et chimerisk Ad-AAV-virus, kan
integreres i vertscellegenomet. Flere metoder er kjent i
faget for & generere integrerende adenoviruser. Generelt
er oppfinnelsen ogsa nyttig for produksjon av adenovirus-
former som (spesifikt, eller ikke-spesifikt) kan

integreres.

Som nevnt kan flere ikke-adenovirale transgener klones
inn i de rekombinante adenovirale vektorer ifglge
foreliggende oppfinnelse. Disse omfatter ikke bare
regulerende nukleinsyresekvenser sa som forsterkere,
promotere (f.eks. sterke ikke-adenovirale promotere sa
som cytomegalovirus-promoteren, SV40-promoteren og RSV-
promoteren) og polyadenyleringssignaler, men ogsa

heterologe gener for terapeutiske formal.

Derfor tilveiebringes, i et aspekt av oppfinnelsen,
rekombinante adenovirusvektorer 1 henhold til oppfin-
nelsen, hvori nevnte ikke-adenovirale protein er valgt
fra gruppen bestdende av: et celledgdinduserende
polypeptid, et tumor-spesifikt antigen, et viralt
protein, et hormon og et cytokin. Ikke-begrensende
eksempler pa& ikke-adenovirale faktorer, proteiner,
polypeptider og peptider er transkripsjonsfaktorer,
intracellulsre signaliserende proteiner, fosfataser,
kinaser, apoptose-inhiberende faktorer,
reseptorantagonister, lgselige former av membran-bundne
reseptorer, RNA-inhibitorer, anti-sense-RNA'er, narre-
faktorer, ribozymer, og mer spesifikt tymidinkinase,
erytropoietin, nytt erytropoese-stimulerende protein
(NESP), IL3, ceNOS, gamma-interferon og gpl00. Ikke-
adenovirale virale proteiner kan klones inn i de
rekombinante adenovirale vektorer tilveiebragt ved
fremgangsmatene og midlene ifglge foreliggende oppfin-
nelse for vaksinasjonsformdl. Slike virale proteiner
omfatter gag, poi, env, nef, etc. for HIV-vaksiner, E6-o0g
E7-proteiner for menneskelig papillom-virus-vaksiner,

circumsporozoit-proteiner fra Plasmodium protozoa for
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malariavaksiner, rotaviruskomponenter for rotavirus-
vaksiner, ebola-proteiner for ebola-vaksiner, F- og G-
genprodukter fra respiratorisk syncytialvirus for
respiratoriske syncytialvirus-vaksiner, HA og NA for

influensa-vaksiner, etc.

Adenoviruser i henhold til oppfinnelsen er fortinnsvis
humane adenoviruser, dvs. avledet fra eller basert pa
adenovirus som er i stand til & infisere menneskelige
celler, men oppfinnelsen er like nyttig for ikke-humane
adenoviruser. En fagkyndig person vil kjenne til det
faktum at i1 tillegg til alle menneskelige adenoviruser er
tallrike ikke-menneskelige adenoviruser blitt identifi-
sert 1 faget. Det er apenbart at ogsa ikke-menneskelige
adenoviruser kan anvendes for & oppnd de samme resultater
som beskrevet i foreliggende oppfinnelse. Eksempler pa
ikke-menneskelige adenoviruser som kan produseres under
anvendelse av fremgangsmatene og midlene ifglge
foreliggende oppfinnelse, er hunde-, okse-, ape - og
fugle-adenoviruser. Serotyper anvendt heri gar derfor

utover artsbegrensede serotyper.

"Avledet fra" som er anvendt heri, betyr at nukleinsyre-
sekvenser, gener eller proteiner som normalt forekommer
i et adenovirus, anvendes for generering av rekombinante
adenoviruser i henhold til oppfinnelsen. Metoder for a
generere slike rekombinante adenoviruser er velkjent for
fagkyndige personer, og omfatter, men er ikke begrenset
til, generelle molekylarbiologiske metoder sa som
kloning av genetisk informasjon inn i @nskelige
konstellasjoner ved bruk av restriksjonsenzymes og
lignende. Rekombinante adenoviruser kan ogsad baseres pa
adenovirale sekvenser. "Basert pa" som er anvendt heri,
er ment & skulle omfatte syntetisk konstruksjon av
genetisk informasjon basert pa kunnskap om slik genetisk
informasjon. Slike metoder omfatter anvendelse av
adenoviralt genetisk material som modell for PCR for &

konstruere et nytt adenoviralt konstrukt som er basert
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pa sekvensen i modellens adenovirus, konstruksijon av
fullstendig syntetisk genetisk informasjon med en
gnskelig sekvens f.eks. ved & binde syntetiske oligo-
nukleotider til et gnskelig konstrukt, og lignende. Det
bgr vere underforstatt at “avledet fra” ikke ngdvendig-
vis betyr en direkte kloning av det naturlig fore-
kommende DNA. En fagkyndig person vil ogsd vere klar
over mulighetene innen molekyler biologi for a oppna
mutante former av en viss del av en nukleinsyre. Disse
mutasjoner kan gi en forskjellig funksjonalitet, men de
kan ogsa vere stille pa den mate at visse mutasjoner
ikke endrer funksjonaliteten av denne spesielle del av
DNA’et og dets kodede protein. Derfor ma& uttrykkene
“funksjonell part, derivat og/eller analog derav” for-
stds som ekvivalenter av nukleinsyren de er beslektet
med. En fagkyndig person vil forstda det faktum at visse
slettinger, utvekslinger, (punkt)mutasjoner, addisjoner
etc. likevel kan resultere i en nukleinsyre som har en
lignende funksjon som den opprinnelige nukleinsyre. Det
ma derfor vaere underforstdtt at slike endringer som ikke
signifikant endrer funksjonaliteten av proteinene, sa
som plX-proteinet, E4-orf6 og E1B-55K-genproduktet, er
innenfor omfanget av foreliggende oppfinnelse. Det vil
vare apenbart for fagkyndige personer at metoden for &
oppna genetisk informasjon som koder det rekombinante
adenovirus, kan varierer uten & avvike fra omfanget av

foreliggende oppfinnelse.

Menneskelige adenoviruser er blitt klassifisert i under-
gruppene A-F, som omfatter 51 serotyper (se f.eks. EP
0978566) . For noen bruksomrader kan det vare gunstig a
anvende adenovirale vektorer avledet fra eller basert pa
adenoviruser fra spesifikke undergrupper eller fra visse
serotyper som har en vevstropisme for en gnskelig celle-
type, f.eks. dendrittiske celler (WO 02./24730).
Generelt fraver av ngytraliserende antistoffer i popula-
sjonen mot adenovirus fra visse undergrupper eller fra en

[}

spesifikk serotype er ogsa en viktig parameter for a
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bestemme serotypen som er valgt (WO 00/70071). P& grunn
av likheten mellom virusene av undergruppe B (se f.eks.
Eksemplene 4 og 11) er det forventet at oppfinnelsen er
spesielt passende for adenovirusene av undergruppe B.
Felgelig relaterer foreliggende oppfinnelse til
adenovirale vektorer avledet fra eller basert pad et
adenovirus klassifisert i undergruppe B. Undergruppe B
av menneskelige adenoviruser omfatter AdS5, Ad7, Adll,
Adl4, Adl6, Ad21l, Ad34, Ad35 og Ad50. Foretrukne
utforelsesformer av foreliggende sgknad relaterer til
rekombinante adenovirale vektorer avledet fra eller
basert pa Ad35- eller Adll-serotyper. Foruten & lete
etter en serotype for spesifikke bruksomrader, kan sa-
kalte chimeriske adenoviruser anvendes. Disse omfatter
deler av eller alle genetiske sekvenser som koder for
kappeproteiner, sa som fiber, penton eller hexon, fra en
eller flere adenovirale serotyper bundet til den
gjenvaerende genetiske informasjon (den “hovedsakelige”
adenovirale vektordel) fra andre serotyper, som kan an-
vendes til & minske immunogenisiteten eller forandre
vevstropismen for den “hovedsakelige” adenovirale wvektor
(EP 0978566). Den “hovedsakelige” del anvendt heri betyr
at den bidrar mest av genetisk informasjon til nevnte
chimeriske wvirus, og et chimerisk adenovirus wvil derfor
vere innbefattet 1 serotypegruppen for den
“hovedsakelige” del av et slikt virus. Det vil vare
apenbart for fagkyndige personer at foreliggende
oppfinnelse ogsa kan anvendes for slike chimeriske
adenoviruser ndar disse vil kunne stilles overfor
lignende ustabilitetsproblemer. Det kan for eksempel
forventes at et chimerisk adenovirus omfattende Ad35
sekvenser som den hovedsakelige del og omfattende en
fiber som er avledet fra eller basert pa f.eks. et Adll-
adenovirus, kan ha lignende ustabilitet ved propagering
som rapportert for Ad35’s rekombinante adenovirale
vektorer beskrevet her. Fglgelig, nar rekombinante

adenoviruser er nevnt i1 denne sgknad, er chimeriske
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adenovirale vektorer ment & vere innbefattet i

foreliggende oppfinnelse.

Elementene som er ngdvendige for & fremstille og sette
sammen rekombinante adenovirale vektorer, er velkjent
for fagmannen (beskrevet ovenfor; US patent 5,994,128;
Russell, 2000). Produksjon av El-slettede rekombinante
adenoviruser i form av virioner gjgres i pakkende
celler, ogsa kalt kompletterende celler. Slike celler
tilveiebringer in trans den genetiske informasjon om
adenoviruset som mangler i nevnte rekombinante adeno-
viruser, og som er ngdvendig for & produsere rekombinant
virus (rekombinante virioner). Velkjente pakkende celler
er 293-celler, 9ll-celler og PER.C6™-celler (ovenfor).
For de fleste formdl er det fordelaktig & anvende en
pakkende celle og en rekombinant adenoviral vektor som
mangler overlappende sekvenser som ellers ville kunne
fore til homolog rekombinasjon, hvilket resulterer i
replikasjonsdyktig adenovirus (US patent 5,994,128).
PER.C6™, som deponert er under nr. 96022940 ved den
europeiske samling av cellekulturer fra dyr ved “the
Center for Applied Microbiologi and Research, er derfor
en meget passende pakkende celle for propagering av
rekombinante adenoviruser. Andre metoder for a minske
genereringen av replikasjonsdyktig adenovirus er ogsa
blitt planlagt og angdr for eksempel manipulering av
adenovirale sekvenser for & redusere homologien mellom
sekvenser nerverende 1 den pakkende celle og vektoren
(f.eks. Hehir et al., 1996; Robert et al., 2001).
Pakkende celler kan, foruten den obligatoriske El1-
region, omfatte andre adenovirale sekvenser for &
komplettere andre adenovirale funksjoner ndr disse er
funksjonelt manglende 1 det rekombinante adenovirus som
anvendes, sa som f.eks. deler av eller hele E2, E4 og
lignende. Den kompletterende informasjon 1 pakkende
celler kan vere narverende enten integrert 1 genomet,
eller som ekstrakromosomale kopier, f.eks. pad plasmider,

vektorer, kosmider og lignende. Andre metoder anvender
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sakalte hjelpeviruser, hvilke omfatter genetisk informa-
sjon som mangler i det rekombinante adenovirus. Rekombi-
nante adenovirale vektorer anvendes ogsa som sakalte
hjelpeviruser for produksjon av rekombinante
adenoviruser som inneholder et genom slettet for de
fleste eller alle adenovirale gener (feige vektorer
eller hjelperavhengige adenoviruser). I de endelige
produksjoner av slike feige adenoviruser er det
ngdvendig & unngd pakking av hjelpeadenoviruset. En
fagkyndig person er kjent med metodene for & oppna dette,
for eksempel ved & anvende en sete-spesifikk rekombinase
pad et konstruert sete i1 det pakkende signal for & slette
dette pakkende signal. Ofte er det ngdvendig & separere
gjenvaerende hjelpevirus fra det gnskelige virus under
anvendelse av CsCl-gradient separering. Dette er lettere
& oppnd nar genomlengdene av hjelpende og annet virus
avviker maksimalt. Derfor er et stort hjelpevirus
foretrukket ovenfor et mindre. Som apenbart for
fagmannen, kan foreliggende oppfinnelse likeledes
anvendes for & gke stabiliteten av det rekombinante
adenovirus ved bruk av et rekombinant hjelpevirus med
den gkte pIX-ekspresjon, hvilket kan oppnas ved hjelp av
metodene beskrevet 1 foreliggende oppfinnelse. Enhver
celle inneholdende genetisk informasjon som kan anvendes
til & komplettere det rekombinante adenovirus for &
generere rekombinante viruspartikler, er ment a vare
innbefattet i omfanget av betydningen av pakkende celle.
Det vil vare apenbart for fagmannen at fordelen vunnet
ved foreliggende oppfinnelse ikke er avhengig av den

pakkende celle som anvendes.

Den genetiske informasjon som koder pIX, kan enten vare
narverende pd den rekombinante adenovirale vektor, men
kan ogsad vare narvarende uavhengig av nevnte rekombi-
nante adenovirale vektor, og slik ekstraviral genetisk
informasjon kan vere narverende enten integrert i
genomet, eller som ekstrakromosomale kopier, f.eks. pa

plasmider, vektorer, kosmider og lignende. Innfgring av

334299
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genetisk informasjon i en pakkende celle kan gjgres i
henhold til mange forskjellige metoder, s& som transfek-
sjon ved lipofektamin, kalsiumfosfat-utfelling, viral
infeksjon og lignende. Slike metoder er generelt vel-
kjent for fagmannen, og metoden som anvendes for inn-
foring av genetisk informasjon, er ikke kritisk for
omfanget av oppfinnelsen. Funksjonelt pIX i en form som
kan uttrykkes og er anvendt heri, betyr genetisk infor-
masjon som koder pIX i opererbar binding til en promoter
eller en annen regulerende sekvens som er 1 stand til &
styre ekspresjon av nevnte genetiske informasjon som
koder pIX i1 den pakkende celle. Innfgring av genetisk
informasjon i1 den pakkende celle kan gjgres enten fgr,
samtidig med eller etter innfegringen av den rekombinante
adenovirale vektor. Det ble funnet at essensiell episo-
mal ekspresjon av pIX i en 293-basert pakkende celle-
linje kompletterer mangelen pa pIX-mutant adenovirus av
type 5 (Caravokyri og Leppard, 1995). Imidlertid er for
slike bruksomrader spesielle episomale plasmider inne-
holdende en EBNAl-ekspresjonskassett ngdvendig, og pro-
pagering av adenovirale vektorer 1 slike cellelinjer
lider av den ulempe at deler av episomet sannsynligvis
vil bli en del av den rekombinante adenovirale vektor.
Fzlgelig er genetisk informasjon som koder funksjonelt

pIX, narvarende pd den adenovirale vektor.

I forsgk pa & minske mengden av rekombinasjon som fgrer
til replikasjonsdyktig adenovirus, har noen forfattere
anvendt et pIX-gen avledet fra Ad7 - et virus av gruppe B
- som ble drevet av en mutert pIX-promoter av AdS5, for a
minske overlappingen mellom nukleinsyrene i den (AdS5-
avledede sekvensholdige) pakkende celle og den
rekombinante adenovirale vektor (Robert et al., 2001).
Imidlertid ble disse eksperimenter ikke gjort for a gke
stabiliteten av den virale vektor, og denne stabilitet
ble ikke mdlt i disse eksperimenter. I foreliggende
ansgkning er de transkripsjonsregulerende sekvenser 1

pIX i den adenovirale vektor forandret med det formdl a
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gke stabiliteten av viruset og/eller gke kapasiteten for
fremmed genetisk materiale i virioner. Oppfinnelsen
viser at en rekombinant adenoviral vektor avledet fra
Ad35 omfattende et pIX-gen under kontroll av en AdS5-
avledet proksimal pIX-promoter avledet fra Ad5 er mer
stabil/kan ha mer fremmed genetisk informasjon enn det
tilsvarende virus med de endogene (dvs. Ad35-avledede)
proksimale pIX-oppstreomssekvenser. Derfor tilveiebringer
foreliggende oppfinnelse ogsa et rekombinant adenovirus
omfattende en funksjonell pIX-kodingssekvens og med minst
en sletting i El-regionen, hvori pIX-kodingssekvensen er
under kontroll av en heterolog promoter, og hvori nevnte
rekombinante adenovirus er avledet fra eller basert pa et
adenovirus unntatt et adenovirus av serotype 5. I visse
utfogrelsesformer er nevnte heterologe promoter en ikke-
endogen proksimal pIX-promoter. I foretrukne utferelses-
former er genetisk informasjon som koder pIX, avledet fra
eller basert pad Ad35 eller Adll. I slike utforelsesformer
er en foretrukken ikke-endogen pIX-promoter en Ad5-

promoter.

I et annet aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en rekombi-
nant undergruppe B adenoviral vektor oppndelig ved hjelp
av en metode i1 henhold til oppfinnelsen. Slike
rekombinante adenovirale vektorer er nyttige, f.eks. ved
femstilling av vaksiner (WO 00/70071; WO 01/38362; WO
02/24730), som genleverende midler og lignende. Valg av
en gnskelig hovedsakelige serotype for slike rekombinante
adenovirale vektorer kan anvendes for & oppnd vektorer
med en endret vevstropisme sammenlignet med de meget
anvendte adenovirale Ad5-vektorer, og/eller kan anvendes
fordi de er mindre immunogene enn slike AdS5-avledede
vektorer (WO 00/70071). For generering av rekombinante
adenovirale vektorer er det bekvemt & klone transgenet 1
et plasmid (adapter-plasmid), inneholdende den venstre
del av et adenovirus som mangler El-sekvenser, og som har
restriksjonsenzymseter for kloning. Den rekombinante

adenovirale vektor genereres deretter ved homolog
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rekombinasjon med et kosmid omfattende den hgyre del av
adenoviruset som har ved 5’-enden overlappende sekvenser
med 3’ -enden av adapterplasmidet (se eksemplene i
foreliggende ansgkning; metoden beskrevet i WO 99/38362).
Sdledes kan det tilveiebringes en rekombinant
nukleinsyresekvens omfattende et adenoviralt venstre ITR,
et pakkende signal, andre adenovirale sekvenser med en
sletting i1 El-regionen, minst en del av E1B 55K’ets apne
leseramme og pIX-kodingssekvenser. I enda et annet aspekt
tilveiebringer oppfinnelsen et modifisert adenoviralt
pIX-gen, hvori den genetiske informasjon som koder pIX-
proteinet, ikke er avledet fra en pIX-kodende sekvens i
et adenovirus av serotype 5 eller et adenovirus av
serotype 7. I foretrukne utfgrelsesformer omfatter nevnte

modifiserte pIX-gen en heterolog promoter.

Oppfinnelsen tilveiebringer videre en rekombinant adeno-
viral pakkende celle omfattende et rekombinant adenovirus
i henhold til oppfinnelsen. I en utfgrelsesform omfatter
nevnte rekombinante adenovirale pakkende celle en
nukleinsyre som er i stand til & komplettere en E1B 55K-
mangel 1 nevnte rekombinante adenovirus, og hvori nevnte
rekombinante adenovirus omfatter et nukleinsyremolekyl
omfattende en del av sekvensen som koder et E1B 55K-gen-
produkt og gker ekspresjonen av pIX-genet, med det forbe-
hold at sistnevnte rekombinante nukleinsyremolekyl ikke
koder et funksjonelt E1B 55K-genprodukt, og hvori nevnte
celle og nevnte rekombinante adenovirus ikke omfatter
sekvensoverlapping som fgrer til dannelse av et rekombi-
nant adenovirus omfattende en nukleinsyre som koder et
funksjonelt E1B 55K-protein. Denne utfgrelsesform er
spesielt nyttig for & forhindre dannelse av rekombinante
adenoviruser omfattende ytterligere en adenovirus-
funksjon.

"Kompatibel” anvendt heri betyr derfor at et kompleks
mellom det tilgjengelige E1B-55K-genprodukt er i stand
til & danne et funksjonelt kompleks med det tilgjenge-
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lige Ed4-orf6-genprodukt pa en slik mate at dette
proteinkompleks stotter viral replikasjon, propagering
og/eller pakking til et niva som kan sammenlignes med
den naturlig forekommende situasjon eller som kan sammen-
lignes med situasjonen man finner nar en rekombinant
adenoviral vektor av serotype 5 fremstilles pa en AdS5-
kompletterende cellelinje s& som 293 eller PER.C6™.
Vektorreplikasjonen i pakkende celler er effektivt hvis
cellen, under produksjonsperioden hvori viruset dannes,
omfatter minst E1B-55K-protein og E4-orf6-protein som er
kompatibelt. Fortinnsvis er E1B-55K- og E4-orfé6-sekven-
sene fra adenoviruser innen den samme adenovirale under-
gruppe (sa&a som A, B, C, D, E eller F). Mer foretrukket
er E1B-55K- og E4-orf6-sekvensene fra den samme sero-
type. Siden etablerte cellelinjer er tilgjengelige 1
faget, hvilke er i stand til & stgtte veksten av adeno-
viruser av undergruppe C, sa som serotype 5, er det enda
mer foretrukket at E1B-55K- og E4-orfb6-genene er avledet
fra adenovirus-serotype 5. Som fagmannen vil forstad, kan
kompatibilitet bestemmes i kompletteringstester eller
undersgkelser da slike er innenfor kunnskapen hos fag-
kyndige personer vedrgrende adenoviral vektorproduksjon.
Fagmannen vil ogsa forsta at foreliggende oppfinnelse
ogsa kan anvendes for produksjon av enhver adenoviral
serotype p& enhver kompletterende cellelinje forutsatt

at E1B-55K- og E4-orf6-proteinene er kompatible.

Det er videre blitt iakttatt at Ed4-orfé—-genproduktet,
som “matcher” med E1B’et i1 den kompletterende celle-
linje, kan tilveiebringes ved den adenovirale vektor,
ved & erstatte Ed4-orf6 i den adenovirale vektor som er
valgt med en Ed4-orfé6-kodende sekvens som er kompatibelt
med ElB-genet nerverende innen den pakkende cellelinje.
Denne modifikasjon ble overraskende funnet & ikke ha en
alvorlig virkning pd stabiliteten, replikasjonen, pakkin-

gen, sammenstillingen og produksjonen av vektoren.
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Det er et spesifikt aspekt av oppfinnelsen at man na er i
stand til effektivt & produsere adenovirale serotyper,
som er forskjellige fra typene fra undergruppe C, pa
cellelinjer som normalt anvendes for produksjon av adeno-
virus av serotype 5 eller en annen serotype fra under-
gruppe C, sa som serotype 1, 2 og 6. Foreliggende oppfin-
nelse tilveiebringer metoder for fremstilling av
undergruppe B adenoviruser uten at det er ngdvendig a
tilveiebringe den kompletterende (pakkende) celle med
E4-orf6, fordi Ed4-orfb6-sekvensen, som er kompatibelt med
den kompletterende E1B-55K sekvens, er innlemmet i den

adenovirale ryggrad.

En fagkyndig person vil kjenne til det faktum at foruten
alle menneskelige adenoviruser er tallrike ikke-
menneskelige adenoviruser blitt identifisert 1 faget.
Det er &penbart at ogsa ikke-menneskelige adenoviruser
kan anvendes for & oppna de samme resultater som be-
skrevet i foreliggende oppfinnelse. Det vil vare apen-
bart for fagmannen at kompatibiliteten mellom E1B-55K og
Ed4-orf6 ikke kan vaere begrenset til menneskelige adeno-
viruser, men at ogsa elementer fra adenoviruser som er
spesifikke for forskjellige arter, kan vere kompatible.
Sadledes er det ogsad et annet aspekt av oppfinnelsen at
ikke-menneskelige adenoviruser kan produseres til hgye
titere pa kjente pakkende cellelinjer tilgjengelige i
faget, forutsatt at E1B-55K- og E4-orfé-genproduktene er
kompatible. Eksempler pa& ikke-menneskelige adenoviruser
som kan produseres under anvendelse av fremgangsmdtene
0og midlene ifglge foreliggende oppfinnelse, er hunde-,
okse-, saue-, froske-, svine, heste-, ape- og fugle-
adenoviruser. Serotyper anvendt heri gar derfor utover

artsbegrensede serotyper.

Det er flere pakkende celler kjent i faget som anvendes
for kompletterende rekombinante adenovirale vektorer og
til & produsere, sette sammen og pakke de adenovirale

partikler. Ikke-begrensende eksempler pa slike celle-
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linjer er HEK-293, 911 og PER.C6™-celler. Det er fore-
trukket & anvende cellelinjer som allerede har vist seg a
gi hgye titere av adenovirale stammer. Mer foretrukket er
kompletterende celler som er avledet fra en primer,
diploid menneskelig celle, eller en progenitorcelle
derav. Enda mer foretrukket er nevnte kompletterende
celle avledet fra en primer human retinoblastcelle, en
primer menneskelig embryonisk nyrecelle, en primar
menneskelig nervecelle eller en primer menneskelig
amniocytt. Hgyst foretrukket er & anvende en kom-
pletterende celle 1 fremgangsmatene tilveiebragt ved
foreliggende oppfinnelse, hvori nevnte kompletterende
celle er en PER.C6™-celle eller et derivat derav.
PER.C6™-celler er kjent i faget for ikke & gi opphav til
replikasjonsdyktig adenovirus nadr adenoviralt DNA an-
vendes som ikke har noen overlapping med nukleinsyren
tilveiebragt ved cellene. Mange av de adenovirale
vektorer som anvendes 1 faget, mangler El-regionen, og
derfor omfatter, i1 et aspekt av oppfinnelsen, nevnte
kompletterende celle, integrert i sitt genom, en
nukleinsyre som koder minst ett adenoviralt ElA-protein.
Fortinnsvis er nevnte nukleinsyre, som koder minst ett
adenoviralt ElA-protein, avledet fra en adenoviral sero-
type av en undergruppe forskijellige fra undergruppe B.
Mer foretrukket er nevnte nukleinsyre som koder minst
ett adenoviralt ElA-protein, avledet fra en adenoviral
serotype av undergruppe C. Hgyst foretrukne er utfgrel-
sesformer, hvori nevnte nukleinsyre som koder minst ett
adenoviralt ElA-protein, er avledet fra et adenovirus av
serotype 5. I en annen utfegrelsesform av oppfinnelsen,
tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmate, hvori
nevnte Ed4-orf6-kodende sekvens og nevnte E1B-55K-kodende
sekvens er avledet fra forskjellige adenovirale sero-
typer, og hvori nevnte forskjellige adenovirale sero-
typer er medlemmer av den samme adenovirale undergruppe.
Fortinnsvis er nevnte E4-orf6-kodende sekvens og nevnte
E1B-55K-kodende sekvens avledet fra forskjellige adeno-

virale serotyper, og hvori nevnte forskjellige adeno-
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virale serotyper er begge medlemmer av undergruppe C.
Mer foretrukket er nevnte E4d4-orfb6-kodende sekvens og
nevnte E1B-55K-kodende sekvens avledet fra den samme
adenovirale serotype. Meget foretrukne er metoder, hvori
nevnte E4d4-orfé6-kodende sekvens og nevnte EIB-55K-kodende

sekvens er avledet fra den adenovirale serotype 5.

Oppfinnelsen vedrgrer ogsd metoder hvori adenovirale
vektorer kan produseres under anvendelse av de passende
kompletterende/pakkende celler og den adenovirale vektor
av interesse. For en effektiv produksjonsprosess er det
nyttig & anvende de riktige celler med den passende

adenovirale vektor.

Oppfinnelsen er spesielt nyttig for replikasjon av El-
slettede chimeriske adenoviruser som er avledet nesten
fullstendig fra en serotype bortsett fra adenovirus 5.
Slike vektorer trenger bare & vere utstyrt med en
nukleinsyre som koder adenovirus 5 E4orf6 eller en
funksjonell del, derivat og/eller analog derav. Straks
den er utstyrt med dette, kan vektoren effektivt
repliseres p& normal adenovirus 5 El-kompletterende
pakkende cellelinjer. Stabiliteten av vektorene er
forbedret, og vektorene kan vare komplettert med hensyn
til slettinger i bade E1A og E1B. Ved & tilveilebringe
slike vektorer med en nukleinsyre som koder adenovirus
Ed4orf6, er det mulig & oppna effektiv plakkrensing og
gode utbytter og fravaer av et ytterligere forurensnings-
problem som forekommer med naturlig forekommende
substans, nadr de dyrkes pa 293- eller 91l-celler. I
PER.C6 kan naturligvis naturlig forekommende adenovirus-

kontaminering ogsd forhindres pa& andre mater.

En ytterligere fordel med en rekombinant vektor ifglge
oppfinnelsen er at det ikke er behov for & generere
spesielle cellelinjers adenovirale E4-orf6 fra en
nukleinsyre integrert inn 1 genomet. Selv om slike

cellelinjer eksisterer, er kanskje produksjonsparametre
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sa som oppskalering og lignende, og/eller regulerings-
problemer ikke blitt lgst i samme grad som for celle-
linjer s& som PER.C6™. Dette kan minst delvis vare pa
grunn av det faktum at med flere og flere fremmede gener
innsatt 1 genomet i cellelinjen er det vanskelig a
bibeholde stabiliteten 1 alle fremmede sekvenser (eller
ekspresjonen derav). I foreliggende oppfinnelse ble det
funnet at minst noen av problemene forbundet med lavt
utbytte av vektorer basert pa ikke-adenoviral serotype 5
og stabiliteten av adenovirale serotypiske vektorer fra
undergruppe B, sa& som adenovirus-serotype 7, 11 og 35 pa
adenovirus-serotype 5-pakkende cellelinjer, kan over-
vinnes med en rekombinant adenoviral vektor ifglge

oppfinnelsen.

Det vil vare klart at ogsa de to hovedsakelige aspekter
av oppfinnelsen kan kombineres for & sgrge for stabile
rekombinante adenoviruser som kan vokse pd bekveme pak-
kende celler som er lett tilgjengelig. Oppfinnelsen til-
veiebringer saledes et rekombinant undergruppe B
adenovirus omfattende et rekombinant nukleinsyremolekyl
som har minst en sletting i El-regionen, hvor minst en
del av sekvensen som koder E1B 55K-genproduktet og gker
ekspresjonen av pIX-genet, er nerverende i nevnte
rekombinante nukleinsyremolekyl, med det forbehold at
nevnte rekombinante nukleinsyremolekyl ikke koder et
funksjonelt E1B 55K-genprodukt; idet nevnte rekombinante
adenovirus videre omfatter strukturelle og ikke-
strukturelle elementer av et adenovirus av en fgrste
serotype, hvori nevnte adenovirus videre omfatter en
sekvens som koder et funksjonelt Ed4-orf6-protein, eller
en funksjonell del, derivat og/eller analog derav, hvori
nevnte sekvens er en E4-orfb6-kodende sekvens avledet fra
et adenovirus av en andre serotype forskjellig fra
nevnte fgrste serotype. Alternativt eller i tillegg til
a4 ha minst en del av E1B 55K-sekvenser, kan nevnte
nukleinsyre ha et pIX-genprodukt som reguleres av en

heterolog promoter. Fortinnsvis er nevnte fgrste
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serotype fra undergruppe B sa som Adll, Adl4, Adls,
Ad21, Ad34, Ad35 eller Ad50. I en utfegrelsesform
omfatter det rekombinante adenovirus videre en sekvens
som koder et ikke-adenoviralt protein, polypeptid eller
peptid. Slike rekombinante adenoviruser er stabile og
kan vokse pad lett tilgjengelige pakkende celler, sa som
Ad5 El-holdige pakkende celler, fortinnsvis PER.C6™-
celler, nar Ed-orf6 i det rekombinante adenovirus er
kompatibelt med Ad5 El-genprodukter, for eksempel nar
E4-orf6 i nevnte adenovirus er avledet fra AdS.
Forhindringen av generering av replikasjonsdyktig
adenovirus eller funksjonelt El-protein inneholdende
adenovirale partikler er et kjent problem i faget og er
blitt legst ved & forhindre overlapping mellom El-
sekvensene narverende i1 adenoviruset med sekvensene 1
den pakkende celle (US patent 5,994,128). I utfgrelses-
former av oppfinnelsen vil kombinasjon av f.eks. et
Ad35-avledet adenovirus omfattende E1B 55K-sekvenser som
gker stabiliteten av viruset ved & innvirke pa pIX-
ekspresjon, med en pakkende celle omfattende El-regioner
fra AdS5, ikke fgre til homolog rekombinasjon med sam-
tidig dannelse av et rekombinant adenovirus omfattende

en nukleinsyre som koder et funksjonelt E1B 55K-protein.

Oppfinnelsen vil na& bli illustrert med noen eksempler.
EKSEMPLER

Standardiserte molekylaerbiologiske metoder ble anvendt

(f.eks. Sambrook og Russel, 2001), med mindre noe annet

er sagt. Primersekvenser er angitt i tabell IV.

Eksempel 1. PER.C6™-baserte kompletterende cellelinjer for
El-slettede Ad35-viruser.

PER.C6-celler ble utsaddd i 10 cm kulturskaler i en
tetthet av 3x106 celler/skal i1 PER.C6 kulturmedium (DMEM
(Gibco BRL) komplettert med FBS (Gibco BRL) opp til 10%
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og 10mM MgCl, (4,9 M stamlgsning, Sigma)). To dager
senere ble 9 skdler transfisert med 1 pg Scal linearisert
PIG35.55K DNA (beskrevet nedenfor), og 9 skaler ble
transfisert med 1,5 pg Scal linearisert pIG35.55K DNA.
Separate kontrollskaler ble transfisert med 1 eller 1,5
pg Scal linearisert pAdApt35.LacZ (beskrevet 1 WO
00/70071) for & overvake transfeksjonseffektiviteten og
med 1 eller 1,5 pg Scal linearisert pcDNA.nlsLacZ.
pcDNA.nlsLacZ (beskrevet 1 W099/55132) er et pcDNA3-
basert plasmid (Invitrogen) og nlslacZ-genet drives av
CMV-promoteren. pcDNA.nlsLacZ inneholder ogsa en neo’-
ekspresjonskassett. Som negativ kontroll ble én ekstra
skdl transfisert med linearisert pAdApt35.LacZ, et
konstrukt som mangler det neo'-utvelgende gen. Alle
transfeksjoner ble utfgrt med LipofektAmine-transfek-
sjonssettet (Invitrogen/Life Technologies) 1 henhold til
fabrikantens instruksjoner under anvendelse av 5 ml
LipofektAmine-reagens/pg DNA. Cellene ble inkubert i 4
timer med transfeksjonsblandingen, hvoretter mediet ble
erstattet med PER.C6-kulturmedium. Neste dag ble medium
erstattet med kulturmedium inneholdende 0,5 mg/ml G418
(Gibco BRL) unntatt i1 de to skaler som var transfisert
med 1 eller 1,5 pg pAdApt35.LacZ. Disse senere skaler ble
anvendt for & overvake LacZ-ekspresjon to dager etter
transfeksjon. Etter X-gal-farving av disse kulturer ble
transfeksjonseffektiviteten verdsatt til tilnermet 40%
med ubetydelig flere bla celler i1 skalen transfisert med
1,5 pg DNA. Utvelgelsesmediet ble oppfrisket to ganger
ukentlig i de gjenvarende transfiserte skaler. Innen to
uker etter fgrste tilsetning av utvelgelsesmedium var de
fleste celler i den negative kontrollskal (transfisert
med 1,5 pg pAdApt35.LacZ) dgde. I skdlene transfisert med
pcDNA.nlsLacZ var cellekloner blitt synlige. Siden
cellene transfisert med pIG35.55K syntes & vare mer
resistente mot G418, ble konsentrasjonen hevet til 0,75
mg/ml 3 uker etter transfeksjon. Tre dager og syv dager

senere ble sammenlagt 196 cellekloner plukket ut fra
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skdlene transfisert med pIG35.55K og utsadd i separate

brgnner i 96-brgnners plater.

Celler som var igjen etter koloniutplukkingen i1 to 10 cm
skdler av transfeksjonen med 1 pg pIG35.55K DNA, ble
trypsinisert, slatt sammen og ekspandert for a oppna
sammensldaing PER55K(1.0) Det samme ble gjort med to
skdler av 1,5 png transfeksjonen. PER55K(1.0)-celle-
sammenslaingen ble ekspandert og utsaddd i 4 T25-kolber i
en tetthet av 3,5x106 celler/kolbe for transfeksjon til
testvirusgenerering. I tillegg ble 3 T25-kolber med
parentale PER.C6-celler utsadd i den samme tetthet.
pPAdApt35.eGFP (et adapterplasmid basert pa pAdApt35IP1
(beskrevet 1 WO 00/70071), men ogsa inneholdende det
grgnt fluorescerende protein som markgr-gen, som var
klonet inn i pAdApt35IP1l som HindIII-BamHI-fragment
avledet fra pIPspAdapt.eGFP (beskrevet i WO 02/24933))
ble spaltet med Pacl for & frigjere de adenovirale
sekvenser fra plasmid-ryggraden. pWE.Ad35.pIX-rITR
(beskrevet 1 WO 00/70071) ble spaltet med NotI for a
frigjgre de adenovirale sekvenser fra kosmid-ryggraden.
2 kolber med PER.C6-celler og 2 kolber med PER5S5K(1.0)
celler ble transfisert med 2 pg spaltet pAdApt35.eGFP og
6 ug spaltet pWE.Ad35.pIX-rITR hver. En kolbe fra hver
cellelinje ble transfisert med 8 pg pAdApt35.LacZ for &
overvake transfeksjonseffektiviteten. Den gjenvarende
kolbe med PER55K(1.0)-celler tjente som negativ kontroll
0og ble behandlet som de andre, men fikk ikke motta
transfeksjonsblandingen. Alle transfeksjoner ble utfgrt
med LipofectAmine (Invitrogen/ Life Techn.) i henhold
til fabrikantens instruksjoner under anvendelse av for
hver transfeksjon sammenlagt 8 pg DNA og 40 pl
LipofectAmine-reagens. Transfeksjonsblandingen ble
fjernet etter 4 timers inkubasjon, og friskt
kulturmedium ble tilsatt. Transfeksjonene ble gjort
dagen etter utsaingen av cellene, og igjen to dager
senere ble celler overfgrt til T25-kolbene til en T80-

kolbe med unntagelse av LacZ-kontrolltransfeksjonene.
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Disse ble farvet med X-gal-lgsning etter mild fiksering.
Etter fem timers inkubering med farvende lgsning, ble
prosentandelen av blad celler vurdert til & vare
tilnermet 90% i begge kolber, hvilket viser at transfek-
sjonen gikk fint for begge cellelinjer. Fire dager etter
overfgringen til T80-kolbene viste de transfiserte
PER55K(1.0) -kulturer begynnende CPE (cytopatogen virk-
ning, hvilket indikerer virusreplikasjon) med tilnermet
100 foreteelser/kolbe. De utransfiserte PER55K(1.0) -
celler ble dyrket sammenlgpende uten noen pavisning av
CPE. I de transfiserte PER.C6-kulturer var bare tre CPE-
foreteelser synlige i det sammenlgpende monoskikt av
celler. Igjen tre dager senere viste de transfiserte
PER55K(1.0) -kulturer full CPE, med alle celler avrundet
og atskilt i klumper. Derimot hadde i PER.C6-kulturene
de f& foreteelser av CPE ikke utviklet seg, og cellene
var fremdeles i monoskikt. Dette bekrefter tidligere
observasjoner at generering av El-slettede Ad35-baserte
viruser pa& PER.C6 er meget ineffektiv. 0Ogsad de utrans-
fiserte PERS55K(1.0)-kulturer viste, som forventet, et
sammenlgpende monoskikt uten CPE. Cellene og mediet i
PER55K(1.0) -kolbene med full CPE ble heostet og utsatt
for fryse/tine-sykluser, hvoretter celleavfallet ble
fjernet ved sentrifugering ved 3000 rpm i 10 minutter i
en bordsentrifuge. Et av de resulterende ralysater ble
anvendt til & infisere en frisk kultur av PER55K(1.0) -
celler i en T175-kolbe (1,5 ml/kolbe). Cellene og mediet
ble hgstet ved full CPE fire dager senere. Dette viser
at smittsom virus var dannet i de initielle
transfeksjoner. GFP-ekspresjon ble bekreftet wved
fluorescerende mikroskopi av A549-celler infisert med
ralysatet. Ralysatet ble deretter anvendt til &
analysere komplettering av denne El-slettede
Ad35.AdApt.eGFP-virus i de individuelle kloner som

beskrevet nedenfor.

De ovenfor beskrevne kloner som ble plukket ut fra de
pPIG35.55K-transfiserte PER.C6-celler, ble utvidet og ble

334299



10

15

20

25

30

35

334299

42

funksjonelt testet med hensyn til evnen til & opprett-
holde replikasjon av Ad35.AdApt.eGFP. For dette ble
klonene utsadd i to tettheter i1 6-brgnners plater, og en
dag senere ble de infisert med 15 ml av det ovenfor
beskrevne rdlysat. CPE ble overvaket dagen etter. Av de
146 kloner testet pa denne mate gav 19 full CPE pa dag 2
eller 3, og 68 gav full CPE pa dag 5 eller 6. De gjen-
vaerende kloner hadde bare partiell CPE eller viste noen
fa ikke-utviklende foreteelser. Sistnevnte var umulig a
skjelne fra PER.C6-celler som ble tatt med som negativ
kontroll.

Basert pa disse resultater ble en utvelgelse av 24
kloner gjort, og de ble videre utsilt med hensyn til
evnen til & generere rekombinante El-slettede viruser
etter transfeksjon av pAdApt35.GFP-adapterplasmidet og
den store pWE.Ad35.pIX-rITR-kosmidklon. For dette ble
kloner utsadd 1 T25-kolber og transfisert med 2 pg av
adapteren og 6 pg av ryggradplasmidet under anvendelse
av LipofectAmine som beskrevet ovenfor. To dager etter
transfeksjonen ble cellene overfgrt til T80-kolber for &
forhindre overkonfluens av kulturene. Av de 24 kloner
gav 5 full CPE tre dager etter overfgring til T80, og
ytterligere 13 kloner gav utvikling til full CPE dagen
etter. De gjenverende 6 kloner viste ingen CPE eller
bare begynnende. Som sammenligning: rutinemessig
generering av El-slettede Ad5 vektorer pd PER.C6-celler
resulterer generelt i full CPE fire til seks dager etter

overfegring til T80-kolber.

Dette viser at de nye kloner effektivt kompletterer El1-
slettede adenovirusvektorer. En av klonene (klon #16)
beskrevet ovenfor ble anvendt til & generere og pro-
dusere multiple satser av El og E1/E3-slettede Ad35-
viruser inneholdende forskjellige transgener. For dette
ble virus i ralysater resulterende fra transfeksjoner
som beskrevet ovenfor, men under anvendelse av forskjel-

lige adapterplasmider, plakkrenset pa den nye celle-
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linje. Enkeltvise plakker ble testet med hensyn til
transgen aktivitet og deretter amplifisert for produk-
sjon i middels stor skala i 4-8 trippelskikts kolber
(3x175 cm/kolbe). Cellene ble hgstet ved full CPE, og
viruset ble frigjort og renset som det rutinemessig
gjores for adenoviruser. Mengden av viruspartikler ble
bestemt ved HPLC (Shabram et al., 1997). Tabell I viser
utbyttet etter nedstregms bearbeiding av produksjon i
middels stor skala av El- og El1/E3-slettede Ad35-viruser
pd trippelskiktskolber med PER55K-klon #l6-celler.
Mengden av rensede viruspartikler kan sammenlignes med

utbyttet av AdS5-baserte vektorer pa PER.C6-celler.

Vi konkluderer med at vi har generert multiple celle-
linjer som effektivt kompletterer fullstendig El-
slettede Ad35-baserte vektorer. Saledes underletter Ad35
E1B-55K-ekspresjon i en Ad5-kompletterende cellelinje

replikasjonen av Ad35-vektorer.

Eksempel 2. Generering av pWE.Ad.pIX-rITRAE3.

Den tidlige region-3 av menneskelige adenoviruser inne-
holder multiple kodende regioner for proteiner som
interfererer med vertens immunrespons pa adenoviral
infeksjon. N&r adenovirale vektorer anvendes som
vaksinebazrer, er slik interferens ugnsket. Derfor
konstruerte vi et Ad35-ryggradkosmid som mangler E3-

regionen.

For dette ble konstrukt pBr.Ad35.PRn (Fig. 15; beskrevet
i eksempel 13 i publikasjon EP1054064) spaltet med Stul
og MluI, og det 17,3 kb lange vektorfragment ble renset
fra lavtsmeltende (LMP) gel under anvendelse av agarase-
enzym (Roche) i henhold til fabrikantens instruksjoner.
Deretter ble et PCR-fragment generert pa pBr.Ad35.PRn
under anvendelse av primerne 35E3for og 35E3rev. For
amplifikasjonen ble Pwo DNA-polymerase (Roche) anvendt 1

henhold til fabrikantens instruksjoner, og programmet
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ble satt til: 94°C i 2 minutter, 30 sykluser p& (94°C i
30 sekunder, 58°C i 30 sekunder og 72°C i 1 minutt) og
en avsluttende inkubering ved 68°C i 8 minutter. Det 833
bp lange PCR-produkt ble renset under anvendelse av
QIAgqguick PCR-rensesettet (Qiagen) og spaltet med Mlul og
Stul. Det spaltede DNA ble renset fra gelen under an-
vendelse av QIAquick-gelekstraksjonssettet (Qiagen).
Begge isolerte fragmenter ble ligert og transformert til
DH5a-kompetente celler (Invitrogen/Life Technologies)
for & oppnd pBr.Ad35.PRnAE3 (Fig. 25). Plasmidet ble
kontrollert ved restriksjonsanalyse og sekvensialisering
av den PCR-amplifiserte innsetning. E3-slettingen ble
deretter klonet inn i pWE.Ad35.pIX-rITR-kosmid-rygg-
raden. For dette ble pWE.Ad35.pIX-rITR spaltet med PacI,
og DNA’et ble renset ved utfelling med isopropanol og
vasking med 70% EtOH. Etter suspensjon pa nytt i milliQ
vann, ble DNA’et spaltet med Swal, og det 22,8 kb
vektor-holdige fragment ble renset fra LMP-gel under
anvendelse av agarase-enzym som ovenfor. Konstrukt
pBr.Ad35.PRnAE3 ble spaltet med Pacl og Swal pa samme
mate, og det 16,6 kb lange fragment ble ogsd isolert
under anvendelse av agarase-enzym. Begge isolerte frag-
menter ble ligert under anvendelse av 0,5-0,6 pg av hvert
fragment. Ligerte fragmenter ble deretter pakket under
anvendelse av A-bakteriofag-pakkende ekstrakter
(Stratagene) i henhold til fabrikantens instruksjoner og
blandet med STBL-2-celler. Bakterier ble utsadd pa
IB+Amp-plater, og resulterende kolonier ble analysert
med hensyn til nerver av det korrekte konstrukt. Dette
gav konstrukt pWE.Ad35.pIX-rITRAE3 (Fig. 1l). E3-slettin-
gen strekker seg fra nukleotid 27648 til 30320 i Ad35-
sekvensen (beskrevet i WO 00/70071) og spenner saledes

over en 2,6 kb lang region.

Kotransfeksjon av NotI-spaltet pWE.Ad35.pIX-rITRAE3 og
pIPsp-l-spaltet (New England Biolabs) pAdApt35.eGFP over
pa PERS55-klon #1l6-celler (beskrevet ovenfor) forarsaket

GFP-uttrykkende Ad35-baserte viruser. Ved isolering av
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viralt DNA fra disse viruser viste PCR-amplifikasjon av
E3-regionen at virusene var slettet for 2,6 kb av E3-

sekvensene, som forventet.

Eksempel 3. Begrensninger i pakkingsstegrrelse pa El-
slettede Ad35-baserte vektorer.

Ad35-baserte El-slettede og El1/E3-slettede vektorer inne-
holdende forskjellige innsetninger ble generert ved
transfeksjon av PERS55K-klon#l6-celler (se eksempel 1)

med

1,5 pg av et Ad35-adapterplasmid som barer et spesifikt
transgen spaltet med Pacl eller pIPsp-l-enzym for &
frigjgre adenovirusinnfgyningen fra
plasmidvektorsekvensene og,

4,5 pg av enten pWE.Ad35.pIX-rITR spaltet med NotI eller
med pWE.Ad35.pIX-rITRAE3 spaltet med NotI-enzym.

Den hgyre flanke av adapterplasmidene og den venstre
ende av ryggradplasmidet inneholder homologe sekvenser
som medierer rekombinasjonsforeteelser som fgrer til et
komplett El-slettet viralt genom (som beskrevet 1 WO
00/70071) .

Transfeksjoner ble gjort med 30 pl LipofectAmine-reagens
(Invitrogen/Life Technologies) for hvert sett av
konstrukter i henhold til fabrikantens instruksjoner.
Transfeksjonsblandinger ble tilsatt til PER55K-klon 16-
celler ved 70% konfluens 1 T25-kolber. Folgende kombina-

sjoner ble transfisert:

. pPAdApt35IP1 + PWE.Ad35.pIX-rITR

. pPAdApt35IP1 + PWE.Ad35.pIX-rITRAE3
. pPAdApt35eGFP + pWE.Ad35.pIX-rITR

. pPAdApPt35eGFP + pWE.Ad35.pIX-rITRAE3
. PAdApt35Luc + PWE.Ad35.pIX-rITR

. pPAdApt35Luc + PWE.Ad35.pIX-rITRAE3

oY U b W DN
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7. pAdApt35LacZz + pWE.Ad35.pIX-rITR
8. pAdApt35LacZ + pPWE.Ad35.pIX-rITRAE3

Adapterplasmider ble spaltet med pIPsp-1 enzym for a
frigjgre adenovirus-sekvensene fra plasmidvektor-
ryggraden. pWE.Ad35.pIX-rITR og pWE.Ad35.pIX-rITRAE3 ble
spaltet med NotI fgr transfeksjonen av samme grunn.
Generering av adapterplasmidene og av pWE.Ad35.pIX-rITR-
ryggradkosmidet er beskrevet tidligere i WO 00/70071.
Generering av pWE.Ad35.pIX-rITRAE3 er beskrevet ovenfor.

To dager etter transfeksjonen ble cellene overfegrt til
T80 og videre inkubert inntil full CPE var oppnadd.
Celler og medium ble hgstet 1-2 dager etter at full CPE
var iakttatt. Blandingene ble utsatt for en fryse/tine-
syklus og sentrifugert ned ved 1500 rpm i 15 minutter
til pelletisert celleavfall, hvoretter supernatanter ble
samlet opp. Ralysatene oppnadd pad denne mate ble anvendt
til & isolere viralt DNA. For dette ble 275 pl av ra-
lysatmaterialet inkubert med 10pl 10mg/ml DNaseI ved 37°C
i 30 minutter. Deretter ble 6,0 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0),
7,5 nl 20% SDS og 1,5 nl 20 mg/ml Proteinase K tilsatt
0og blandet ved hvirvling. Blandingen ble deretter inku-
bert ved 50°C i 1 time. Til slutt ble det virale DNA
isolert under anvendelse av GeneClean Spin Kit (Bio 101,
Inc.). Etter eluering av det virale DNA i 20 pl milliQ
H20 ble transgenregionen analysert ved hjelp av PCR-
amplifikasjon. For dette ble primerne AdApt35CMVFE og
35pIXR anvendt. Amplifikasjonene ble gjort med 2 pl av
det isolerte virale DNA under anvendelse av Tag DNA-
polymerase (Invitrogen). Reaksjonsblandingene inneholdt
5 pl 10x buffer (Invitrogen), 2 pl 50mM MgCl2, 5 pl 2mM
dNTPs, 3 pl av hver primer (10pl stammlgsning) og 2,5
enheter Tag-enzym i et totalt volum av 50 pl. Programmet
ble satt til 94°C i 2 minutter etterfulgt av 30 sykluser
p& (94°C i 30 sekunder, 60°C i 30 sekunder og 72°C i 4
minutter). Kontrollreaksjoner ble gjort pa 5 ng adapter-

plasmid. Etter avslutning av PCR ble 5 pl av reaksjons-
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blandingen satt pa gel for analyse. Figur 2 viser resul-
tatene for de ovenfor nevnte transfeksjoner. Primerne
amplifiserer sekvenser fra 5’ -enden av CMV-promoteren
til 5’ -enden av pIX-kodingsregionen. Som man kan se av
Figur 2, viser viruser uten transgen eller med GFP-
innfgyning det forventede band (sammenlign med plasmid-
kontrollene; banene PL for hvert virus). Mindre frag-
menter ses med de stgrre innfgyninger, luciferase og
LacZ, og disse slettinger blir mer fremtredende med
stgrre total lengde av viruset (sammenlign LacZ- eller
Luc-viruser med og uten E3). Sadledes samsvarer gkende
genomlengde med at det opptrer slettinger i transgen-
regionen. Det faktum at den totale genomlengde (ogsa
indikert i1 Fig. 2) av Ad35.AdApt.eGFP og
Ad35.AdApt.LacZAE3, 33,7 og 33,4 kb lange respektive, er
sammenlignbar, mens slettinger bare fins i LacZ-virus-
proven, indikerer at enten sekvensen eller stgrrelsen pa
innfgyningen i den tidligere El-region kan ogsad ha

innflytelse pa at slettingene opptrer.

Eksempel 4. Sekvenssammenligning av pIX-genregionen av

adenovirus av serotype 5 og 35.

Funnet at det med gkende genomlengde pa rekombinante
Ad35-viruser opptrer slettinger i transgenregionen, vil
kunne antyde, i analogi med de pIX-manglende Ad5-viruser
(Ghosh-Choudhury et al., 1987), at det er et problem med
stabiliteten av kapsidene. Det faktum at Ad35.E1B+
.AdApt.Luc-viruser (hvor ElA-sekvenser er erstattet med
AdApt.Luc-kassetten) med en total lengde pa 36,7 kb kan
lages, indikerer at slettingen av E1B spiller en rolle.
Dette vil kunne vere enten via en funksjon i en av E1B-
proteinene i seg selv eller via en funksjon av ukjente
regulerende sekvenser i denne region som har innflytelse
pa ekspresjon av andre adenovirale proteiner. Det har,
savidt vi vet, ikke vart beskrevet at ElB-proteiner i
seg selv har innflytelse pa pakkingskapasiteten av

adenoviruser. Imidlertid er det blitt beskrevet at E1B-
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21K-proteinet ikke-spesifikt stabiliserer transfisert
DNA (Herrman og Mathews, 1989) og at mutasjoner i 21K-
proteinet resulterer 1 degradering av cellulert og viralt
DNA under infeksjon (Pilder et al., 1984; White et al.,
1984). Siden Ad5 El1B-21K-proteinet uttrykkes i PER.C6-
celler, gir disse funn ikke en forklaring pa vare obser-
vasjoner. PIX-genet er lokalisert direkte 3' for E1B-
55K-kodingsregionen. For Ad5 er det kjent at pIX-pro-
moteren og kodende sekvenser er lokalisert innen E1B-
transkripsjonsregionen, siden pIX og E1B deler poly-
adenyleringssignalet. De minste promotersekvenser som er
ngdvendig for pIX-ekspresjon, er blitt studert ved-
rgrende Ad5 (Babiss og Vales, 1991). Det ble vist at et
promoterfragment inneholdende Spl-setet oppstrgms og den
innrammede TATA-sekvens var tilstrekkelig for pIX-
ekspresjon. Avstanden mellom Spl-setet og TATA-innram-
mingen samt sekvensen for TATA-ruten i seg selv, ble
pavist & ha innflytelse pa nivaet av pIX-ekspresjon.
Hvorvidt den tilsvarende region i Ad35 ogsa er tilstrek-
kelig til & drive pIX-ekspresjon til et niva som er hgyt
nok for stabile viruser, er ikke kjent. Sekvenssammen-
ligning viste at bade Spl-setet og TATA-sekvensen er
forskjellig fra dem som fins i1 Ad5 pIX-promoteren. Under
anvendelse av sekvensinformasjon tilgjengelig fra Genbank
ble en sammenligning gjort mellom de proksimale pIX-opp-
strgmssekvenser (dvs. mellom stoppkodonet for E1E-55K og
startkodonet for pIX-genet) av serotyper fra forskjellige
undergrupper. Fglgende adenoviruser med SEQ. ID. NO og
Genbank-referansesekvenser ble anvendt for sammenlignin-
gen: Ad2 (SEQ. ID. NO. 45; Genbank NC 001405), Ad5 (SEQ.
ID. NO. 46; Genbank M73260), Adl2 (SEQ. ID. NO. 47;
Genbank NO 001460), Ad9 (SEQ. ID. NC. 48; Genbank
AF099665), Ad40 (SEQ. ID. NO. 49; Genbank L19443), Ad4
(SEQ. ID. NO. 50; NC_003266), Simian 25 (SEQ. ID. NO. 51;
Genbank AF394196), Ad7 (SEQ. ID. NO. 54; Genbank AD7001).
Ad35-sekvensen (SEQ. ID. NO. 52) wvar som publisert i WO
00/70071. Adll.sekvensen (SEQ. ID. NO. 53) var ikke

publisert fgr og tilveiebringes heri. Fig. 3A viser en
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linjestilling av de ovenfor nevnte sekvenser mellom
stoppkodonet for E1B-55K-proteinet (forste 3 nukleotider
i alle sekvenser) og startkodonet for pIX-proteinet
(siste 3 nukleotider). Spl-setet og TATA-sekvensen i Ad2
og Ad5 er innrutet. I de fleste tilfeller er det til-
strekkelig med homologi til direkte & peke pa Spl- og
TATA-boksene 1 de andre sekvenser. Derfor ble konsensus-
sekvensene for GC- og TATA-rutene som publisert av
Bucher, P (1990) anvendt til & identifisere den forment-
lige Spl- og TATA-innramming i de forskjellige sekvenser.
Fig. 3b viser de formentlige Spl- og TATA-ramme-sekvenser
og avstanden mellom dem. Adl2, Ad9 og Ad40, som tilhgrer
henholdsvis undergruppe A, D og F, har Spl-og TATA-
sekvenser som tilbgrlig passer sammen med konsensus-
sekvensen. Imidlertid er avstanden mellom de to rammer
mindre enn for Ad5 og Ad2. Dette er ikke uvanlig siden
Ad5 ElB-promoteren ogsad inneholder en Spl-ramme og en
TATA-sekvens med en avstand pa 11 nukleotider. Imidlertid
gav en sletting av 9 nukleotider (av de 20) i AdS5 pIX-
promotersekvensen mellom Spl- og TATA-rammene reduserte
pIX-nivder (Babiss og Vales, 1991). Undergruppe B’s
serotyper Ad35, Adll og Ad7 samt undergruppe E’s virus
Ad4, har divergerende TATA-ramme-sekvenser og forskjellig
avstand mellom den formentlige Spl-sekvens og TATA-
rammen. Den proksimale pIX-region 1 menneskelig adeno-
virus av type 4 er identisk med regionen 1 ape-adeno-
virus 25 (CV68), en serotype som nylig ble foreslatt som
terapeutisk vektor (Farina et al., 2001). Saledes kan,
ogsa for replikasjonsudyktige vektorer basert pa ikke-
menneskelige adenoviruser, plX-ekspresjonen vere util-

strekkelig for stabile kapsider.

Det kan godt vaere at pIX-ekspresjon reguleres for-
skjellig i Ad35-viruser og andre menneskelige og ikke-
menneskelige adenoviruser og at regulerende sekvenser,
eller til og med promoterensekvenser i1 seg selv, er
lokalisert videre oppstrgms i1 ElB-sekvensene eller enda

mer opptrgms. Alternativt er det ogsa mulig, siden pIX-
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ekspresjon aktiveres av ElA-proteiner, at det oppnas
hgye nivader av plX-ekspresjon 1 nerver av ElA-proteiner

tilhgrende den samme serotype eller undergruppe.

Vi undersgkte hvorvidt & forandre de endogene proksimale
pIX-oppstrgmssekvenser til en heterolog promoter for a
gke pIX-ekspresjon i vektoren, fgrer til mer stabile
viruser og en bedre pakkekapasitet (nedenfor). Alterna-
tivt kan pIX-funksjonen leveres in trans via den pakken-
de cellelinje. Som et ikke-begrensende eksempel beskri-
ver vi rekombinante Ad35-baserte viruser som har en
ikke-endogen proksimal pIX-promoter som i AdS5-viruser,
og vi viser at disse viruser har en bedre stabilitet enn

de uforandrede rekombinante vektorer.

Eksempel 5. Generering av adapterplasmider med en AdS pIX-

promoter

PAdApt535 er et Ad35-adapterplasmid som har en del av
Ad5 pIX-promotersekvensene, men er ellers identisk med
Ad35-adapterplasmid pAdApt35IP1 (se WO 00/70071). Dets

konstruksjon er beskrevet nedenfor:

Et fogrste PCR-fragment ble generert med primerne SV40for
og pIXSRmfe. Reaksjonen ble gjort med Pwo DNA-polymerase
(Roche) i henhold til fabrikantens instruksjoner, men
med 3% DMSO i den endelige blanding. pAdApt, et adapter-
plasmid for AdS5 El-slettede viruser (100 ng; se WO
00/70071) ble tatt som modell. Programmet ble satt som
folger: 2 minutter ved 94°C og deretter 30 sykluser pa
(94°C i 30 sekunder (smelting), 52°C i 30 sekunder
(temperering) og 72°C i 30 sekunder (forlengelse))
etterfulgt av 8 minutter ved 72°C. De resulterende PCR-
fragmenter inneholder 3’ -enden av SV40-polyadenylerings-
signalet fra pAdApt og Ad5 pIX-promoterregionen som de
forekommer i Genbank-aksesjonsnr. M73260 fra nukleotid
3511 til nukleotid 3586 og et Mfel-sete ved 3’-enden.

334299
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Et andre PCR-fragment ble generert som beskrevet ovenfor,
men med primerne pIX35Fmfe og 35R4. 100 ng pAdApt35IP1
ble tatt som modell, tempereringen ble satt til 58°C i
30 sekunder og forlengelsen i PCR-programmet ble satt
til 72°C i 90 sekunder. Denne PCR amplifiserer Ad35-
sekvenser fra nukleotid 3467 til nukleotid 4669 (sekvens
nummerering som i WO 00/70071) og adderer et Mfel-sete

til 5’ -enden.

Begge PCR-fragmenter ble deretter spaltet med Mtel og
renset under anvendelse av Qiagen PCR-rensesettet
(Qiagen) i henhold til fabrikantens instruksjoner.
Konsentrasjonen av de rensede fragmenter ble bestemt ved
a kjgre en prove pad agarosegel, og tilnarmet ekvimolare
mengder av de to fragmenter ble blandet i en ligasjons-
reaksjon inneholdende 5 pg DNA, 4 pl 10x ligasebuffer og
2 nl ligaseenzym (New England Biolabs) i et 40 pl volum.
Etter en inkubering pd > 2 timer ved RT, ble blandingen
satt pa en 1,2% agarosegel i TAE, og DNA-fragmentene med
1,4 kb lengde ble isolert med Geneclean ITI-utstyrssettet

(Biol01l, Inc.) i1 henhold til fabrikantens instruksjoner.

DNA’et ble eluert i 30 pl sterilt H,0, og 1 pl ble an-
vendt i en PCR-amplifikasjonsreaksjon med primerne
SV40for og 35R4 som beskrevet ovenfor. PCR ble gjort som
beskrevet ovenfor med en tempereringstemperatur pa 52°C
og en forlengelsestid pa 90 sekunder. Det resulterende
produkt ble isolert fra gel under anvendelse av Qiagen
gel-ekstraksjonssettet og spaltet med Agel og BglII. Det
resulterende 0,86 kb lange band ble isolert fra gel
under anvendelse av Geneclean II-settet i henhold til

fabrikantens instruksjoner.

pAdApt35.Luc (beskrevet i1 WO 00/70071) ble ogsa spaltet
med BglII og AgeI, og 5,8 kb vektorfragmentet ble iso-
lert fra gel under anvendelse av Geneclean II-settet som
ovenfor. Dette fragment ble ligert med det isolerte

BglII-AgeI-fragment beskrevet ovenfor inneholdende den

334299



10

15

20

25

30

334299

52

Ad5-Ad35-chimeriske pIX-promoter, for & oppna
pPAdApt535.Luc (Fig. 4).

Andre adapterplasmider inneholdende AdS5 pIX-promoteren

ble deretter fremstilt som fglger:

PAdApt535.Luc ble spaltet med BglII og Apal og den 1,2 kb
lange innfgyning ble renset fra gel under anvendelse av
Geneclean II-settet i henhold til fabrikantens
instruksjoner. pAdApt35IP1l ble ogsa spaltet med BglII og
ApaI, og det 3,6 kb lange vektorfragment ble isolert som
ovenfor. Ligasjon av begge isolerte fragmenter
resulterte i pAdApt535 (Figur 5). Deretter ble pAdApt535
anvendt til & klone andre markgrgener sa som eGFP
(avledet fra pAdApt35.eGFP) og LacZ (avledet fra
PAdApt35.LacZ) inn 1 det multiple kloningssete under
anvendelse av standardiserte kloningsteknikker som gir
opphav til pAdApt535.eGFP og pAdApt535.LacZ.

Eksempel 6. Generering av El-slettede Ad35-baserte

vektorer med adapterplasmider inneholdende Ad5 pIX-

promoteren.

Rekombinante viruser ble generert ved transfeksjon av
adapterplasmider og Ad35-vektoriske ryggradkosmider pa
PER55K-klon l6-celler som beskrevet ovenfor. For dette
ble fglgende sett av plasmider anvendt:

Tl. pAdApt535eGFP + pWE.Ad35.pIX-rITR
T2. pAdApt535eGFP + pWE.Ad35.pIX-rITRAE3
T3. pAdApt35Luc + pPWE.Ad35.pIX-rITR

T4. pAdApt535Luc + pWE.Ad35.pIX-rITR

T5. pAdApt535Luc + pWE.Ad35.pIX-rITRAE3
T6. pAdApt535LacZ + pWE.Ad35.pIX-rITR
T7. pAdApt535LacZz + pWE.Ad35.pIX-rITRAE3
T8 pAdApt35LacZz + pWE.Ad35.pIX-rITR

T9. pAdApt35LacZ + pWE.Ad35.pIX-rITRAE3
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Adapterplasmider ble spaltet med PacI, unntatt
PAdAPt535.Luc og pAdApt35.Luc som ble spaltet med pIPsp-
l-enzym, og pWE.Ad35.pIX-rITR og pWE.Ad35.pIX-rITRAE3
ble spaltet med NotI fgr transfeksjon. 2 pg av hvert
adapterplasmid og 6 pg av ryggrad-DNA ble blandet med 40
nl LipofectAmine (Invitrogen/Life Technologies) i hen-
hold til fabrikantens instruksjoner og inkubert med
PER55K-klon 1l6-celler i T25-kolber ved 70% konfluens.
Transfeksjonsmediet ble fjernet etter 4 timer, og
cellene ble videre inkubert ved 37°C/10% CO,. To dager
etter transfeksjonen ble cellene overfgrt til en T80-
kolbe og undersgkt med hensyn til opptreden av
cytopatogen virkning (CPE) i dagene etter. Fem dager
senere viste alle kulturer fremskridende eller full CPE
unntatt T6 (ingen CPE) og T8 (CPE-opptreden). Igjen to
dager senere viste T6 og T8 begynnende CPE og alle andre
full CPE. Alle kulturer ble hgstet ved oppsamling av
medium og celler. Blandingene ble lagret ved -20°C. Ved
opptining av cellene ble blandingene sentrifugert ned
ved 1500 rpm i 15 minutter til pelletisert celleavfall,
0g supernatanten ble samlet opp. Blant noen av cellene
(de fire LacZ-uttrykkende viruser, T6-T9) ble 2 ml
anvendt til & infisere igjen PER55K-klon 1l6-celler ved
80% konfluens i en T80-kolbe for videre a amplifisere
virustiteren. Celler og medium ble hgstet ved
fremskridende (T6+T8) eller full CPE (T7+T9), og
ralysater ble fremstilt som beskrevet ovenfor.
Radlysatene oppnadd pa denne mate ble anvendt til &
isolere viralt DNA. For dette ble 275 pl ralysat-
materialet inkubert med 10pl 10mg/ml DNaseI ved 37°C i
30 minutter. Deretter ble 6,0 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0),
7,5 pl 20% SDS og 1,5 pl 20 mg/ml Proteinase K tilsatt og
blandet ved omhvirvling.

Blandingen ble deretter inkubert ved 50°C i 1 time. Til
slutt ble det virale DNA isolert under anvendelse av
“GeneClean Spin Kit” (Bio 101, Inc.). Viralt DNA ble
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eluert i 50 pl milliQ H20, og 5 pl samples ble anvendt
til & analysere transgenregionen. Det bgr bemerkes at
PWE.Ad35.pIX-rITR+/-E3-ryggradkosmidene var uforandret og
derfor fremdeles inneholder Ad35 pIX-promoteren. Siden
denne promoter er lokalisert ved nettopp 5'-enden av
kosmidet, ble sjansene for en rekombinasjonsforeteelse
som resulterer i1 wt Ad35-promoteren, ansett & vare
liten. Imidlertid kunne det ikke utelukkes i dette opp-
sett at viruser ville genereres, hvilke fremdeles inne-
holder Ad35 pIX-promoteren. Derfor ble to spesifikke
PCR-amplifikasjoner utfgrt pa hvert viruspreparat: Den
fgrste ble gjort med primersett 1 (Ad35-spesifikk):
AdApt35CMVF og AdApt35pIXrev. Denne PCR amplifiserer
spesifikt transgenregionen 1 viruser inneholdende Ad35
pIX-promoteren. PCR-reaksjonen ble gjort pa 5 pl av de
isolerte virale DNA-prgver med rekombinant Tag-polymerase
(Invitrogen) i henhold til fabrikantens instruksjoner,
men med anvendelse av 4mM MgCl, og 4 enheter Tag-enzym i
reaksjonene. PCR-programmet ble satt til 94°C i 2 minut-
ter etterfulgt av 30 sykluser p& (94°C i 30 sekunder,
60°C i 30 sekunder og 72°C i 5 minutter) og endte med et

avsluttende trinn p& 8 minutter ved 68°C,

Den andre ble gjort med primerne AdApt35CMVF og pIXSRmfe
og amplifiserer sdledes spesifikt transgenregionen 1

viruser inneholdende Ad5 pIX-promoteren (primersett 2).

PCR-amplifikasjon ble gjort pa 5 pl av det isolerte
virale DNA under anvendelse av Pwo DNA-polymerase (2,5
enheter/pl Genaxis) i et 50 pl volum inneholdende 0,3 pl
av hver primer (100 pM stamlgsning), 5 pl 2mM dNTP-
blanding, 5 pl 10x komplett buffer (inneholdende Mg2+, 1,5 pl
DMSO og 0,8 pl Pwo-enzym. PCR-programmet ble satt til
94°C i 2 minutter etterfulgt av 30 sykluser p& (94°C i
30 sekunder, 60°C i 30 sekunder og 72°C i 5 minutter) og
endte med et avsluttende trinn p& 8 minutter ved 68°C.
Under PCR ble oppvarmingen og kjglerampene satt til
2°C/second. Deretter ble 5 pl lastebuffer tilsatt til
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cellene, og 8 nl av blandingen ble overfgrt pa gel for

analyse.

De El- og E2/E3-slettede Ad35-viruser inneholdende Ad5
pIX-promotersekvensene og eGFP-transgenet (transfek-
sjonene Tl og T2) hadde PCR-amplifiserte band ved den
forventede hgyde uten kortere fragmenter. Fig. 6a viser
resultatene for PCR-amplifikasjonene pa den El-slettede
Luciferase som barer viruser (transfeksjonene T3 og T4).
Banene 5-8 er kontroll-PCR’ene pa AdApt535Luc (banene 5
0og 6) og AdApt35Luc-plasmider (banene 7 og 8) med begge
primer-settene. Banene 1-4 er PCR’er pa de virale DNA-
isolater. Primersett 1 (spesifikt for Ad35 pIX-regionen)
amplifiserer et band med den forventede lengde og viser
i tillegg kortere fragmenter pa Ad35.AdApt35.Luc-viruser
(bane 4; sammenlign ogsa Fig. 2 Luciferase +E3). Derimot
viser primersett 2 (spesifikt for AdS pIX-promoteren)
bare et band med den forventede lengde uten slettings-
fragmenter ndr viruser fremstilles med AdApt535.Luc-
plasmidet (bane 1). Fra dette konkluderer vi med at
innfgyningen av Ad5 pIX-promotersekvenser gker stabili-
teten og pakkingskapasiteten av Ad35-El-slettede
viruser. Figur 6b bekrefter disse resultater for Ad35
El/E3-slettede viruser som bazrer LacZ som transgen.
Banene 1-4 er kontroll-PCR’ene pa AdApt535.LacZz- og
AdApt35.LacZ-plasmider med hvert primersett. Noen bak-
grunnsband ses s&rlig med primersett 1 (banene 2 og 4),
men et meget spesifikt band ses ogsad ved den forventede
hgyde for hvert primersett pa de homologe prgver (banene
1l og 4). Viralt DNA ble isolert etter transfeksjon og
etter én amplifikasjonsrunde som beskrevet ovenfor. Det
er pafallende at primersett 2 genererer det forventede
fragment pa Ad35.AdApt535.LacZ viruser uten slettings-
fragmenter (banene 5 og 9) mens prgven med viruser inne-
holdende Ad35 pIX-promoterensekvensn klart viser slet-
tede fragmenter i tillegg til et fragment med den
korrekte lengde (synlig etter amplifikasjon (bane 11).
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Alt i alt viser disse resultater at innsetting av Ad35-
pIX-promotersekvensene istedenfor AdS5-pIX-promoter-
sekvenser gker stabiliteten av transgenregionen i viruser
med stgrre genomer. Sterkere promotere eller ytterligere
promoterelementer kan til og med forsterke denne

virkning.

Eksempel 7. Generering av pWE.Ad35-3481.

Som indikert ovenfor, inneholder adenovirusinnfeyningen
i kosmidet pWE.Ad35.pIX-rITR Ad35 pIX-promoteren ved sin
57 -ende. Dette vil kunne fgre til gjeninnsetting av Ad35
pIX-promoteren inn i viruser generert med de pAdApt535-
baserte adapterplasmider. Derfor fremstilles en ny ver-
sjon av Ad35-ryggradkosmidet som mangler pIX-promoter-
sekvenser. For dette ble et PCR-fragment generert med
pIXcosF-2- og Adapt35-3-primerne. Amplifikasjonen ble
gjort med Pwo DNA-polymerase (2,5 enheter/pl; Genaxis) 1
et 50 pl volum inneholdende 3 pl av hver primer (10 uM
stamlgsning), 5 pl 2mM dNTP-blanding, 5 pl 10x komplett
buffer (inneholdende Mg2+), 1,5 upl DMSO, 0,5 pl Pwo-enzym
0og 10 ng pAdApt35IPl-modell. PCR-programmet ble satt til
94°C i 2 minutter etterfulgt av 5 sykluser p& (94°C i 30
sekunder, 58°C i 30 sekunder og 72°C i 1,5 minutter) og
deretter 25 sykluser pa (94°C i 30 sekunder, 60°C i 30
sekunder og 72°C i 1,5 minutter) og til slutt et avslut-
tende trinn pd& 8 minutter ved 68°C. Det resulterende 1,2
kb lange PCR-produkt inneholder Ad35-sekvenser fra
nukleotid 3481 til nukleotid 4663 (nummerering i henhold
til Ad35-sekvensen publisert 1 WO 00/70071) med et RAatII-
og NotI-sete bundet til 5’ -enden. PCR-produktet ble
renset under anvendelse av PCR-rensesettet (Qiagen) i
henhold til fabrikantens instruksjoner og klonet inn 1
pPCR-Script Amp-vektoren (Stratagene) i henhold til
fabrikantens instruksjoner. Sekvensen i det klonede
fragment bekreftes deretter ved sekvensialisering og
fjernes deretter fra konstruktet ved spaltning med AatII

og Agel. Det resulterende 780 bp lange fragment renses
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fra gel under anvendelse av “the Geneclean spin kit”

(Biol01l, Inc.) i henhold til fabrikantens instruksjoner.

Konstrukt pWE.Ad35ANdel (beskrevet nedenfor) spaltes ogsa
med AatII og Agel, og det resulterende 12 kb lange
vektorfragment isoleres fra gel under anvendelse av “the
Geneclean spin kit” (Biol0Ol, Inc.) i henhold til fabri-
kantens instruksjoner. Ligasjon av begge isolerte frag-
menter resulterer i konstrukt pWE.Ad35-348ANdel.

Konstruksjonen av konstrukt pWE.Ad35LNdeI er beskrevet 1
WO 00/70071 og inneholder Ad35-sekvenser fra nukleotid
3401 til Ndel-setet ved nukleotid 6541 og Ad35-sekvenser
fra Ndel-setet ved nukleotid 33167 til enden av den hgyre
ITR, hvorved begge Ad35-fragmenter er bundet via NdeI-
setet (se ogsad Figur 13 i WO 00/70071).

PWE.Ad35-3481ANdel lineariseres deretter med Ndel,
defosforyleres med CIP-enzym (New England Biolabs) og
renses fra gel under anvendelse av “the Geneclean spin
kit” (Biol0l, Inc.) i1 henhold til fabrikantens instruk-
sjoner. Dette vektorfragment ligeres deretter til et 26,6
kb langt NdeI-fragment isolert fra Ad35 wt DNA, hvoretter
blandingen anvendes til & pakke kosmidet under anvendelse
av A-bakteriofag-pakkende ekstrakter (Stratagene) 1 hen-
hold til fabrikantens instruksjoner. Den resulterende
blanding anvendes til & omdanne STBL-2-bakterier

(Invitrogen), og gir opphav til pWE.Ad35-3481.

Eksempel 8. Konstruksjon av pIG35.55K.

Konstrukt pIG35.55K inneholder de kodende sekvenser av
Ad35 EIB-55K-genet funksjonsdyktig bundet til den humane
fosfoglyceratkinasepromoter (hPGK) og HBV-polyadenyle-
ringssekvensen. I tillegg inneholder det det neomycin-
resistente gen funksjonsdyktig bundet til RSV-promoteren
og HBV pA. Konstruksjonen av pIG35.55K er beskrevet

nedenfor.
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Konstrukt pIG270 (beskrevet i WO 00/70071) ble spaltet
med EcoRI, behandlet med Klenow enzym og renset under
anvendelse av et PCR-rensesett (Qiagen) i henhold til
fabrikantens instruksjoner. Det gjenvundne DNA ble der-
etter spaltet med Agel, og det -5 kb lange vektorfragment
ble isolert fra gel under anvendelse av Geneclean-settet
(Biol0l, Inc.) i henhold til fabrikantens instruksjoner.
Deretter ble Ad35 EIB-55K-sekvenser amplifisert ved PCR
pd pIG270-modell-DNA under anvendelse av 35D21- og 35B3-
primerne. PCR-amplifikasjonen ble gjort med Pwo DNA-
polymerase (Roche) pad 2 ng modell-DNA i henhold til
fabrikantens instruksjoner, men under anvendelse av DMSO
1 en avsluttende konsentrasjon av 3% i PCR-blandingen.
Programmet ble satt til: 94°C i 2 minutter etterfulgt av
25 sykluser p& (94°C i 30 sekunder, 56°C i 30 sekunder
og 72°C i 30 sekunder) og endte med en avsluttende
inkubering ved 72°C i 10 minutter. Det resulterende PCR-
fragment ble renset under anvendelse av PCR-rensesettet
(Qiagen) og spaltet med Ncol. Etter Klenow-behandling
for & fylle de fremspringende ender, ble DNA’et videre
spaltet med Agel og igjen kolonnerenset. Det saledes
behandlede PCR-fragment ble deretter klonet inn 1 det
ovenfor fremstilte EcoRI/Agel-spaltede vektorfragment
for & oppna pIG270.AE1AA21K. pIG270.AE1AA21K ble spaltet
med AvrII og Xbal, og fremspringende ender ble fylt
under anvendelse av Klenow-enzym. Det 2,9 kb lange
fragment inneholdende PGK-promoteren og Ad35 E1B-55K-
sekvensene ble isolert fra gel som beskrevet ovenfor.
Deretter ble pRSVneo4 (konstruksjonen beskrevet
nedenfor) spaltet med BglII, avstumpet med Klenow-enzym,
defosforylert og isolert fra gel. Det avstumpede
AvrII/Xbal-fragment fra pIG270.AE1AA21K ble deretter
ligert inn i det ovenfor fremstilte pRSVneoé4-
vektorfragment for & oppna pIG35.55K.

PRSVneo4 ble generert som fglger: Konstrukt pRSVhbvNeo
(beskrevet 1 WO 00/70071) ble spaltet med Scal og BamHI,

og fremstdende ender ble fylt i under anvendelse av
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Klenow-enzym. Det 1070 bp lange fragment inneholdende en
del av Ampicilin-genet og RSV-promoteren ble isolert fra
gel under anvendelse av Geneclean-settet (BIO 101, Inc.).
Deretter ble pRSVhbvNeo spaltet med Scal og EcoRI,
avstumpet med Klenow, og det 3,2 kb lange fragment
inneholdende neo-genet, HBVpA, vektoren og delen av
Ampicilin-genet ble isolert som ovenfor. De to fragmenter

ble deretter ligert for & oppna pRSVneod.

Eksempel 9. @ket pIX-ekspresjon mediert av RSV-promoteren

gker stabiliteten av Ad35-viruser.

Som eksempel pad en heterolog promoter-drivende ekspre-
sjon av plX-genet ble RSV-promoteren innfgyd i Ad35-
adapterplasmidene inneholdende LacZ- eller Luciferase-
reportergenet. RSV-promoteren motsvarer et Nrul/ApalLI-
fragment som kan oppnads fra pRc-RSV (Invitrogen). Frem-
stdaende ender ble fylt i under anvendelse av Klenow-
enzym (New England Biolabs) i henhold til fabrikantens
instruksjoner. Det 388 bp lange fragment inneholdende
R3V-promoteren ble isolert fra agarosegel under anven-
delse av “the QlAguick Gel Extraction kit” (Qiagen).
Adapterplasmidene pAdApt35.Luc og pAdApt35.Lacz ble
linearisert med BglIT etterfulgt av Kienow-behandling
for & avstumpe endene. BglII spalter akkurat bak den
3V40 poly-adenylerende sekvens i1 transgenekspresjons-—
kassetten. For en beskrivelse av pAdApt35-baserte
adapterplasmider se WO 00/70071. De behandlede adapter-
plasmider ble deretter defosforylert under anvendelse av
“Shrink Alkaline Phosphatase” (SAP) i henhold til
fabrikantens (Roche) instruksjoner. Det isolerte RSV-
promoterfragment ble deretter ligert med hver de
behandlede vektorer og transformert inn i DHS5a-kompe-
tente bakterier (Invitrogen). Kolonier ble analysert med
hensyn til fremover orientert innfgyning av RSV-pro-
moteren 1 relasjon til pIX-genet resulterende i
pPAdApt35.Luc.rsv og pAdApt35.LacZ.rsv.
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I tillegg ble et adapterplasmid generert fra sekvenser
som var isolert ved PCR fra et rekombinant Ad35-virus
som var et resultat etter sletting av transgenregionen.
Analyse av et ralysatpreparat resulterende fra en trans-
feksjon av pAdApt35.LacZz og pWE.Ad35.pIX-rITR Ad35-
ryggradkonstruktene og pafglgende plakkrensing viste at
viruset hadde en sletting i transgenregionen pa til-
nermet 2,8 kb. 5’ -sekvensene fra dette virus ble PCR-
amplifisert fra isolert DNA under anvendelse av primerne
35F1 og 35R4. Reaksjonen ble utfeort med Pwo-polymerase
(Roche) 1 henhold til fabrikantens instruksjoner.
Programsettingen var som fglger: 94°C i 2' deretter 5
sykluser p& (94°C i 30 sekunder; 48°C i 30 sekunder; 72°C
i 2,5 min.) etterfulgt av 25 sykluser pa (94°C i 30
sekunder; 56°C i 30 sekunder; 72°C i 2,5 min.) og sluttet
med 8 min. ved 68°C.

Det resulterende 2 kb lange fragment ble renset ved PCR-
rensesettet (Qiagen) og klonet inn i pCR-Script-Amp-
vektoren (Stratagene) i1 henhold til fabrikantens instruk-
sjoner, hvilket resulterte i pCR.Ad35A2.8kb. Dette plas-
mid ble sekvensert for a bestemme graden av sletting,
Slettingen pavirket det meste av CMV-promoteren, trans-
genet og SV40 polyA. Dette resulterte i binding av 5' 317
bp av CMV-promoteren til Ad35-sekvensene oppstregms for
pIX-genet. Dette CMV-fragment inneholder tre GC-
innramminger og en 21-bp gjentagelse (Boshart et al.,
1985). Muligens vil de gjenvarende sekvenser av CMV-
promoteren kunne gke pIX-ekspresjonen, hvilket resulterer
i et mer stabilt virus. En alternativ mulighet wvar at
viruset som er mindre, av seg selv resulterte i gket
stabilitet. For a undersgke dette ble en komplett ekspre-
sjonskassett klonet bakover pa fglgende mate, og viruser
med dette nye adapterplasmid ble generert. Den pCR-
Script-baserte vektor inneholdende de amplifiserte
sekvenser (ombenevnt til pCR.C4) hadde et unikt AvrII-
sete forut for ACMV-plIX-sekvensene. Vektoren ble lineari-

sert med AvrII, avstumpet med Klenow-enzym og defosfor-
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vlert under anvendelse av SAP-enzym (Roche) som beskrevet
ovenfor. Adapterplasmidene pAdApt535.LacZz (Eksempel 5) og
pAdApt.Luc (WO 00/70071) ble spaltet med AvrII og BglII,
og DNA ble behandlet med Klenow for & fylle fremstdende
ender. Fragmentene motsvarende LacZ- og Luciferase-
ekspresjonskassetter (CMV-TG-pA) ble isolert fra gel som
ovenfor og ligert med den AvrII-lineariserte pCR.C4-
vektor. Transformasjon til kompetente celler som ovenfor
og utvelgelse av kolonier som hadde kassettene i frem-
overorientering i relasjon til det venstre ITR, resulter-
te i pCR.C4.LacZ og pCR.C4.Luc.

Ad35-viruser ble generert som beskrevet i eksempel 6
under anvendelse av de nye adapterplasmider: pCR.C4.LacZ
spaltet med PacI, pCR.C4.Luc spaltet med Apal og
pPAdApt35.LacZ.rsv og pAdApt35.Luc.rsv hver spaltet med
PI-Pspl.

Adapterplasmidene ble kotransfisert pa PER55K-celler (WO
02/40665) med pWE.Ad35.pIX-rITR eller pWE.Ad35.pIX-
rITRAE3 spaltet med NotI. I tillegg ble adapterplasmidet
pBr.Ad35.DE1AA21K.Luc (konstruksjonen beskrevet
nedenfor) spaltet med PI-Pspl og kotransfisert med
PWE.Ad35.pIX-rITR spaltet med NotI. Ved full cytopatogen
virkning (CPE) ble kulturer hgstet ved en fryse/ tine-
syklus og sentrifugert for & fjerne celleavfall. 300 pl
av de resulterende klarede lysater ble deretter anvendt
for & infisere pa nytt PER55K-celler utsadd dagen fgr 1
T80-kolber. Ved full CPE ble ralysater fremstilt og
anvendt for & infisere A549-celler for & teste
vedrgrende transgenekspresjon og for & utfgre en plakk-

undersgkelse pa PER55K-celler.

A549-celler ble utsaddd i 6-brgnners plater med 5x105
celler/brgnn og etter 5 timer infisert med 10, 1 eller
0,1 pl av hver av LacZ-virusstamlgsningene og inkubert i

to dager. A549-celler ble deretter farvet med hensyn til
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LacZ-aktivitet, og bla celler ble talt. Prosentandelen
av bla celler er angitt i Tabell II.

LacZ-uttrykkende viruser er klart mer stabile nar RSV-
promoteren driver ekspresjonen av plIX-genet sammenlignet
med den slettede CMV-promoter. Disse resultater bekref-
tes med Luciferase-virusene. Til a mdle aktiviteten av
Luciferase-virusene ble A549-celler utsadd i 24-bregnners
plater med 1x105 celler/brgnn og infisert med 10, 1, 0,1
eller 0,01 pl av virusets stamlgsninger og inkubert.
Etter to dager ble cellene vasket med PBS to ganger og
suspendert pa nytt i 100 pl lysebuffer (Promega) og
lagret ved -20°C inntil bruk. Luciferasen ble md&lt under
anvendelse av “the Steady-Glo luciferase assay system”
(Promega) i henhold til fabrikantens instruksjoner.

Resultatene er vist i tabell III.

I eksempel 3 beskrev vi at fullstendig El-slettede Ad35-
viruser inneholdende E3-regionen og en AdApt.Luc- eller
AdApt.LacZ-ekspresjonskassett ikke var stabile. Tilsyne-
latende hindret den slettede CMV-promoter foran pIX 1 de
nye beskrevne konstrukter ikke slettingen av transgen-
regionen. Med RSV-promoteren til & drive pIX-genet er vi
nd imidlertid i stand til generere viruser med mer enn
naturlig forekommende lengde. Ad35.AdApt.Luc.rsv og
Ad35.AdApt.LacZ.rsv er 35 kb og 36,5 kb lange respektive
(se ogsa figur 2). Ad35.AE1AA21K.Luc (36,4 kb) viste ogsa
hgy transgen aktivitet.

Vi testet deretter hvorvidt viruser ville vare intakte
etter en plakkrensing. For dette ble PER55K-celler
utsddd i 6-brgnners plater med 0,9x10° celler/brgnn og
infisert med forskjellige 10-foldige fortynninger av
Ad35.AdApt.LacZ-ralysatene. Fortynninger fra 10-5 til
10-8 ble utsadd, og neste dag ble et agarlag tilsatt.
For dette ble cellene fgrst vasket med PBS, og deretter
ble 3 ml av en pa forhand oppvarmet agarlgsning frem-
stilt ved & blande 2xMEM (GibcoBRL; 9,14 ml), FBS



10

15

20

25

30

35

334299

63

(Gibco; 0,36 ml), MgCl, (4,9 M; 0,037 ml) med agarose,
(SeaPlaque GTG; 2,5% i H,0, 7,2 ml), tilsatt. Etter
stegrkning ble platene videre inkubert ved 37°C/5% CO,.
Fire dager senere var plakker synlige, og LacZ-farvende
lgsning ble tilsatt til brgnnene pa toppen av agaren og
og fikk torke. All viruser viste klare, separate plakker
i omradet 10-7 til 10-9, men bare nar det gjaldt
virusene hvor RSV-promoteren drev pIX-genet, var alle
plakker farvet bla. I begge tilfeller, hvor den slettede
CMV-promoter driver pIX, ble minst en del av plakkene
ikke farvet. Dette viser klart at det pakkbare genoms
stgrrelse/stabilitet gkes i viruser som har RSV-pro-

moteren til & regulere pIX.

Denne oppfinnelse tilveiebringer for den fgrste gang et
stabilt rekombinant adenovirus avledet fra eller basert
pa et adenovirus av serotype 35 som mangler ekspresjon
av et funksjonelt El1B-gen. Et slikt adenovirus har minst
en sletting i El-regionen. I spesielle utfgrelsesformer
tilveiebragt ved oppfinnelsen har nevnte stabile rekom-
binante adenoviruser fremmede innfgyningssekvenser pa
mer enn 4,2 kb, og en pakket genomstgrrelse pa mer enn
33,4 kb, ved & anvende metoder i henhold til oppfinnel-
sen. Det er derfor et formal med foreliggende oppfin-
nelse & tilveiebringe et stabilt rekombinant adenovirus
som: a) har en fremmed nukleinsyresekvens pa& mer enn 4,2
kb, og/eller b) har en pakket genomstgrrelse pa mer enn
33,4 kb. I spesielle utfgrelsesformer tilveiebringer
oppfinnelsen et Ad35- eller Adll-basert rekombinant
undergruppe B adenovirus ifglge krav 1 som: a) har en
fremmed nukleinsyresekvens pa minst 4,6 kb, og/eller b)
har en pakket genomstgrrelse pa mer enn 33,8 kb.
Alternativt eller i tillegg til dette er nevnte pakkede
genomstgrrelser minst pa respektive 34,6, 35,0, 36,1 og
36,5 kb. De fremmede sekvenser i disse utfgrelsesformer
kan omfatte en heterolog promoter-drivende ekspresjon av
pIX. I et annet aspekt er nevnte stabile rekombinante

adenovirus av serotype 1ll1l. Et stabilt adenovirus i
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henhold til dette aspekt av oppfinnelsen kan overfgres
pa en pakkende celle for & tilveiebringe en sats av de
rekombinante adenoviruser, med mindre enn 10%,
fortinnsvis mindre enn 5%, hvor fortinnsvis ingen av de
separate kloner fremkaller slettinger i de fremmede
sekvenser i det rekombinante adenovirus, hvilket kan
madles f.eks. ved PCR-metoden eksemplifisert i Eksempel
3.

pBr.Ad35.AE1AA21K.Luc (se ovenfor) ble fremstilt som
feglger. Konstrukt pBr.Ad35.AE1AA21K (WO 02/40665) ble
spaltet med Hpal, defosforylert med CIP (New England
Biolabs) og det 5 kb lange vektorfragment ble isolert fra
gel. Konstrukt pBr.Ad35.AElA.Luc ble ogsa spaltet med
Hpal og den 3,3 kb lange innfgyning ble isolert fra gel
og ligert med det isolerte vektorfragment. Etter
transformasjon til kompetente STBL-2-celler (Invitrogen),
ble en koloni valgt med innfgyningen 1 den korrekte
orientering. Dette gav konstrukt pBr.Ad35.AE1AA21K.Luc.
pBr.Ad35.AE1A.Luc (ogsa kalt pBr.Ad35.E1B+.Luc, fordi det
fremdeles inneholder ElB-regionen) ble fremstilt ved a
innfogye AdApt.Luc-kassetten, tatt fra pAdApt.Luc etter
AvrIT- og BglITI-spaltning og avstumpning med Klenow-enzym,
inn 1 vektorfragmentet pBr.Ad35.leftITR-pIX (WO 02/40665)
spalte med SnaBI og HindIII og avstumpe med Klenow.
Kolonier med ekspresjonskassetten i fremoverorientering
ble valgt, hvilket gav pBr.Ad35.AElA.Luc.

Eksempel 10. Identifikasjon av plIX-regulerende sekvenser.

De tidligere eksempler viser at Ad35 rekombinante viruser
i hvilke de kodende regioner for ElA og E1B er fullsten-
dig fjernet, blir progressivt mer ustabile hvis genom-
stgrrelsen gkes. Vi viser i denne ansgkning at addisjon
av en heterolog promoter-drivende pIX-ekspresjon kan
overvinne ustabiliteten. I WO 02/40665 og ovenfor beskrev
vi at Ad35-viruser som bibeholder den komplette E1B-55K-

kodingssekvens, kan produseres pa PER.C6 og er stabile.
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Den samme er tilfelle for viruser som bibeholder den
fulle E1B-kodingssekvens (WO 00/70071; Abrahamsen et al.,
1997). Sammen fremhever disse resultater den mulighet at
ekspresjon av pIX-genet reguleres forskjellig i viruser
av undergruppe B sammenlignet med pIX-genet i1 undergruppe
C. Siden virusene som bibeholder E1B-55K-genet drevet av
ElB-promoteren, er stabile (se ovenfor), vil pIX-regule-
rende sekvenser sannsynligvis vaere lokalisert i denne
region. For & undersgke dette genererte vi en serie av
konstrukter som bibeholder forskjellige lengder av 3’ -

enden av 55K-sekvensen.

For dette genereres fgrst pBr.Ad35ASM.AdAptLacZ som
foglger. Konstrukt pBr.Ad35.1lITR-pIX (beskrevet i WO
00/70071) spaltes med SnaBI og Mfel, avstumpes med Klenow
og defosforyleres med SAP-enzym (Roche). Det 4,4 kb lange
vektorfragment isoleres deretter fra agarosegel.
Konstrukt pAdApt.LacZ (et AdS5-basert adapterplasmid
pAdApt med LacZ-transgen-innfeyning; WO 99/55132) spaltes
med AvrII og BglII (og eventuelt Sall for & gke
forskjellen i fragmentstgrrelse) og avstumpes med Klenow-
enzym. Det 4,2 kb lange CMV.LacZ.pA-innfgyning isoleres
deretter fra gel. Begge isolerte fragmenter ligeres der-
etter for & oppna pBr.Ad35zSM.AdAptLacZ (Figur 7).
Orienteringen kan kontrolleres ved restriksjonsspaltning
siden ligasjon 1 den korrekte orientering gjenoppretter
bade AvrII-setet og MfeI-setet. Konstrukt
pBr.Ad35ASM.AdAptLacZ bibeholder de 0,6 kb lange 3'-E1B-
55K-sekvenser (wt Ad35 nukleotid 2804-3400) 1 wt-
posisjonen 1 relasjon til pIX-genet. Tidligere har vi
vist at disse 55K-sekvenser ikke fgrer til ekspresjon av
et funksjonelt E1B-55K-protein siden propagering pa
PER.C6-celler ikke synes a vare mulig (pBr.Ad35ASM; WO
02/40665) . Utgaende fra pBr.Ad35ASM.AdAptLacZ kan
forskjellige slettinger gjgres 1 den 680 bp (0,7 kb)
lange E1B-55K-region ved spaltning med Mfel (isoschizomer
av MunI) og enten Stul, NsiI eller BglII, etterfulgt av

avstumpning av de fremskytende ender under anvendelse av



10

15

20

25

30

35

334299

66

Klenow eller T4 DNA-polymerase vedrgrende 5- eller 3-
fremspring respektive. Religasjon av det spaltede DNA gir
funksjonelle adapterplasmider som anvendes deretter for &
generere rekombinante viruser pa PER55K-celler ved ko-
transfeksjon med pWE.Ad35.pIX-rITR som beskrevet ovenfor.
Ytterligere konstrukter fremstilles ved & anvende
enzymene DralII, Bsu36I, BssHII eller BamHI og spalte
vektoren partielt (LacZ-genet inneholder ogsa et
gjenkjennelsessete for disse enzymer) under anvendelse av
metoder som er kjent 1 faget, etterfulgt av utvelgelse av
den korrekte klon. Stabiliteten testes som beskrevet
ovenfor for Ad35.AdApt.LacZ.rsv-konstruktet. Konstrukter
som er stabile (dvs. ikke krever slettinger i
transgenregionen) inneholder passende regulerende
regioner for pIX-ekspresjon. I tillegg er det mulig a
direkte teste promoteraktivitet i en gitt sekvens ved a
sette inn sekvensen oppstrgms for et reportergen.
pGL3basic (Promega) er et slikt reportergenkonstrukt.
Regionen mellom Munl og begynnelsen pa pIX-genet ble
amplifisert under anvendelse av primersett Ad3555KmfeF og
Ad35pIXNcoR. Dette PCR (2 minutter 94°C; deretter 30
sykluser pd& [30 sekunder 94°C, 30 sekunder 59°C, 60
sekunder 72°C]; etterfulgt av 8 minutter 68°C; enzym: Pwo
(Genexis) i henhold til fabrikantens instruksjoner, med
ytterligere 3% DMSO) amplifiserte Ad35-sekvenser fra 2804
til 3491 (nummerering som i wt Ad35) og endret derved
sekvensen rundt startkodonet for pIX til et Ncol-sete og
innfgrte et HindIII-sete ved 5’ -enden. Dette amplifiserte
fragment spaltes med HindIII og Ncol og klones inn 1
pGL3basic spaltet med de samme enzymer og genererer pGL3-
MN. pGL3-MN anvendes deretter for & slette sekvenser
oppstregms for den luciferasekodende region ved & kom-
binere HindIII-spaltning med f.eks. PacI, NsiI, Stul,
Bsu36I, BssHII eller BglIl, etterfulgt av avstumpning av
de fremstdende ender og religasjon. Promoteraktivitet
testes ved transient transfeksjon av de oppnadde kon-
strukter inn i PER.C6-celler under anvendelse av Lipo-

fectAmine-reagens i henhold til fabrikantens instruk-
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sjoner. Luciferaseaktivitet analyseres to dager etter
transfeksjon under anvendelse av “Steady-Glo luciferase
assay system” (Promega) i henhold til fabrikantens
instruksjoner. Alternativt innfegyes i pGL3basic-vektoren
forskjellige regioner, hvilke regioner er generert ved
PCR-amplifikasjon under anvendelse av en 5' (fremover) -
primer rettet mot en spesifikk sekvens i Ad35 E1B-55K-
regionen og som har HindIII-setet bundet ved 5’ -enden
kombinert med Nco-pIXrev-primeren. P& denne mate er man
ikke begrenset til nerver av et unikt restriksjonssete

for kloning.

Lokaliseringen av pIX-promoteren ble videre undersgkt ved
& anvende programvare til & finne formentlige promoter-
sekvenser (Reese og Eeckman, 1995). Figur 8 viser pro-
motertallene (minimum satt til 0,65) for ElB-promoteren
direkte bundet til 55K-kodingssekvensen (som i
pBr.Ad35.AE1AA21K) . Regionene merket A motsvarer E1B-
promoteren, og regionene B og C er lokalisert innen 55K-
kodingsregionen. PIX-oppstrgmsregion er ikke gjenkjent
som en promotersekvens. Region C har det hgyeste tall
(0,96) av de tre (til og med hgyere enn den kjente E1B-
promoter) og kan derfor omfatte sekvenser som har inn-

flytelse pad pIX-ekspresjon.

For & lokalisere og identifisere en mulig pIX-promoter
eksperimentelt genereres en serie av sma fragmenter mot-
svarende forskjellige (overlappende) deler av 3’ -enden
av 55K-kodingssekvensen. Figur 9 avbilder skjematisk
disse fragmenter og deres lokalisering i relasjon til
den formentlige promoterregion og pIX-genet. Fragmentene
genereres ved restriksjonsspaltning under anvendelse av
de angitte enzymer. Fragmentene avstumpes med Klenow
(fremstdende 5'-ender) eller T4 DNA-polymerase (frem-
stdende 3'-ender) og klones inn i Ncol-setet i
pGL3basic-vektoren (Promega) ogsad avstumpet ved Klenow-
behandling og defosforyleres ved SAP-behandling (Roche).

Etter transformasjon til kompetente bakterier kontrol-
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leres oppnadde plasmider med hensyn til orienteringen av
innfgyningen ved restriksjonsspaltning. Promoter-
aktiviteten analyseres deretter ved hjelp av transient
transfeksjon av de oppnadde luciferasekonstrukter inn i
PER.C6-celler under anvendelse av LipofectAmine-reagens
i henhold til fabrikantens instruksjoner. Tomt
pGL3basic-plasmid tjener som negativ kontroll.
Ytterligere kontroller fremstilles ved kloning i) et
BglIIMfeI-fragment fra pAdApt535 inneholdende AdS pIX-
promoteren, ii) et 388 bp langt Nrul-Apall RSV-
promoterfragment (beskrevet ovenfor), eller iii) Ad35
pIX-oppstrgmsregionen som et PCR-fragment inn 1 det
avstumpede Ncol-sete i pGL3basic som beskrevet ovenfor.
Ad35 pIX-region oppstregms amplifiseres pa pAdApt35IP1
under anvendelse av primerne SV40-for og 5'-fosforylert
Ad35pIXrev. Etter amplifikasjon spaltes DNA’et med BglII

0og behandles med Klenow.

Konstrukter transfiseres ogsa inn i1 menneskelige celler
som ikke inneholder adenovirus El1 (f.eks. A549, Hela) for

d& undersgke avhengigheten av ElA-ekspresjon.

Fragmentene klones ogsa inn i et adapterplasmid
pBr.Ad35ASM.AdAptLacZz (se ovenfor) for & vere 1 stand
til & generere rekombinante viruser og studere viral
genom-stabilitet. For dette spaltes konstrukt
pBr.Ad35ASM.AdAptLacZz med Mfel og BglII, avstumpes med
Klenow-enzym og defosforyleres. Etter gelisolering av
vektorfragmentet kan DNA bli ligert med fragmentene
beskrevet ovenfor (se Fig. 9) for & oppna et sett av
adapterplasmider som har varierende lengder av 55K-
fragmenter oppstrgms for pIX-genet. Viruser kan genere-
res med konstruktet pWE.Ad35.pIX-rITR som beskrevet

ovenfor.

Kontrolltransfeksjoner gjgres med pBr.Ad35ASM.AdAptlLacZ-,
pPAdApt35.LacZ- og pAdApt35.LacZ.rsv-konstruktene. Etter

opptreden av full CPE hgstes celler og medium ved en
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fryse/tine-syklus og anvendes for & infisere pa nytt
friske PER55K-celler. Celler og medium hgstes igjen ved
full CPE, ralysater fremstilles og anvendes for a utfgre
en plakkundersgkelse. Etter opptreden av plakker, til-
settes farvende X-gal-lgsning for & undersgke vedrgrende
LacZ-ekspresjon.

Resultatene av ovennevnte eksperimenter hjelper til med &
finne posisjonen for pIX-regulasjonssekvenser i1 Ad35

E1B-55K-regionen.

Som enda et annet alternativ kan pIX-genekspresjon
drives av ElB-promoteren som en heterolog promoter for
generering av rekombinante viruser. For dette spaltes
pAdApt535.LacZ med BglII og Mfel etterfulgt av Klenow-
behandling, for & avstumpe endene, og defosforylering.
Det saledes behandlede 4,8 kb vektorfragment isoleres
deretter fra gel. ElB-promoterregionen isoleres som et
PCR-fragment under anvendelse av pBr.Ad35.1leftITR-pIX
som mal-DNA og Epr-F- og Epr-R-primerne, hvorved begge
primere fosforyleres. PCR gjgres med Pwo DNA-polymerase
(Genaxis/Inno-train Diagnostik Gmbh) i henhold til
fabrikantens instruksjoner. Det resulterende 151 bp
lange fragment klones deretter inn i den isolerte vektor

for & oppnad pAdApt35Epr.LacZ

Dette plasmid anvendes deretter for & generere Ad35-
baserte viruser og teststabilitet som beskrevet

tidligere.

For & identifisere de forskjellige transkripter som
inneholder pIX-sekvenser, isoleres RNA fra infiserte
celler, og pIX-holdige RNAér identifiseres ved hybridi-
sering med en merket spesifikk probe. For dette infiseres
PER55K-celler i en multiplisitetsinfeksjon pa 10 og 50
med f@lgende viruser: wtAd35, Ad35.E1B.AdApt.Luc,
Ad35AE3.AdApt.Luc, Ad35AE3.AdApt535.Luc,
Ad35.AdApt.Luc.rsv. Infiserte celler hgstes etter 8
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timer (wtAd35 ogsa etter 2 og 18 timer), og RNA isoleres
under anvendelse av TRI-zol-Reagens (Invitrogen). Dette
RNA stgrrelsesfraksjoneres pa en 1,5% agarosegel, over-
fgres til et “Northern blot” og hybridiseres til en 32P-
merket probe avledet fra pIX-kodingsregionen. Prose-
dyrene er kjent i faget (beskrevet i Molecular Cloning:
A laboratory manual, av Sambrook og Russell, 2001 eller
tidligere versjoner). Lengden pd RNA’et kan bestemmes
hvis kjente RNA-stgrrelsesmarkgrer er innbefattet og vil
gl en indikasjon pa RNA-artene som inneholder pIX-
sekvenser. For & identifisere RNA’ene som begynner i E1B-
promoteren, kan “blottet” isoleres og hybridiseres pa
nytt med en 5'-21K-probe. pIX-inneholdende transkripter
som ikke hybridiserer til E1B-21K-proben, er sannsynlig-
vis generert av en promoter som er forskjellig fra E1B-

promoteren.

Pa grunn av mulige (og forventede) spleisingforeteelser
er det fremdeles vanskelig a ngyaktig bestemme transkrip-
sjonsstartseter via denne metode. Dette kan oppnds som
fzlger. Det isolerte RNA revers-transkriberes til cDNA,
0g cDNA’et anvendes til spesifikt & amplifisere 5’ -ender
i pIX-holdige RNA’er under anvendelse av GeneRacer
System (Invitrogen) i henhold til fabrikantens instruk-
sjoner med revers-primerne rettet mot pIX-kodings-
sekvenser: plXrev og den flettede primer pIXrev-N2,
Kloning og sekvensialisering av de amplifiserte
fragmenter gir lokaliseringen av transkripsjonsstart-
setene og 5'-sekvensene i1 mRNA’er som inneholder pIX-
sekvenser. P& denne mate identifiseres de mulige pIX-
kodings-mRNA’ene. Korrelasjonen mellom nivaene av pIX-
ekspresjon og stabilitet av de tilsvarende rekombinante

adenoviruser kan saledes ogsa bestemmes.

334299
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Eksempel 11. E1B- og plIX-sekvenser fra adenovirus av

gruppe B.

Ovennevnte eksempler anvender Ad35-viruset som et
eksempel. Andre medlemmer av undergruppe B som har
betraktelig homologi med hverandre, vil kunne ha sammen-

lignbar pIX-regulering.

For & undersgke dette linjestilte vi E1B- og pIX-
sekvenser fra medlemmer av undergruppe B. Sekvensen for
Ad7 (SEQ. ID. NO. 57) er tilgjengelig via Genbank-
aksesjonsnr. X03000. Sekvensen for Adll (SEQ. ID. NO. 56)
ble vist ved “shotgun”-sekvensialisering av DNA isolert
fra Adllp wt-viruser utfgrt av Lark Technologies (UK)
lignende som beskrevet (WO 00/70071) for Ad35-sekvensen
(SEQ. ID. NO. 55). Adll og Ad35 er hgyst homologe med
hverandre (totalt 98,1% likhet), og de hovedsakelige
forskjeller er lokalisert 1 hexon- og fiber-knappen.
Adll-sekvensen er ogsa beskrevet i WO 02/053759.

Sekvensen mellom poly-adenyleringssetet (pZA) i E1A og pA

nedstrgms for pIX-genet anvendes i linjestillingen (Fig.

10) . Ad35 har en total likhet (i denne region) pa 98,4 %

med Adll og 82,9 % med Ad7. Dette gjgr det meget sannsyn-
lig at pIX-ekspresjon reguleres pd samme mate i disse

viruser.

Fglgelig kan metodene og midlene i henhold til oppfinnel-
sen som eksemplifisert i de tidligere eksempler anvendes
deretter for & gke stabiliteten og/eller innfgynings-
kapasiteten av andre rekombinante adenoviruser av under-

gruppe B, heri eksemplifisert by Adll og Ad7.

334299
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Eksempel 12. Generering av El-slettede Ad35-viruser
uttrykkende Ad5-E4/0rf6 pa en kompletterende AdS5-

cellelinije.

Sekvensialiseringen av det adenovirale genom av serotype
35 samt konstruksjonen av et plasmid-basert vektorsystem
0g generering av rekombinante Ad35-baserte viruser er
blitt beskrevet i1 detalj i WO 00/70071.

Kloningen av Ad5-E4-orf6-kodingssekvensen inn i
PAdApt35IP1 (ECACC-deponeringsnr. P02041228, for
kloningsdetaljer for dette plasmid se WO 00/70071) ble
utfgrt som fglger. Plasmidet ble spaltet med Nhel og
AvrII og defosforylert med “Calf Intestine Fosfatase”
(New England Biolabs). Spaltet DNA ble isolert fra gel
under anvendelse av “the GeneClean kit”. Plasmidisk
pAMT.Orf6.Hygro (Fig. 11, ECACC-deponeringsnr. P02041226)
ble spaltet med Nhel og deretter partielt spaltet med
Xbal. Etter separering av det resulterende band pa gel
ble det 1350 bp lange fragment motsvarende AMT-promoteren
bundet til E4-orfé6-sekvensen renset fra gel. Deretter ble
begge isolerte fragmenter ligert og transformert til
elektro-kompetente DH10B-celler Invitrogen/LifeTechno-
logies) hvoretter en koloni med innfgyningen i den
korrekte orientering med hensyn til SV40 poly(A)-signalet
ble valgt for DNA-fremstilling i stor skala. Dette
resulterte i1 konstrukt pAd35.AMT.Orf6 (Fig. 12), som
inneholder AdS5 E4-orfé6-kodingssekvensen funksjonelt
bundet til en mutert metallothionein-promoter (AMT). AMT-
promoteren er blitt beskrevet av Hagmeyer et al., (1996).
Ad5 E4d4-orfé6-sekvensen motsvarer nukleotid 33193 til
nukleotid 34077 i Ad5-sekvensen (Genbank-aksesjonsnr.
M73260). For & teste hvorvidt ekspresjonen av AdS5 E4-
orf6-proteiner ville kunne gjgre produksijon av fullsten-
dig El-slettede Ad35-vektorer mulig pa kompletterende
Ad5-celler, ble pAd35.AMT.Orf6 ko-transfisert med Ad35-
ryggradskonstruktet pWE.Ad35.pIX-rITR pa PER.C6-celler.
For dette ble pAd35.AMT.Orf6 spaltet med PI-Psp-1, og
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PWE.Ad35.pIX-rITR ble spaltet med NotlI for & frigjgre de
adenovirale innsetninger fra ryggraden. 2 ug av spaltet
PAd35.AMT.Orf6 og 6 pg av spaltet pWE.Ad35.pIX-rITR ble
transfisert under anvendelse av Lipofektamine. Trans-
feksjonsblandingene ble tilsatt til PER.C6-celler som ble
utsddd dagen for i en tetthet av 3,5x10° celler pr. T25-
kolbe. Neste dag ble mediet utbyttet med PER.C6-kultur-
medium (DMEM med 10% FBS og 10 mM MgCl,), og cellene ble
videre inkubert ved 37°C/10% CO,. Kontrolltransfeksjoner
ble utfegrt med pAdApt35.Luc ko-transfisert med
PWE.Ad35.pIX-rITR, og pWE.Ad35.pIX-rITR alene. To dager
etter transfeksjonen ble cellene overfgrt fra T25- til
T80-kolber og inkubert som beskrevet. Igjen tre dager
senere viste kulturen som var transfisert med
pPAd35.AMT.Orf6 sammen med Ad35-ryggraden, cytopatogen
virkning (CPE), hvilket indikerer virusreplikasjon, og
ble hgstet (inklusive celler og medium) etter en videre
inkubering pa 2 dager. Cellesuspensjonen ble utsatt for 2
runder av fryse/tine-sykluser, og det resulterende
material (ré&lysat) ble holdt ved -20°C inntil videre
bruk. De andre kolber viste ikke CPE og ble overfgrt 1:3
til T80-kolber 6 dager etter overfegringen til T80. Igjen
5 dager senere viste den pAdApt35.Luc + pWE.Ad35.pIX-
rITR-transfiserte kolbe noen fa CPE-lignende foreteelser,
men disse utviklet seg ikke videre. 0,2 og 0,5 ml av
ralysatet som var et resultat av pAd35.AMT.Orf6-trans-
feksjonen ble anvendt til & infisere pa nytt PER.C6-
celler ved tilnermet 85% konfluens 1 T80-kolber. Dette
resulterte 1 full CPE etter en dag med inkubering og
antydet at smittefarlig virus var naerverende 1 ralysa-
tene. Disse kulturer ble ogsa hgstet ved to fryse/tine-
sykluser. Ytterligere kontrolltransfeksjoner med kon-
strukt pAd35.AMT.Orf6 alene pa PER.C6 ble utfgrt for &
bekrefte at orfé-ekspresjon i1 seg selv ikke resulterer i
celletoksisitet og CPE-lignende celledgd. Konklusjonen er
at bare transfeksjonene med pAd35.AMT.Orf6 sammen med

PWE.Ad35.pIX-rITR resulterte i CPE og virusreplikasjon.
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PCR-analyse ble utfegrt for & bekrefte naerver av Ad35-
baserte virale genomer hvor Ad5-E4-orf6 erstatter den
tidligere El-region. For dette ble viralt DNA isolert fra
ralysatprgver som fglger. 275 pl rédlysatmateriale ble
inkubert med 10 pl DNaseI (10 mg/ml) ved 37°C i 30 min.
Deretter ble 6,0 pul 0,5 M EDTA (pH 8,0), 7,5 pl 20% SDS
og 1,5 pl 20 mg/ml Proteinase K tilsatt og blandet ved
omhvirvling. Blandingen ble deretter inkubert ved 50°C i
1 time. Til slutt ble det virale DNA isolert under
anvendelse av “the Geneclean spin kit” (Bio 101, Inc.).
2 pl av det isolerte DNA ble deretter PCR-amplifisert
under anvendelse av primerne 35psi-For og 35R4. Pro-
grammet ble satt til 94°C i 2 min etterfulgt av 30 syk-
luser p& 94°C i 30 sekunder, 58°C i 30 sekunder og 72°C
i 5 min, og sluttet med en inkubering ved 72°C i 10 min.
Primerne er spesifikke for Ad35-sekvenser og genererer
et fragment pa 2,9 kb som rekker fra den pakkende sekvens
til nt 4669 (nummerering som i wt Ad35-sekvens) og
inkluderer saledes Ad5 orf6-transgenkassetten. Elektro-
forese av de oppnadde PCR-fragmenter viste at fragmen-
tene hadde den forventede lengde samsvarende med
kontroll-PCR-fragmentene generert pa adapterplasmidet-
PAd35.AMT.Orf6. Sdledes kan fullstendig El-slettede
Ad35-baserte vektorer gjgres pa kompletterende Ad5-
celler hvis viruset ogsa uttrykker Ad5S-Edorfé6.

Eksempel 13. Konstruksjon av pWE.Ad35.pIX-rITR5E4.

Et fgrste PCR-fragment ble amplifisert under anvendelse
av primerne DF35-1 og 35FR. Amplifikasjon ble gjort med
PWE.Ad35.pIX-rITR (se WO 00/70071) som modell-DNA under
anvendelse av Pwo DNA-polymerase (Roche) med ytterligere
DMSO (Sigma, sluttkonsentrasjon 3%). Programmet var som
fglger: 94°C i 2 min etterfulgt av 30 sykluser p& (94°C
i 30 sekunder, 52°C i 30 sekunder, 72°C i 3 min) og et
avsluttende trinn pa 72°C i 8 min for & sikre komplette
fragmenter. Amplifikasjonen resulterte 1 et 1,6 kb langt
fragment motsvarende nt 30224 til 31805 av Ad35-
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sekvensen. Et BamHI-sete ble innfgyd ved 3’ -enden. Det
amplifiserte DNA ble renset fra gel under anvendelse av
Geneclean-settet og ligert til pCRScript/Amp-vektor-
kloningssettet (Stratagene). Etter transformasjon til
elektro-kompetente DH10B-celler ble hvite kolonier wvalgt
for videre analyse. Dette resulterte i konstrukt pCR-
fiber35. Pa grunn av den butte kloning kunne PCR-frag-
mentet innsettes i 2 orienteringer. En klon som hadde
innfgyningen med BamHI-setet i polylinkeren av
pPCRScript/Amp-vektoren ved 5’ -enden, ble valgt.
Spaltning med BamHI resulterer saledes i et 1,6 kb langt
fragment. Sekvensialisering bekreftet korrekt amplifi-
kasjon av PCR-fragmentet. Et andre PCR-fragment ble
amplifisert under anvendelse av primerne: 5E4F og 5SE4R.
Amplifikasjon ble gjort med pWE.Ad5.AflIT-rITRsp, som er
en kosmidvektor inneholdende et ekstra PacIl-sete 1
PWE.AdS5.Af1IT-rITR (ECACC-deponeringsnr. P97082116
beskrevet 1 WO 02/40665). pWE.AdS5.Af1lII-rITRsp tjente
som modell under anvendelse av Pwo DNA-polymerase som
beskrevet ovenfor, selv om pWE.Ad5.AflII-rITR ogsa kunne
anvendes for samme formdl. Etter rensing fra gel ble
DNA’et spaltet med Sstl og BamHI (begge seter innfoyd
under PCR), og det 3 kb lange fragment ble renset fra
agarosegel under anvendelse av “the GeneClean kit”.

Ad5 E4-regionen som amplifiseres, motsvarer bp 32794 til
bp 35828 av AdbS-sekvensen. Et tredje PCR-fragment ble
generert pd pWE.Ad35.pIX-rITR under anvendelse av
primerne: 355ITR og 353ITR. PCR-amplifikasjon ble utfgrt
som beskrevet ovenfor. Det resulterende 160 bp lange
fragment er flankert av et Sstl-sete (5’'-enden) og et
EcoRI-sete (3'-enden). Etter rensing fra gel som ovenfor
ble DNA’et spaltet med SstlI og EcoRI. Det 160 bp lange
fragment motsvarende den hgyre ITR av Ad35 ble deretter
separert fra de spaltede ender pa en lavtsmeltende
agarosegel og samlet opp 1 en gel. Deretter ble pUC1l1l9
spaltet med BamHI og EcoRI, og det 3,1 kb lange fragment
ble renset fra gel under anvendelse av “the GeneClean

kit”. De ovenfor behandlede andre og tredje PCR-
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fragmenter ble deretter ligert med BamHI/EcoRI-spaltet
pUC119 hvilket resulterte i pUC.AdSE4-35ITR. De klonede
PCR-avledede innfgyninger ble sekvensialisert for &
bekrefte korrekt amplifikasjon. Deretter ble den 1,6 kb
lange innfgyning i pCR-fiber35 skaret ut med BamHI, og
fragmentet ble renset fra gel som ovenfor. pUC.AdSE4-
35ITR ble ogsa spaltet med BamHI, og det lineare
fragment ble renset fra gel. Ligasjon av begge
fragmenter og utvelgelse av klonene som hadde den
korrekte orientering i relasjon til hverandre, resulter-
te i pUC,35-5E4 (Fig. 14). Trinnene som fgrer til kon-
struksjonen av pUC.35-5E4, er skjematisk angitt i Fig.
13. Adenovirusinnfgyningen i pUC.35-5E4 ble sub-klonet
inn i pBr.Ad35.PRn (Fig. 15; se WO 00/70071), et kon-
strukt med Ad35-3'-sekvenser. For dette spaltes kon-
strukt pUC,35-5E4 med M1lul og NotI og det 4,7 kb lange
fragment renses fra gel under anvendelse av “the
GeneClean kit”. Dette fragment ligeres deretter med
vektorfragmentet som var et resultat av MlulI- og NotI-
spaltning av konstrukt pBr.Ad35.PRn. Dette 16,3 kb lange
fragment ble renset fra gel under anvendelse av agarase-
enzym (Roche). Ligasjoner ble deretter transformert til
kompetente DH10B-celler. Det resulterende konstrukt ble
kalt pBr.Ad35.PR5E4 (Fig. 16, ECACC-deponeringsnr.
P02041229). Det siste trinn innebarer kloning av den
modifiserte 3'-ende av Ad35-sekvensen inn i den virale
kosmidklon pWE.Ad35.pIX-rITR. For dette kombineres to
fragmenter i en lambda-bakteriofagisk pakkingsreaksjon
(Stratagene) i henhold til fabrikantens instruksjoner.
Det forste er den 16,8 kb lange modifiserte Ad35-inn-
foyning fra pBr.Ad35.PR5E4 oppnadd ved spaltning med
PacI og Swal, og det andre er et 22,8 kb langt fragment
oppnddd ved spaltning av pWE.Ad35.pIX-rITR med Pacl og
Swal. Korrekt kombinasjon av de to fragmenter gir
PWE.Ad35.pIX-rITR5E4 (Fig. 17). Saledes er, i dette
konstrukt, Ed4-regionen i Ad35-ryggraden erstattet med

den tilsvarende region avledet fra AdS.
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Eksempel 14. Konstruksjon av pWE.Ad35.pIX-rITR50rf6.

For & oppna et adenoviralt ryggradkonstrukt som inne-
holder Ad35-sekvensene fra pIX-genet (nt 3401 i Ad35-
sekvensen) til enden av den hgyre ITR, men med sekven-
sene for E4-orf6 og -orf6/7 istedenfor de tilsvarende
sekvenser Ad5, Ad35 og Ad5, ble sekvenser PCR-ampli-
fisert og kombinert som beskrevet nedenfor. PCR-frag-
menter ble generert med Pwo DNA-polymerase med tilset-
ning av DMSO opp til 3%. Den forste PCR ble gjort med
pBr.Ad35.PRn (Fig. 15; se WO 00/70071) som modell og
primerne E4-F1 og E4-R2. Programmet ble satt som fglger:
94°C i 2 min, 5 sykluser pa (94°C i 30 sekunder, 50°C i
30 sekunder og 72°C i 1 min) etterfulgt av 30 sykluser pé&
(94°C i 30 sekunder, 60°C i 30 sekunder og 72°C i 1 min)
og sluttet med et avsluttende trinn ved 68°C i 8 min.
Det resulterende 1,8 kb lange fragment ble renset under
anvendelse av “the GeneClean kit”. Den andre PCR ble
gjort med pWE.AdS5.Af1II-rITRsp, som er en kosmidvektor
inneholdende et Pacl-sete i pWE.Ad5.AflII-rITR (ECACC-
deponeringsnr. P97082116, beskrevet i WO 02/40665), som
modell og primerne E4-F3 og E4-R4. Programmet ble satt
som fglger: 94°C i 2 min etterfulgt av 30 sykluser pé&
(94°C i 30 sekunder, 62°C i 30 sekunder og 72°C i 1 min)
og sluttet med et avsluttende trinn ved 68°C i 8 min.
Det 1,1 kb lange fragment ble renset som ovenfor. Det
tredje PCR ble gjort med pBr.Ad35.PRn som modell og
primerne E4-F5 og E4-R6. Programmet ble satt som fglger:
94°C 1 2 min, 5 sykluser p& (94°C i 30 sekunder, 48°C i
30 sekunder og 72°C i 45 sekunder) etterfulgt av 30
sykluser pd (94°C i 30 sekunder, 56°C i 30 sekunder og
72°C i 45 sekunder) og sluttet med et avsluttende trinn
ved 68°C i 8 min. Det 366 bp lange fragment ble renset
som ovenfor. Prgver av de rensede fragmenter ble over-
fert pad en gel for & bestemme konsentrasjonen, og der-
etter ble fragmentene blandet sammen til & inneholde 700
ng PCR-1, 650 ng PCR-2 og 430 ng PCR-3 1 sammenlagt 30
pl. Til denne blanding ble 3 pl EcoPol-buffer (New
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England Biolabs), 3 pl 2 mM dNTP-lgsning og 3 pl milliQ
H,O0 tilsatt. Den resulterende blanding ble inkubert ved
94°C i 3 min og deretter avkjglt til 65°C i en PCR-
maskin ved en hastighet av 0,5°C/sekund. Etter inkube-
ring ved 65°C i 10 min ble blandingen videre avkjglt til
20°C ved en hastighet av 0,05°C pr. sekund og inkubert i
10 min ved 20°C. Deretter ble 1 pl (5 enheter) Klenow-
enzym (New England Biolabs) tilsatt etterfulgt av en
inkubering p& 60 min ved 37°C. 5 pul av denne Klenow-
blanding ble anvendt som modell for separat a
amplifisere to fragmenter som fglger. Primersett 1: NF-1
og Ncol-R ble anvendt i en reaksjon under anvendelse av
Pwo DNA-polymerase (Roche) med tilsetning av DMSO til en
avsluttende konsentrasjon av 3% og under anvendelse av
fglgende innstillinger av PCR-maskinen: 94°C i 2 min
etterfulgt av 30 sykluser p& (94°C i 30 sekunder, 66°C i
30 sekunder og 72°C i 3 min) etterfulgt av en
avsluttende inkubering ved 68°C i 8 min. Primersett 2:
NcoI-F og NR-2 ble anvendt i en reaksjon under anvendelse
av Pwo DNA-polymerase (Roche) med tilsetning av DMSO til
en avsluttende konsentrasjon av 3% og under anvendelse
av fglgende innstillinger av PCR-maskinen: 94°C i 2 min
etterfulgt av 30 sykluser p& (94°C i 30 sekunder, 62°C i
30 sekunder og 72°C i 90 sekunder) etterfulgt av en
avsluttende inkubering ved 68°C i 8 min. De resulterende
fragmenter pa 2,7 kb (primersett 1) og 1,1 kb
(primersett 2) ble renset fra gel under anvendelse av
Geneclean-settet, og hvert ble ligert til pCRscriptAmp-
vektoren (Stratagene) og transformert til
elektrokompetente DH10B-celler. Dette resulterte i
konstrukt pCRscriptAmp.NFI-NcoIR (Fig. 18) og konstrukt
PCRscriptAmp.NcolF-NR2 (Fig. 19). Siden innfgyningene
inneholdt stumpe ender, ble to orienteringer oppnadd av
hver kloning. Under anvendelse av KpnlI-spaltninger ble
konstruktene med orienteringen som var ngdvendige for
videre kloning, valgt (se Fig. 18 og 19). Innfgyningene
ble deretter sekvensialisert for & bekrefte korrekt

amplifikasjon. Deretter ble en del av innfgyningen fra
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PCRscriptAmp-NcoIF-NR2 separert under anvendelse av
BamHI og Ncol og renset fra gel som ovenfor.
PCRscriptAmp-NFI-NcoIR ble spaltet med de samme enzymer,
og det vektorholdige fragment ble ogsa renset fra gel.
Ligasjon av disse fragmenter resulterte i pCR.NF1-NR2
(Fig. 20). pCR.NF1-NR2 inneholder Ad35-sekvenser mellom
nt 30162 og 33234 av Ad35-sekvensen med E4-orfé6- og E4-
orf6/7-sekvenser mellom nt 31879 og 32974 istedenfor
Ad5-avledede sekvenser lokalisert mellom 32968 og 34077
fra den publiserte AdS-sekvens i Genbank
(Aksesjonsnummer M73260). Saledes, som man kan se i
aminosyrelinjestillingene angitt i Figur 21 og 22, er
aminosyresekvensen i det klonede E4-orfé6-protein iden-
tisk med E4-orf6-sekvensen som fins i AdS (SEQ. ID. NO.
61; aminosyresekvensen for E4-orf6 i Ad35 er SEQ. ID.
NO. 62) og Ed4-orf6/7-aminosyresekvensen er til stgrste-
delen identisk med E4-orf6/7-sekvensen nervaerende i AdS5
(E4-orf6/7-sekvens er gitt for AdS5 som SEQ. ID. NO. 63,
for Ad35 som SEQ. ID. NO. 64, for det klonede fusjons-
protein som SEQ. ID. NO. 65). Det er apenbart at for-
skjellige hybrid-Ad35-Ad5 E4-konstrukter kan utformes
under anvendelse av den generelle metode fremstilt oven-
for uten a avvike fra oppfinnelsen. Denne chimeriske
innfgyning fra pCR.NF1-NR2 ble deretter klonet inn i
PWE.Ad35.pIX-rITR: pCR.NF1-NR-2 ble spaltet med Mlul og
NdeI, og det resulterende 2,8 kb lange fragment ble
renset fra gel under anvendelse av “the GeneClean kit”.
Konstrukt pBr.Ad35.PRn ble ogsa spaltet med Mlul og
NdeI, og det 18 kb lange vektorfragment ble isolert fra
gel under anvendelse av agarase-enzym (Roche). Ligasjon
av begge fragmenter resulterte i konstrukt
pBr.Ad35.PR,50rf6 (Fig. 23, ECACC-deponeringsnr.
P02041227). Ad35-sekvensener mellom Pacl og Swal
inneholdende den chimeriske E4-region 1 dette konstrukt
klones deretter inn i konstrukt pWE.Ad35.pIX-rITR under
anvendelse av lambda-bakteriofagpakking som beskrevet
ovenfor. Det resulterende pWE.Ad35pIX-rITR,50rf6 (Fig.

24) anvendes deretter for & generere rekombinante Ad35-
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baserte viruser ved ko-transfeksjon pad PER.C6-pakkings-

celler med et Ad35-adapterplasmid.

Eksempel 15. Konstruksjon av pWE.Ad35.pIX-rITRAE3,5FE4 og
PWE.Ad35.pIX-rITRAE350rf6.

Ad35-ryggraden ble videre modifisert ved en sletting av
E3-sekvenser. E3-proteiner er kjent for & modulere
vertens immunrespons overfor adenovirusinfeksjon og er
derfor ikke ngdvendige for in vitro propagering av
rekombinante viruser. Videre muliggjgr slettingen av E3-
sekvenser innfgyning av stgrre heterologe sekvenser i
vektorene uten & kompromittere pakkingseffektiviteten.
Dessuten er, for anvendelse av adenovirale vektorer som
vaksinasjonsmidler, ekspresjon av immunomodulerende gener

kodet av E3-regionen ikke foretrukket.

Konstruksjonen av pWE.Ad35.pIX-rITRAE3 (Fig. 1) ble
beskrevet ovenfor. For & konstruere de E3-slettede ver-
sjoner av de E4-modifiseret ryggradkonstrukter beskrevet
ovenfor, ble E4-modifikasjonem innfgyd i pBr.Ad35.PRnLE3-
konstruktet (Fig. 25) som fe@lger. Konstrukt pUC,35-5E4
(Fig. 13) ble spaltet med Mlul og NotI, og det 4,7 kb
lange fragment ble isolert fra gel under anvendelse av
“the GeneClean II kit”. Konstrukt pBr.Ad35.PRnAE3 ble
ogsa spaltet med Mlul og NotI, og det 13,6 kb lange
vektorfragment ble isolert fra gel under anvendelse av
“the Geneclean spin kit”. Ligasjon av disse fragmenter
resulterte 1 konstrukt pBr.Ad35.AE3.PR5E4 (Fig. 26).
Konstrukt pCR.NF1-NR2 (Fig. 20) ble spaltet med MluI,
NdeI og BglI (sistnevnte for & spalte vektorfragmentet
til mindre fragmenter), og det 2,8 kb lange fragment ble
isolert fra gel under anvendelse av “the Geneclean spin
kit”. Konstrukt pBr.Ad35.PRnAE3 ble spaltet med Mlul og
NdeI, defosforylert under anvendelse av CIP-enzym (New
England Biolabs), og det 15,2 kb lange vektorfragment ble

ogsa isolert under anvendelse av “the Geneclean spin
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kit”. Ligasjon av disse fragmenter gav konstrukt
pPBr.Ad35.AE3.PR50rf6 (Fig. 27).

pBr.Ad35.AE3.PR5E4 og pBr.Ad35.AE3.PR50rf6 anvendes
deretter for & bytte 3' PacI-Swal-fragmentet i
PWE.Ad35.pIX-rITR med de tilsvarende regioner fra
pBr.Ad35.AE3.PR5E4 og pBr.Ad35.AE3.PR50rf6 som beskrevet
intra. Dette fgrer til konstruktene pWE.Ad35.pIX-
rITRAE3.5E4 og pWE.Ad35.pIX-rITRAE3.50rf6. En alternativ
metode for & generere disse store kosmider er & anvende
tre fragmenter i ligasjonsreaksjonen for pakking: et 14,7
kb langt NotI-PacI-fragment fra pWE.Ad35.pIX-rITR, PacI-
NotI-innfgyningen fra pBr.Ad35.AE3.PR5E4 eller
pBr.Ad35.AE3.PR50rf6 og det NotI-spaltede kosmidiske
pPWEl5-vektorfragment (Stratagene). Dette sistnevnte
fragment kan ogsd isoleres fra NotI/PacIlI-spaltningen av
PWE.Ad35.pIX-rITR. Ko-transfeksjon av f.eks. det NotI-
spaltede pWE.Ad35.pIX-rITRAE3.50rf6 med f.eks. PT-Pspl-
spaltet pAdApt35.LacZ.rsv (eksempel 9) til PER.C6™"-celler
vil generere rekombinant adenovirus avledet fra Ad35,
hvilke rekombinante adenovirus omfatter Ed-orf6 avledet
fra Ad5 (som gir evne til & propagere pa PER.C6), idet
nevnte rekombinante adenovirus videre har en heterolog
pIX-promoter hvilket resulterer i gkede pIX-ekspre-

sjonsnivaer og stabile virioner.

Eksempel 16. Generering av El- og El1/E3-slettede Ad35-

baserte vektorer pad PER.C6-celler.

For & muliggjgre generering av rekombinante Ad35-viruser
pa den kompletterende cellelinje PER.C6 under anvendelse
av de pBr.Ad35.PRn-baserte konstrukter, laget vi fgrst
et nytt konstrukt inneholdende Ad35-sekvenser fra bp
3401 til bp 24650 i Ad35-sekvensen (WO 00/70071) og sa-
ledes overlapper med bade adapterplasmidene og de
pBr.Ad35.PRn-baserte konstrukter. Transfeksjon av disse
tre plasmider inn i1 PER.C6-celler og en dobbelt homolog

rekombinasjon fgrer til et komplett viralt genom og
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replikasjon av rekombinante viruser som fremstilt i
Figur 18. Det ngdvendige plasmid ble laget ved sletting
av en stor del av Ad35-sekvensene i pWE.Ad35.pIX-rITR.
For dette ble pWE.Ad35.pIX-rITR spaltet med EcoRV, og
det 29 kb lange vektorholdige fragment ble renset fra en
lavtsmeltende gel under anvendelse av “the Geneclean spin
kit”. Det rensede DNA ble selv-ligert og anvendt for a
transformere DH10B elektro-kompetente bakterier
(Invitrogen/LTI), hvilket resulterer i pWE.Ad35.pIX-EcoRV
(Fig. 29).

Alle DNA’er som ble anvendt for transfeksjon, ble spaltet
som indikert i tabell V, varme-inaktivert ved 65°C i 15 min
og anvendt uten videre behandling i transfeksjonen. PER.C6-
celler ble utsadd dagen fgr transfeksjon i T25-kolber i1 en
tetthet av 3x10° celler/kolbe og transfisert som indikert i
tabell V under anvendelse av LipofectAmine

(Invitrogen/LTI) 1 henhold til fabrikantens instruksjoner,
unntatt at transfeksjonsblandingen i serum-fritt DMEM-
medium (Gibco/BRL) ble erstattet med PER.C6-kulturmedium
(DMEM, 10% FBS og 10 mM MgCl,) etter 5 timer. Dagen etter
ble transfeksjonseffektiviteten beregnet til 50% ved
fluorescensmikroskopi. To dager senere ble cellene
trypsinisert og utsadd pa nytt i T80-kolber og videre
inkubert ved 37°C/10%CO,. Seks dager etter transfeksjonen
viste alle kulturer full cytopatogen virkning (CPE, typisk
for viruspropagering) med unntagelse av PER.C6-kulturen
transfisert med Ad35.AdApt.eGFP + pWE.Ad35.pIX-rITR. En dag
senere ble cellene og mediet i kolbene med CPE hgstet og
utsatt for fryse/tine-sykluser, klaret fra celleavfall ved
sentrifugering (10 min ved 1500 rpm, og 100 pl av disse
ralysater ble anvendt til & infisere pa nytt friske
PER.C6-celler ved 85% konfluens 1 T80-kolber.
Transfeksjonen av Ad35.AdApt.eGFP + pWE.Ad35.pIX-rITR som
ikke viste tegn pa CPE, ble hgstet ved trypsinisering og
ogsa behandlet som ovenfor. To dager etter infeksjon av
friske PER.C6-celler viste alle kolber full CPE med

unntagelse av den som ikke viste noe tegn pa CPE ved tiden
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for den initielle hgsting. Dette viser klart at
fullstendig El-slettede Ad35-baserte viruser kan gjgres pa
PER.C6-celler nar Ad5 E4-orfé-genproduktet uttrykkes fra
Ad35-ryggraden.

Eksempel 17. El-slettede Ad35-viruser med en heterolog

promoter som driver pIX-ekspresjonen.

For & undersgke virkningen av en heterolog promoter-
sekvens som aktiverer pIX-genet i fullstendig El-slettede
viruser, ble en serie adapterplasmider anvendt til a
generere rekombinante Ad35-viruser. For dette ble
pAdApt35LacZ, pAdApt35.LacZ.rsv (eksempel 9),
PAdApt535.LacZ (eksempel 5) og pAdApt35BLacZz (innehol-
dende Ad35 ElB-promotersekvensen foran pIX-genet;

Qo

beskrevet nedenfor) spaltet med pIPsp-1 og anvendt for
generere viruser med NotI-spaltet kosmid pWE/Ad35-3481 og
PWE/Ad35-3481AE3 (eksempel 7) som beskrevet 1 eksempel 2
(og 1 WO 00/70071). I tillegg ble viruser generert med
adapterplasmid pBr.Ad35ASM.AdAptLacZ (Figur 7; eksempel
10). Dette adapterplasmid er slettet for ElA og en stor
del av ElB-sekvensene. Det bibeholder 0,6 kb av 3' E1B-
55K-sekvensen og har ogsa wt-sekvenser mellom stopp-
kodonet i 55K og startkodonet i pIX.

Ved fullstendig CPE ble cellene og mediet hgstet,
frosset/tint og sentrifugert for a fjerne celleavfallet.
Supernatanten (klarede lysater) av hver av transfek-
sjonene ble deretter anvendt til & utfgre en plakkunder-
sgkelse som beskrevet i eksempel 9. Klarede lysater ble
fortynnet serielt ti ganger, og 107 til 10°° fortynninger
ble utsadd.

En uke etter tilsetningen av agarovertrekket ble plakker
synlige, og de ble farvet med X-gal for a overvake LacZz-
aktivitet. Tabell VI oppsummerer resultatene av disse
eksperimenter. Alle Ad35-viruser som har ytterligere

eller andre sekvenser enn akkurat den endogene proksimale
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plX-oppstrgmssekvens som regulerer plIX, fungerer bedre og
har et hgyere antall av uttrykkende plakker i var under-
spgkelse sammenlignet med de El-slettede Ad35.AdApt.LaczZ-
viruser. Bemerk at den totale genomlengde av Ad35ASM.LacZ-
virusene (106% sammenlignet med wt Ad35) overskrider den
maksimale pakkbare lengde bestemt for AdS5-viruser (105%).
Dette kan ha innflytelse pa resultatene oppnadd for dette
virus. Ad35.AdApt.LaoZ.rsv (105%) er ogsd pa grensen av
den teoretiske pakkbarhetsstgrrelse. Totalt viser resul-
tatene at en heterolog promoter-drivende pIlX-ekspresjon
forbedrer den maksimalt tolererte pakkingsstgrrelse og
stabiliteten av El-slettede Ad35-viruser. Det samme er
tilfelle for viruser som har en lengre endogen proksimal
sekvens (Ad35ASM.LacZ), hvilket antyder at de ytterligere
(E1B 55K) sekvenser heri inneholder regulerende elementer

for pIX-ekspresjon.

pAdapt35BLacZ er et Ad35-adapterplasmid hvor Ad35 E1B-
promotersekvensen regulerer plX-genet. Adapterplasmid
PAdApt35BLacZ ble generert som fglger: ElB-promoter-
fragmentet ble amplifisert under anvendelse av primerne
35E1Blong og Ad35Elbpromrev. Begge primere ble fosfor-
ylert. Reaksjonen ble gjort med Pwo DNA-polymerase (Inno-
train, Diagnostic GmbH) i henhold til fabrikantens
instruksjoner. pBr.Ad35.leftITR-pIX ble anvendt som
modell-DNA, (25 ng, beskrevet i WO 02/40665). Programmet
ble satt som fglger: 2 minutter ved 94°C og deretter 30
sykluser pd (94°C i 30 sekunder, 60°C i 30 sekunder og
72°C i 1 minutt) og sluttet med 10 minutter ved 72°C.
Kjgle/varme-fallet ble satt til 2°C/sekunder Denne PCR
resulterer i amplifikasjon av den potensielle E1D-
promoter av Ad35 i 125 nukleotider. Konstrukt
pAdapt535.LacZ (eksempel 5) ble deretter spaltet med Mfel
og BglII. Etter spaltningen ble vektoren behandlet med
Klenow-enzym for & fremkalle stumpe ender. Et
defosforyleringstrinn ble gjort under anvendelse av SAP
(Roche) . Det saledes behandlede 8 kb lange
vektorfragment ble deretter isolert fra gel. EI1B-
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promoterregionen ble ogsd isolert fra gel. Disse to
fragmenter ble ligert og transformert til DH5q0-Tlzr-
kompetente celler (Invitrogen). Den korrekte orientering
av ElB-promoteren i det resulterende plasmid ble
bekreftet ved & spalte med Hpal og ApalLl. Etter
utvelgelse av den korrekte klon ble den innfgyde E1B-

promotersekvens ogsd bekreftet ved sekvensbestemmelse.

Eksempel 18. Promoteren av pIX-genet er lokalisert i 3’-

enden av E1B-55K-kodingssekvensen i1 Ad35- og Adll-viruser.

Basert pa& resultatene beskrevet ovenfor forventet vi at
pIX-promoteren 1 undergruppe B viruser ville vere loka-
lisert i E1B-55K-kodingsregionen. For & undersgke dette
direkte, begynte vi & identifisere pIX mRNA cap-setet
som beskrevet i eksempel 10. For dette ble wtAd35-,
wtAdll- og Ad35.E1B*.AdApt.Luc-viruser anvendt for &
infisere PER55K-klon l6-celler ved en MOI av 50 VP/
celle. Som kontroll ble wtAd5 tatt med, siden promoteren
og mRNA-startsetet for dette virus er kjent. RNA ble
isolert fra de infiserte kulturer 16-18 timer etter
infeksjon under anvendelse av TRIzol-reagens (Invitro-
gen) som beskrevet av fabrikanten. Ved slutten av prose-
dyren ble det isolerte RNA lagret i 100% formamid. “The
GeneRacer Kit” (Invitrogen) ble anvendt for & amplifi-
sere 5’ -enden av plX-transkripter, for & lokalisere
starten av transkripsjon. Fgr igangsettelsen av Gene-
Racer-protokollen ble 5 pg RNA renset fra formamidet ved
hjelp av natriumacetatutfelling som beskrevet i Gene-
Racer-protokollen. Renset RNA ble behandlet i henhold
til fabrikantens protokoll for amplifikasjon av 5’ -enden
av pIX mRNA-stoffet. Etter fosfatasebehandling og
pdfolgende fjerning av cap-strukturen med tokakksyre-
pyrofosfatase og ligasjon av Generacer RNA-oligo, ble
SuperScript™ II Reverse Transcriptase fra settet anvendt
for cDNA-syntese. cDNA ble syntetisert ved reverstrans-
kripsjon under anvendelse av en genspesifikk (revers)

primer for pIX. For Ad35 (wt og E1B+.Luc-virus) og wtAdll
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ble primeren pIXrev anvendt, for Ad5 ble primeren pIXrev-
Ad5 anvendt. Det resulterende cDNA (1 pl av ukjent kon-
sentrasjon) ble anvendt som modell for PCR for & generere
dsDNA. Denne PCR ble gjort under anvendelse av Pwo DNA-
polymerase (Roche) i henhold til fabrikantens instruk-
sjoner, og med tilsetning av DMSO (Sigma; 3% v/v). Ampli-
fikasjonen ble gjort med GeneRacers 5'-primeren fra
settet som er spesifikk for oligonukleotidet ligert til
5’-enden av mRNA-stoffet, og de genspesifikke revers-
primere, som nevnt ovenfor. Reaksjonsbetingelsene var som
fglger: Denaturering ved 94°C i 2 minutter, etterfulgt av
30 sykluser pad (94°C i 30 sekunder, 60°C i 30 sekunder,
72°C i 2 minutter) og avsluttet ved forlengelse ved 68°C
1 8 minutter. De resulterende DNA-fragmenter ble separert
ifglge stogrrelse ved elektroforese pa en 1,0% agarosegel.
For Ad5 ble et 480 bp fragment og for Ad35 (begge
viruser) og Adll et 200 bp fragment oppnadd. Adll viste
ogsa et 2 kb langt fragment. Alle fragmenter ble separert
ut og renset fra agarosegel. De rensede DNA-fragmenter
ble klonet inn i pCR4Blunt-TOPO®-vektoren (Invitrogen).
Vektorene ble sekvensbestemt under anvendelse av kommer-
sielle M13 Forward- og Reverse-primere. De resulterende
sekvenser ble linjestilt mot villtype-sekvenser for a
lokalisere starten av pIX-transkripsjon. Det 200 bp lange
band isolert fra Ad35- og Adll-cDNA-fremstillinger ut-
gjorde det ekte pIX mRNA, og det 2 kb lange fragment
isolert fra Adll viste seg & stamme fra ElB-promoteren.
Fig. 30 viser en linjestilling for Ad35 (SEQ. ID. NO. 59)
og Adll (SEQ. ID. NO. 58) cDNA-sekvensene med wt Ad35-
sekvensen (SEQ. ID. NO. 60). Linjestillingen viser loka-
liseringen av en spleiset intron-sekvens i pIX mRNA-
stoffet. I Fig. 31 er lokaliseringen av det identifi-
serte cap-sete og spleisesetene skjematisk vist 1 E1B-
pIX-regionen av Ad35. For AdS5 ble det forventede pIX
mRNA (Babiss og Vales, 1991) identifisert med cap-setet
lokalisert ved posisjon 3580 (ikke wvist; nummerering som
i genbank-aksesjonsnr. M73260). For Ad35 ble cap-setet
lokalisert i 3’-enden av E1B-55K-genet ved posisjon 3339
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pa en A-rest (Ad35-sekvens WO 00/70071). I Adll ble cap-
setet pa lignende mate funnet pa en T-rest (posisjon
3339 i Genbank-aksesjonsnr. AY163756). Det var interes-
sant at sekvensen mellom stoppkodonet i 55K-genet og
startkodonet i pIX, hvor promoteren for pIX i AdS5-
viruser er lokalisert, er spleiset av mRNA’et i Ad35- og
Adll-viruser. Disse resultater tilveiebringer sterkt
bevis pa at i1 Ad35 og Adll reguleres pIX-genekspresjonen

fra en promoter lokalisert i 3’-enden av 55K-genet.

Eksempel 19: El-slettede Ad35-viruser som bibeholder en

kort strekning av 3' E1B-55K-sekvens, har en stgrre pakke-

kapasitet.

Med identifikasjonen av pIX mRNA cap-setet blir det
mulig & innlemme den naturlige Ad35-promoter for korrekt
pIX-ekspresjon og ogsd begrense s& meget som mulig E1B-
55K-sekvensene 1 den virale vektor. Her viser vi, som et
eksempel, konstruksjonen av et Ad35-adapterplasmid som
bibeholder 166 bp av 3’ -enden av 55K-kodingssekvensen
(pAdApt35Bsu.Luc) og genereringen av et El-slettet
Ad35Luc-virus med gket stabilitet og/eller
pakkekapasitet. Denne 166 bp lange sekvens koder ikke et
funksjonelt 55K-genprodukt, men inneholder pIX mRNA cap-
setet identifisert i det tidligere eksempel i sin natur-

lige posisjon i relasjon til pIX-kodingssekvensen,

Konstrukt pAdApt35Bsu.Luc ble generert som fglger: Fgrst
ble et PCR-fragment generert under anvendelse av 40ng
pBr.Ad35.1leftITR-pIX som mal-DNA (beskrevet i WO 02/40665)
og primerne Bsu55KF og Age-pIXR. PCR ble utfegrt med Pwo
DNA-polymerase (Genaxis) 1 henhold til fabrikantens
instruksjoner. I tillegg ble 3% v/v DMSO (Sigma) anvendt.
Programmet ble satt som fglger: 2 minutter ved 94°C,
deretter 30 sykluser p& (94°C i 30 sekunder, 60°C i 30
sekunder og 72°C i 1,5 minutt) og sluttet med 8 minutter
ved 68°C. Det resulterende 1,2 kb lange produkt ble
klonet direkte inn i1 pCR4Blunt-TOPO-vektoren (Invitrogen)
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i henhold til fabrikantens protokoll, hvilket resulterer
i pCR4Blunt-TOPO.Bsu-Age. Konstruktet ble kontrollert ved
spaltning med PvuIIl (New England Biolabs). Bsu-Age-frag-
mentet ble isolert fra pCR4Blunt-TOPO.Bsu-Age-plasmidet
ved spaltning med Bsu36I (New England Biolabs) og be-
handlet med Klenow-enzym (New England Biolabs) for &
avstumpe endene. DNA’et ble deretter renset under anven-
delse av PCR-rensesettet (Qiagen) og ble spaltet med Agel
(New England Biolabs). Det 1 kb lange fragment ble
isolert fra gel under anvendelse av “the Gene clean II
kit” (Biol0l, Inc.). Parallelt ble konstrukt pAdApt35.Luc
(beskrevet i WO 00/70071) spaltet med BglII og behandlet
med Klenow-enzym. DNA’et ble renset under anvendelse av
PCR-rensesettet (Qiagen). Det rensede DNA ble spaltet med
AgeI (New England Biolabs) og defosforylert med SAP
(Roche) . Det 5,8-Kb lange fragment ble isolert fra gel
med “the Gene clean II kit” (Biol0l). De to fragmenter
ble blandet 1 ekvimolare mengder 1 en ligasjonsreaksjon
og transformert til resistente Tl EM DHIOB-celler
(Invitrogen). Dette resulterte i plasmidisk
pPAdApt35Bsu.Luc.

For & generere El-slettede viruser ble pAdApt35Bsu.Luc
spaltet med pIPsp-I og ko-transfisert over til PER55K-
klon 1l6-celler med NotI-spaltet pWE.Ad35-3481 (eksempel
7) og med pWE.Ad35-3481AE3 som beskrevet tidligere.
PWE.Ad35-3481AE3 inneholder den samme E3-sletting som
beskrevet for pWE.Ad35.pIX-rITRAE3 (eksempel 2) og ble
generert 1 henhold til metoden beskrevet i eksempel 7
under anvendelse av konstrukt pWE.Ad35-3481ANdel og et
26,6 kb langt NdeI-fragment fra pWE.Ad35.pIX-rITRAE3.

I tillegg ble det generert El-slettede Ad35-viruser som
inneholdt E4-orf6- og E4-0Orf6/7-sekvenser fra Ad5 i den
virale ryggrad som erstatter de naturlige Ad35-sekvenser
(se eksempel 16 for generering av slike viruser pa
umodifiserte PER.C6-celler). I foreliggende eksempel ko-
transfiseres pAdApt35Bsu.lLuc spaltet med pIPsp-I med
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NotI/EcoRV-spaltet pWE.Ad35.pIX-EcoRV og med PacI/NotI-
spaltet pBr.Ad35.PR50rf6 (med og uten E3-region). Alle
transfeksjoner gav opphav til full CPE innen en uke
etter transfeksjonen, og celler og medium ble hgstet som
beskrevet tidligere. Viruser ble deretter plakkrenset,
og virale stamlgsninger ble amplifisert pd de passende
kompletterende celler, og opprinnelse fra enkeltvise
plakker ble analysert ved hjelp av PCR med hensyn til
fullstendighet i transgenregionen. Transgene PCR-
undersgkelser ble gjort som beskrevet 1 eksempel 3 under
anvendelse av primerne AdApt35CMVF og pIXrevN2. Fig. 32
viser et eksempel pa PCR-resultatene pa plakker som
stammet fra Ad35Bsu.Luc- og fra Ad35Bsu.LlLuc.50rf6-

viruser.

Uten hensyn til nerver av E3-regionen eller av E4-orf6-
sekvensen 1 den virale ryggrad inneholdt alle testede
plakker (5-10 for hvert virus) et intakt transgen. En
unntagelse opptradte i en av plakkene fra Ad35Bsu.Luc-
viruser som viste et svakt band ved tilnermet 1,6 kb
(Fig. 32; bane 12), hvilket trolig hadde sitt opphav 1
smd mengder av viruser med en sletting. Det svake band
ved tilnermet 500 bp som opptrer i alle viruspregver, er
et bakgrunnsband av primerne pa den virale ryggrad.
Observasjonen at E3-holdige Ad35-viruser med en
luciferase-ekspresjonskassett viste seg a vare stabile
etter plakkrensing strider mot tidligere resultater med
Ad35.AdApt.Luc-viruser som er fullstendig El-slettede og
ikke inneholder den 166 bp lange 3' 55K-kodingssekvens.
Ved & anvende standardiserte pAdApt35.Luc-plasmider, var
vi ikke i stand til & generere plakk-rensede viruser
inneholdende E3-regionen. Sdledes kan vi med innlemmelse
av de ekstra 55K-sekvenser i ryggraden na lage viruser
pad mer enn 34,6 kb total lengde uten alvorlig ustabili-
tet. Dette motsvarer nesten helt lengden av et wt Ad35-
virus. Hvis en E3-slettet ryggrad ble anvendt, ville
kapasiteten for fremmede sekvenser teoretisk vere over 5

kb. Det er apenbart at det er mulig & innlemme flere
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EIB-55K-sekvenser enn i1 foreliggende eksempel og/eller a
kombinere 3' 55K-sekvensene med heterologe forsterker-

sekvenser uten & avvike fra oppfinnelsen beskrevet her.

TABELLER

Tabell I: Utbytter av El- og E1/E3-slettede Ad35-viruser
pd klon #l6-celler fremstilt pad trippelskiktskolber.

Virus Skala Totalt antall av VP/celle
(T175'"" |[viruspartikler
kolber) |etter DSP
Ad35.AdApt.eGFP 4 7,5x10" 2500
Ad35.AE3.AdApt.empty 8 2x10"? 3300
Ad35.AE3.AdApt.LacZ 8 3,8x10" 600
Ad35.AE3.AdApt .MV-F 4 8,8x10" 2900
Ad35.AE3.AdApt.MV-H 8 2,6x10" 4250

Tabell II: Transgen (LacZ) aktivitetstest pa A549 under
anvendelse av rdlysater fra den andre passerings virus. %
bla celler er angitt for hver mengde av virus anvendt for

infeksjon.

Virus 10 p1 |1 pl [ 0.1pl
Ad35.AdApt.LacZ.rsv 95 15 <1l
Ad35AE3.AdApt.LacZ.rsv 90 10 <1l
Ad35.AdApt.LacZz.C4 2 <0,1 0
Ad35.AE3.AdApt.LacZ.C4 15 <1 <0,1
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aktivitetstest pa A549

virus. Aktiviteten uttrykkes i relative lysenheter (RLU).

Virus 10 1 nl 0.1 nl 0,01
nl
Ad35.AdApt.Luc.rsv 845453 (27940 178 26
Ad35.AE3.AdApt.Luc.rsv | 258269 | 2217 46 6
Ad35.AdApt.Luc.C4 6130 175 18 33
Ad35.AE3.AdApt.Luc.C4 814642 6278 147 23
Ad35.AE1AA21K.Luc 1514698 | 50196 503 57
Tabell IV: Primersekvenser.
Navn Sekvens SEQ
ID.
NO.
35FR 5'-CGGGATCCACTTTATTTTAGTTGTCGTCTTC-3" 1
35R4 5'- CGGAATTCTTAATTAAGGGAAATGCAAATCTGTGAGG-3' 2
35psi-For 5'-GTGGTATTTATGGCAGGGTG-3' 3
DF35-1 5'-CACTCACCACCTCCAATTCC-3"' 4
SEAF 5'-CGGGATCCGTTTGTGTTATGTTTCAACGTG-3' 5
SE4R 5'-GCTGGCGAGCTCGGCGGAGTAACTTGTATGTG-3' 6
355ITR 5'-GATCCGGAGCTCACAACGTCATTTTCCCACG-3' 7
353ITR 5'-AGGAATTCGCGGCCGCATTTARATC-3' 8
E4-F1 5" -AGAGGAACACATTCCCCC-3' 9
E4-R2 5'-GGGGAGAAAGGACT GTGTATTCTGTCARAT GG-3' 10
E4-F3 5'-TTTGACAGAATACACAGTCCTTTCTCCCCGGCTGG- 3 11
E4-R4 5'-ACAAAATACGAGAATGACTACGTCCGGCGTTCC- 3! 12
E4-F5 5'-GGACGTAGTCATTCTCGTATTTTGTATAGC-3' 13
E4-R6 51 -TCACCAACACAGTGGGOG-3' 14
NF-1 5'-CCACAACCCCCACTACTCCC-3" 15
NR-2 5'-CGTCTCTTCCCTCTCCTCTCC-3"' 16
NcoI-R 5'-AGGATCATCCGCTGCTGCCC-3"' 17
NcoI-F 5'-CATCAGGATAGGGCGGTGG-3' 18
35E3for 5'-AATGACTAATGCAGGTGCGC-3' 19
35E3rev 5'-CGACGCGTTGTAGTCGTTGAGCTTCTAG-3' 20

334299
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AdApt35CMVE 5'-GTAGGTGTCAGCCTAGGTGGTC-3' 21
35pIXR 5'- TCATGTCAGCTGCAAGACAG-3' 22
Sv40for 5'-CAATGTATCTTATCATGTCTAG-3' 23
pIXSRmfe 5'-CTCTCTCAATTGCAGATACAAAACTACATAAGACC-3' 24
pIX35Fmfe 5'- CTCTCTCAATTGTCTGTCTTGCAGCTGACATG-3' 25
AdApt35plXre 5'-CAATCTGTCCATCTGAAAATCC-' 26

v
pIXcosF-2 5'-CTGCTGGACGTCGCGGCCGCGACATGAGTGGAAATGCTTC-3" 27
Adapt35-3 5'-TGCAAATCTGTGAGGGGAAC-3' 28
35D21 5'- TTA GAT CCA TGG ATC CCG CAG ACT C-3! 29
35B3 5'- CCT CAG CCC CAT TTC CAG-3' 30
35F1 5'-CGGAATTCTTAATTAATCGACATCATCAATAATATACCTTATAG-3"' | 31
35R4 5'-CGGAATTCTTCTTAATTAA .GGGAAATGCAAATCTGTGAGG-3" 32
Ad3555KNfeF 5'-AACCAAGCTTCAATTGTCTCTGAA -3' 33
Ad35pIXNcoR 5'-CCACCCATGGCAGCTGCAAGACAG -3' 34
Ad35pIXrev 5'-TCAGCTGCAAGACAGAAAAAAC-3' 35
Epr-F 5'- GTGTTTACTTAAGGTGACGTC -3’ 36
Epr-R 5'- GAAAGCCAGCTCCTATGAGC -3 37
plXrev 5'- GGCGGGTTGAACGGGTCTTCCA-3' 38
pIXrev-N2 5'- GATGGGAGACGCCCTGTCAGATAAGG-3' 39
35El1Blong 5'-AAGGTGACGTCAATATTTGTGTG-3' 40
Ad35Elbprom 5'-ATGAAAGCCAGCTCCTATGAG-3' 41

rev
pIXrev-Ad5 5'-AGGGGAGGAAGCCTTCAGG-3" 42
Bsu55KF 5'-AGG TGG GCG TAG AGG AAT G-3' 43
Age-pIXR 5'-CAA GAC GGG ATC TTG GCG G-3' 44
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Tabell V: Liste over konstrukter anvendt for & generere
El-slettede Ad35-baserte viruser pa PER.C6-celler som
beskrevet i eksemplene. Adapterkonstrukter ble spaltet med
PacI, pWE.Ad35.pIX-EcoRV ble spaltet med NotI og EcoRV,
E4-modifiserte pBr-baserte konstrukter ble spaltet med
PacI og NotI.

Nr. Konstrukter CPE

1 | pAdApt35.eGFP | pWE.Ad35.pIX- pBr.Ad35.PR5E4 ja
EcoRV

2 | pAdApt35.eGFP | pWE.Ad35.pIX~- pBr.Ad35.PR50rfe ja
EcoRV

3 | pAdApt35.eGFP | pWE.Ad35.pIX~- pPBr.Ad35.AE3PR5E4 ja
EcoRV

4 | pAdApt35.eGFP | pWE.Ad35.pIX~- | pBr.Ad35.AE3.PR50rf6 ja
EcoRV

5 |pAdApt35.eGFP PWE .Ad35.pIX-rITRxNotI Nei

PAdApPt5.eGFEFP PWE.AdS.Af1II-rITRxPacl ja

Tabell VI: Prosentandeler av LacZ-positive plakker av Ad35-
viruser som har forskjellige promotersekvenser som driver

pIX-ekspresjonen. (NP= ingen plakker synlig)

% av bla plakker
Virusnavn med E3- w/o E3- viruslengde
region region (inklusive
E3-region)
Ad35.AdApt.Lacz 0% 50% 36,1 kb
Ad535.AdApt.LacZ NP 100% 36,1 kb
Ad35.AdAptB LacZ 5% 30% 36,2 kb
Ad35.AdApt.LacZ.rsv 90% 100% 36,5 kb
Ad35ASM.LacZz 50% 100% 36,7 kb
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Patentkravw

1. Rekombinant undergruppe B adenovirus som har en
delesjon i El-omradet, og hvilket adenovirus ikke koder
for et funksjonelt E1B K55 genprodukt, hvor nevnte

adenovirus omfatter:

(i) adenovirus-sekvensen plassert mellom
stoppkodonet av den E1B 55K-kodende sekvens og
startkodonet av den pIX-kodende sekvens; og

(ii) en funksjonell pIX-kodende sekvens under
kontroll av en sekvens som har promoteraktivitet, hvor
nevnte sekvens som har promoteraktivitet bestdr av opp til
0,7 kb av adenovirussekvensene som ligger direkte
oppstrgms for pIX startkodonet, hvor nevnte sekvens
omfatter den minste ngdvendige sekvens for
promoteraktivitet som er til stede 1 de siste 166 bp av
den E1B 55K-kodende sekvens.

2. Rekombinant adenovirus ifglge krav 1, hvor nevnte
sekvens med promoteraktivitet inneholder opp til 600
nukleotider av adenovirussekvensene som ligger direkte

oppstrgms for den pIX-kodende sekvens.

3. Rekombinant adenovirus ifglge krav 1, hvor nevnte
sekvens med promoteraktivitet inneholder opp til 300
nukleotider av adenovirussekvensene som ligger direkte

oppstrgms for den pIX-kodende sekvens.

4. Rekombinant adenovirus ifglge krav 1, hvor nevnte
sekvens med promoteraktivitet inneholder opp til 250
nukleotider av adenovirussekvensene som ligge direkte

oppstregms for den pIX-kodende sekvens.

5. Rekombinant undergruppe B adenovirus omfattende en
funksjonell pIX-kodende sekvens og med en delesjon i El-

regionen, hvor den pIX-kodende sekvens er under kontroll



10

15

20

25

30

100

av en heterolog promoter for & drive ekspresjon 1 en gitt

pakkecelle.

6. Rekombinant adenovirus ifglge krav 5, hvor nevnte
heterologe promoter omfatter en nukleinsyresekvens valgt
fra gruppen bestdende av en ikke-endogen proksimal pIX-
promoter, en viral promoter, en cellular promoter, en

syntetisk promoter og en hybrid promoter.

7. Rekombinant adenovirus ife@lge krav 6, hvor nevnte
heterologe promoter er valgt fra gruppen bestaende av
sekvenser som er i det minste delvis avledet fra den AdS
proksimale pIX-promoter, en Rous sarkomavirus-promoter og

en adenovirus ElB-promoter.

8. Rekombinant adenovirus ifglge ethvert av kravene 1 -
7, hvor nevnte adenovirus er avledet fra et adenovirus

serotype 35 eller et adenovirus serotype 1l1l.

9. Rekombinant adenovirus ifglge ethvert av kravene 1 -
8,

karakterisert v e d at det videre omfatter

en sekvens som koder for et funksjonelt Ed4-orf6-protien

avledet fra et adenovirus av undergruppe C.

10. Isolert nukleinsyre som ved innfgring i en passende
pakkecelle, utgjgr genomet av et rekombinant adenovirus

ifglge ethvert av kravene 2 - 9.

11, Fremgangsmate ved gkning av stabiliteten og/eller
pakkekapasiteten av et rekombinant undergruppe B

adenovirus som har minst en delesjon i El-omradet,

o

omfattende trinnet & uttrykke elementene som er ngdvendige

for produksjon og sammensetning av nevnte rekombinante
adenovirus til viruspartikler i en pakkecelle,
karakterisert v e d at de fglgende
elementer eksisterer i eller blir innfgrt i nevnte

adenovirus:

334299
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(i) adenovirus-sekvensen plassert mellom
stoppkodonet av den E1B 55K-kodende sekvens og
startkodonet av den pIX-kodende sekvens; og

(ii) en funksjonell pIX-kodende sekvens under
kontroll av en sekvens som har promoteraktivitet, hvor
nevnte sekvens som har promoteraktivitet bestdr av opp til
0,7 kb av adenovirussekvensene som ligger direkte
oppstrgms for pIX startkodonet, hvor nevnte sekvens
omfatter den minste ngdvendige sekvens for
promoteraktivitet som er til stede i de siste 166 bp av
den E1B 55K-kodende sekvens.

12. Fremgangsmate ifglge krav 11, hvor nevnte sekvens med
promoteraktivitet inneholder opp til 600 nukleotider av
adenovirussekvensene som ligger direkte oppstrems for den

pIX-kodende sekvens.

13. Fremgangsmate ifglge krav 11, hvor nevnte sekvens med
promoteraktivitet inneholder opp til 300 nukleotider av
adenovirussekvensene som ligger direkte oppstreoms for den

pIX-kodende sekvens.

14. Fremgangsmate ifglge krav 11, hvor nevnte sekvens med
promoteraktivitet inneholder opp til 250 nukleotider av
adenovirussekvensene som ligge direkte oppstrgms for den

pIX-kodende sekvens.

15. Fremgangsmate fgr a gke stabiliteten og/eller
pakkekapasiteten av et rekombinant undergruppe B
adenovirus som har en delesjon 1 El-regionen, omfattende
trinnet & uttrykke elementene som er ngdvendige for
produksjon og sammensetning av nevnte rekombinante
adenovirus til viruspartikler i en pakkecelle, hvor de
pIX-kodende sekvenser star under kontroll av en heterolog

promoter.
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16. Fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 11 - 15, hvor
nevnte rekombinante adenovirus er avledet fra et

adenovirus serotype 35 eller et adenovirus serotype 11.

17. Fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 15 - 16, hvor
nevnte heterologe promoter er valgt fra gruppen bestdende
av en ikke-endogen proksimal pIX-promoter, en viral
promoter, en cellular promoter, en syntetisk promoter og

en hybrid promoter.

18. Fremgangsmate ifglge krav 17, hvor nevnte heterologe
promoter er valgt fra gruppen bestdende av den AdS5
proksimale pIX-promoter, en Rous sarkomavirus-promoter, en

adenovirus ElB-promoter.

19. Rekombinant adenovirus pakkecelle omfattende et

rekombinant adenovirus ifglge ethvert av kravene 1 - 9.
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Fig. 1
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‘Fig. 2
Transgen PCR pa Ad35 E1- og E1/E3-slettede viruser
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Fig. 3A

Linjestilling av proksimale plx-regioher

TGAGGTACTGARATGIGNGGGCGHGGCTTAAGGCTGEOAAAGAATATATAAGOTG6GEGET M2SR
PCAGGTACTGARATGTGT GHGCCTTARGECICCEARASAATATATANGETICCGGCT MS.SR)

TEAGG---TPRAGTCGGGTGCAGCTR--num o GGTGGLAYTATARAA--GGC-TGCALGT MIZSIQ
TAGAGG-~TRGGYCGAGCYGAGCTAGIGGGCGRECCTAAGCT-GACTATA-RAGECGCETCT AID.5RD,
TALEGG-~TARG------ GGGCGGAGCCTATIAC--AGETATAAAGGTTGGOCT-AGAGT A0,
I.\_G'RG'---TG__A\bTAGTG*J ------ TICT6-CCG6CGGE6GA-~-G6ACCTGCATCEAGEGC Ad.500
BAGAG---TGAGTAGTE-=------ TI‘C~TG-GEGCGGG.GGA--'-GE!CCTGCATG.\GGGC £25,9%
TAAGG---TCAGTATYGGGA--AAACTITITG-SCGTGGCATTITTCAGATY GGA Ad35.500
TAAGG-—-TGAGI&T!GGG~A--'AAACTTTG-GGGTGGG!T.TT!CEGA.T GG A MlL5E0
T.IAAG---TM\GT&G!‘GGGG'GE_IAHATGTG-G!.TGGGGACTITCAGGT!BGTA'AGG‘!GGM hdi.380
CTCATETAGTIITGIATCTIGITIIGCAGCA-GCCGCCGOC---AT6 M2 .50
CTTATGTAGCTTTICTATCTGTIT?TCCAGCA-GCCCCCECCGLCATE Ad3. 500
Ch->---- ACTAAAAATIGE-TTITGYTICE-TITAACAGC-ACGATE M12.500
CTTACGAGGETCTTI~~TTTGCTITTCLGLA-GA"-="~ CATICALG Ad9.58Q
BAMABARAGGGARG-- - -ccmeromenmen TEACAA----ARTG 4340, 520
CAGAATAACTGARRTCYGYGCTYTTTCTIGYGEGTTCCACGCAG-CAIG hdd.5EQ
CAGRATAACTGAAATCYICYGCTIT?YCTIGTEIGITECAGCAG-CATG §25:510
CRGRTTGAGTARAAMT T - 26T T-PTYCRGTICITGCAGSTIGACATE 435,580
CAGATTGAGTARAMART-7CITT-T2RCIETCYTGCAGCIGTCAYG Ad11.52Q

CAMATITGOGTAAAT -2 T-TGTTAATTICIGTICYITGCAGCTIGCCARS

M1
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Sammenligning for formentlige piX-promoterregioner

Ads:

AdI2;

AdY:

Add0:

Add:

Ad35:
Adll:

Ad7:

stopp 55k
3509 ... GGGCGT ....... 20 ftkh....voer
395 .o GOGTGG v 1L 0] e
3361 ....... GGGCGT ....... 2muel .........
3149 ... GGGCGG- ... Bl ...
UM ... GOGCGG .o 23l vovseees
GGGAGG ....... 17l v,
00 .. GGGTGG .......2700l .o
39 . GGGTGG ....... 2Tnuct .....n...
3385 ... GGGACT ....... 30nucl ........

/ N\

Samsvarende SPlsite 4 G G Clifa Gla Gt

Starten for piX-koding

TATATAA ..... 3609

ATTATAA .. 3% .
TATAAAG ...
TATAAAG ... 3217

AATAACT ... 1489
AATAACT ...

AATTIGT ...... 3484
AATTTGT ...... 3483
AATTTTG ...... 3480

334299
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6A

Transgen PCR pa Ad35 E1-slettede viruser .
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Fig: 6B

Transgen PCR pa Ad35 E1/E3-slettede viruser

. r

plasmid Etter transfeksjon 1. amplifikasjon
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——rt
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BN - . S R F i
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. '
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g
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-
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- - - - e
. per .

- on 550 . P g
1 2 S 6 78 9101
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10

. A%
. . -

Linjestiilingsrapport for Align.E1B-pIX.35-11:7.MEG under anvendelse av Clustals metode med veide resters vekttabel
Fredag 4. oktober 2002 8:32

i
1
1

L1l
51

ll—!’ﬁlhhh“l‘ATGTTth!GTTCACTGG!’!TTTI!TGCTTTTTGGG.CGGGG M35.E159-pIN.SEQ

RATAAARATARGY P AACIGRTICACTYGGTIYYYYATIGCYTYITIGGGLEGGO Adlh.E1B-piX. 6D

sataaaaldrarordalde refdefdaldr s dtrrrnrlcra(drrecsldcsc o s mppix.sny

ACTCIGGTM‘!?‘I.AGEJGAAGCAG&CC!GTG!GGH‘AGCTCATRGGKGCT MI5.ELB-pIX. SB)

ACTCAGGTATATAAGTAGAAGCAGALCYGTGTIGETTAGCICATAGGAGCT ALI.EIB-pIN.SED .

9 [Mertdclrarararcracaceacalderercrssreadercaldacldais smmppxsm

101
101

GGCTYYCATCCAPGGAGGYTYGCGGCCATITTGEAAGACCITAGEAAGACT MIS.EIBPIX.SED
GGCTYTCATCCATGGAGGTITTGGGCEATTIZISSAMAGACCIT-AGGAAGACT MILEIB-pIX.SE)

9 [Mocrsdearcecarceacerrrecec[fardrreoanrcacer{dicicacace Minspixsmg

15
151
149

o
2l

13

251
81
FLE]

£
m
Fis]

il
31
349

401
in
395

{51
451
13

51
50
%

AGGCAACTGTTAGAGAGCGCTYCEGACGGAGICTICCGETETRTRCAGATY M35.ELE-pIX, )
!GGC'AACTG‘T?RG!GDCGCTTCGGACGGAGTCTCCGGTTTTTEGAGAT! hdl.E1B-pIX,SEQ
acacffacradracalispcccdrcecacosacrerceslcdrrreocacar  airs-pix.ss

CTGGTTCECTACTGAATTAGCTACCETAGT TTTTACGATAARACAGGACT MISEIBFIX.SR
CTGGTTCACTAETGAATTAGCTAGEGTAGTITITAGGATARAACAGEACY KillEIR-pIX. EQ
crecrrcoldefderoafrclraccraccdracrdreracenranaacacency arris-pix.se

ATAARRCAAGAATITGAAAAGTITGTTGGTAGATIGCCCAGGACTTTTTGAN Ad3S.BIB-pIX. 5O
ATAAACAAGAATTZGAAAAGTTGTTGGTAGATIGCCCAGGACTY TTTGAA MILEIR-pIN.SEY
AlclalcedascanrrrcanancrefrrocidealCATCCAGEACTTITTTGAN AT BIB-pILSED

GCTCYTAATICGGGCCATCAGGT TCACTTTAAAGAAAAAGTTTTATCLGT ADS.EIB-pIX.SEQ
GCTCTEAATYYGGGCCATCAGOTTCACTETITAAAGARAAAGY T TATCAGT MLLEI-pIR. 580
egcrcrTarldreceaccarcaceldreadrreaadonfeanfderrerazeacy mratnpix.oe

TTTAGACTTPTICAACCCCAGGTAGAACTGLTGCTGCTGTGECTETTCYTA ASS.EIR-pLX.SBD
TTTAGACTTTTCAMCCCCAGGTAGAACTECTGCYGCTETGECTITTCTTA MILEBDILED
rrvacalfrrrrcllaclecldecracaacescrecrccrarocrrrrorya MLEDpINSED

CTTTTATATTAGATAAAYGGATCCCGEAGACTCATRRPCAGCAGGGGAT AL ADS.BIB-pIX.SEQ
CTTTYATATTAGATAAATGGATCCCGCAGACTYCATYTCAGCAGGGGATYAC AIL.EIR-pTN.SEQ
crryeatarrelcataaarcearcccgeaacreadrrcaceallessatac MEIB-pI 5D

GTTTIYGGATTICATAGCCACAGCATTCTCEGAGAACATGGAAGGTTICGCAA AIS.LIB-PIX.SEQ
GTYTTEGATTICAYAGCCACAGCATYGYGGAGAACATGGARGGTTCGCARA AMLEIB-PIX.SE)
crrereerrrrcaracclgeaccirrcrccacarcarccansadrcacald areipixse

GATGAGCACAATCTYAGGY?ACTGGCCACTGCAGCCIYTGGETETASCEE ADS.EIB-pIX.SE
GATGAGGACAAYICTTAGGYTACTEGCCAGIGCAGCCTTTGGETGTASCEG AdILEIB-pIK.SED
carcaceacartcrracrracrocccacrecacccrdroc e raccle amepin.sar
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151
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GAATCCTGAGECATCCACCGGTCATGCCAGCGETTCTGGAGGAGGAACAG A BIB-pINSE
GANTCCTGAGGCATCCACCOETCATGCCAGEGETTCTGEAGGAGEARCAG MILEIBpIXSK
c{datficreacealdeeacceliccaraccaccaarrcreldaccacealtone ansmpmse

CARGAGSACAACCCGAGAGCCGGCCTGGACCCTCCAGYGEAGGAGECTGA MIS.BIB-PINER
CAMNGAGEACAACCCGAGAGCCGECCTGGALCCTCCAGTGEAGGAGDCGEA AdllEAB-pIx.SB0
cnlucucuﬁiccchnsccssccrccacccrcc@crcnnccnui----Hmwnm-pxxs:o

GTAGCTGACTEGTCTCCTGANCEGCANCGGGTGCTTACTGGATCTACGTC AdS.EIB-pIX.SEQ
GTAGCTGACTTGTCTCCTGANCTGCAACGGETGCTTACYGGEATCTACGTC AILEIBpINSR)
Eluac:mc@rezﬁltccrcncrccl@]acccs!ccrncrlﬂslﬂrcncs{]c Ad.ELB-pIX.SEQ

CJ\CTGG\CCGGKTKGGG{H:GT7IAGIGGGAGAGGFCITCCEGAGGTHCTG 2435, E1B-piX. 520
CACTGGACGGGR!KGGGFCGTTAAEIGGGIAulGGGClTE@lGTGGT.\CTE ldllElB-plxsm
ca@rccAc@cmn@acscsl_lnusnacsaGnaeu'rcc 5616 6[dafl) o[a] ad7.e1m-prx.sE0

AT GCTAGATCTGAGTTGCCTTTARGTTIARTGAGTCGCACACOTCTT AN ALK ZIBpIX.S80
ATGCTAGATC?PCAGTTGGCTTTAAGTTTAATGAGERCGCAGACGTCCTGAR AILEIB-pIX.SE
arfdcacacdencrrscerrraacrrranteac[deccacldearcorean anempinss

ACCATTTGGTGECATGAGGTTCAGAANGACGEAAGGEATEAAGTTTCTGY A5 EIB-pIX.S)
BCCATTTGGTGGCATGAGGTTCAGAARGAGGEAAGEEATEAAGT T TCTGY il EIB-pIX.S80
scfrgdrrrecreccarcacerreacalcdeaecldaccearcancrrrcaalr armspinsip

ATTGCAEGAGAARTATTCACTGGAACAGGTGRAAACATETIGETTGGAGC AIS.EIB-pIX 560
ATTGCAGGAGARATATTCACTGGAACAGETGAARACATGT2GGTTGGAGC ALlLEIB-pIX.S8)
arrccaccacaratarrcacicancapdt@nafdacldrorrecrrocalc mrEm-pirss

CASAGEATGATISGECECTEECCATTAAARATTATGLCAAGATASCTT TG MIS.EIB-pIN.SEQ
¢(flea66ATGATTGGG[AlGETGGCCATTAANANTIATGCCAAGAY AGCTT TG AILEB-pIR.SE0
clfcaccatcarrccoesrocccattacgarrrarccllancaralfcr(dr ¢ areb-pin.sen

AGGCCYTCATAAACAGTATAAGATCAGTAGACGGATPAATATCCGEAARTGC AdIS.BIB-pIN.SEQ
ac-cccrcnnucncnnnuﬁalﬂn“ccsnunuccssurcc A1 E1B-pIL. 580
accccreataaacalraralcalarralcraicancatranrasizalclsatec anaispisse

100 TTGTTACATATCTGGARAATIGGGGCTGAGSYGGTAATAGATACTCARAGACRK AISEIE-DIX.SR0
00l FTGTTACATATCIGGAAATYGGGGCYGAGETGGTAATAGATACICAAGACA MILEIB-pIX.SR)

993

{:]'rcl:lucuncmss@nuccscc[ﬂcncﬁf[ﬂ.uncanc@cuca[la Ad?,E15-pIX.5EQ

1051 AGACAGTTATTAGATGCTGCATGATGGATATGTIGGCCTGGAGTAGTYCGG T A3SELB-pINSKD

1051 lﬁh\(ﬂTltTAG&‘IGﬂ?GClTGATGGAT'A!GTGGCCTGGE'GTAETCGGTM.'ILEIB-;IIK.SH!
1043 &

cactfrracarcfdrcareatcagdrarerescceslssrfTercesld ameis-pmsm
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Fig. 10, fortsatt '

HOYATGGARGCAGTCACTITTCTARATCTIANGTITAGESGAGATCELTAY AN A35.E8-pIX.S80
1101 'A'TG.GMGCAG‘!@'&C-HHGJAMTG'T.HAGH‘HSGGEAGHGGTH!-H Adi1.E1B-pIX.55)
wo3-atecarcealriachgrlgaar@realderrracocdoarccdraran adnempimse

151 TEGAATAGTGETTATGGCCAMTACCAAACTIATATTGLATEGEYETAGE T AdiS.EIB-plL.58
15 T6GAATASTGYYTATGGCCAAYACCAAACTEATATIGLATEGTRGTAGCT AL DIB-pINSEY
163 16 ofda e st ra ve s cldnaidacida alde v[@a D efe nt e e T e T h G o Y M BaBpIN SRR

100 f1PTTGCTTITCAACARTACCTOTGTAGATGLCTGEGGACAGGTYACYGH A M5 BIB-pILSE
120 TTTTYGGYTTCAACANTACCIGTGRAGATGCCTCGGEACAGGTTAGTGY A MALEB-pINIE)
narrrercelgrafdarlaaracidrereracaeciyrcocclde ale rracratld ar.impix.se

1951 CHGCECICTAGTTTCTATGCGTGITCOATIGCCACAGCTEGCAGAACE AN M. BIB-HIKSH
1251 ccccuic'rnG!thutscsrcrrr.snrsccacaccraaca.snccu M1}, S1B-pIX.SK)
voMeccotiresacrrfrarecredrecarrocacacdesfdaclcsrdas srmz-pux.se

101 GAGYCAATYGEICYCYGARGAAATGCATATYCCAAAGATSTAACCTY GGG CA MIS.EIB-pIN.SB)

gL ucrca,uxc,rcrcrcusurrau'nH&ausncuacc‘rccsu Ad11 E1B-pIX.5KQ

wichcrcrgrrstcrdecrncninrceasdrrrdaldhonter Kalge e 6o mram-pin.sme
151 TECTGARTGARGGCGAAGCARGGGTCCETCACTGLCCTTCTACAGKTACST MISEIB-pIA.SEY
11 .r_':um.uGusccsuccn.m&ecrccc@c ACTGCGCTTCTACAGATACT ML EM-pIiSR
e rceeanrcancefernccancecrcceldcacracacfade racacallacy ;Mra-pIxse

W GGATCTEYTATITIAATEAAGOOARATGCCAGCGTANAGCATRACETGAY MIS.KIB-pIN. SR
MOl GGATGRTTTATY T T{ClATYARGGGRAATCCCAGCGTAAAGCATAACATGAY MILFIB-pIXSR
193 scdro[dredarafdraasancecanarecoacmetdanccnraalfarcar arem-pinsn

1451 TTGYGGTGECTICCEATGAGAGGCCYTATCARAATGCICACYTCTGCYGG TS MIS.EIB-pIN. 820

M5 Y TEldGGTECTTCCGATGAGAGGCCTTATCARATGCTCACYTGTCCTGGETG AILEI-PIS.SR
waldecrechcarecdentcacassccrrarcaldarectacidrs@ecrecre Mrmspizsy

101 GECATTCTAATATGCTGGCTACTGYGCATAYTGTTICCCATCAACGCAAR M35, BIE-pIXSE
1501 6GCATTGTAATATGCYGGCTACTGIGCATATTIGYTYCLCATCAACGCARA MILEIB-PILS
w elcarrefaararfderdecracidetecaranfderrzeoasedacseaald arem-piism

1550 AAATGGCCTGITTTIGATCACARTGTGITGACCARGTGEACCATGCATGC AISEIB-pIY.SEQ
1551 AARTGGCCTGTTTTTGATCACAATGre[NreacfarcrefBacca oA TG e Al mB-pIX. 5B
13 aanrcecercrlrrrealdeafanrarcprMaccarncrocaccarecs fadan pepivse

1661 RGGTGGGCGTAGAGGAATGYTTATGCCTTACCAGTGYAACATGAATCATG A3 EIB-pIX.SE)
1601 AGGTGGECGTAGAGGAATGTTTAYGCCTTACCAGTGTAACATGAAYT CATG MILEIB-pIX.SEQ
199 Accrac[ec[dacle GaAtGrTTATCCCTTACCAGTIGTAACATGAATCASG AGT.B1B-pIX. B
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Fig. 10, fortsatt

1651 TGAAAGTGTTGITGEAACCAGATGCCTTITCCAGAATCAGECTANCAGEA AIS.EIB-pIK.ED
5L TCARRGTETTGTTGEAACCARATGCCTTITCCACARTGACECTANCAGCA MILRIB-I.0
wereraldoranrorroeaaccacarcecrrrrccacafgdrenascleltancheca anelepise

{100 RTCTTTGACATGARCACGCAAATCTGGARGATCCTIGAGGTATCATGAT AL MIEIB-pIX.SEY
10l nefferrcacatcarcaAlGCAARNTCTGEARGATCCTGAGETATGATGAT AL AMILEEpIIE
unatcrrrcalfareaafdalrcaafdlilrceancarcoronclrarearcaldac anps-pixss

1750 GAGATCEAGGESTGCOCGCATECGAATGCGGAGGCARGC-ATGCCAGGTECC A3S.EIBpIX.5E)
{150 GAGATCGAGECYACGCECATGCEAATGCGGAGECARGCATGCCAGGT Y CT MIL3IB-pIKSEY
no[aHalddlaceetccccocarceoartecesacearccATecracfalrroc ames-px.se

1800 AGCCGEETGTETGTIAGATGTGACCGAAGATCTCAGACCGEATCATTIGGTT AI5.A-pIX.SR
1801 AGCCEGTGIGTGTAGATGTGACIHGAAGATCTCAGACCGEATCATTTGG YT AdILEIB-pIN.SEQ
myacecccrcrcfclordeatareacioaacaldeedacdeclonrcarrreeld ampimpx.om

1851 ATTGCCCGCACTGORGCAGAGTTCEGATCCAGTGGAGARGAANCTGACTA AIS.ZI6-pIX.SBD
851 AT16CCCGCACTCGAGCAGAGTTCGCATCCAGTGCAGARGARACTEACTA AILER-PINSK
uml_]rrcccEchacrccnscﬂcnurrccsﬁltclﬂsercnﬁlsusuncrcacn Ad1.E1B-pIX.550

190l RGGTGAGFATTGGGA--AAACY?TEE6ET6GEATTTITCAG---~---"-~ A Ad33.E18-pIX.5EQ
190l AGGTGACTATTGGGA--AAACTITTGGCEETIGGOATTIITFCAG -~ -~~~ A Adli.E1B-pI¥.5K)

1 acrrcraldrcceodranilifErcchraecoaldrrrcaclertoerance anampirse

190 TGGACAGATTGAGTAARAATTTIGTITYITTCTGTCTIYSCAGCTGACAYGAG AdI.BIB-pIN.SEQ
1340 rcca‘cnsancxcnuunzcnnrrc‘rucnscnscrc@cnus ML, E1B-pI¥. SEG
o 1ocacaBartolderanalinlrelcdtidrrececterracace raigent s At MTRIB-pIXSEQ

1990 TGGAAATGECTTCITTTAAGGGGOGAGICTICAGCCCTTATCTIGACRAGEGE MIS.EIB-pIXSE
1990 TGEAAMIGCTTCIETIAAGEEGGEGAGTCTTICAGCCCTTATCTGACAGS 6L AdILEIB-pILSE
19 recarfcescrrcrerifdaccceceactr@acccerrarcrcachs clcal A mm-punseg

2M0 GTCTCCCATCCIGEECAGOAGTTCGICAGAATGTTIATCEEATCTACTG TS AIS.EIB-pINSE
2040 6 TCICCCATCCTGGSCAGGRGYYCGTCAGARATGTTATGGGAICTACTG TG AdllEIB~pIX. SE]
4 cfgercccaldelresscascacrrcercacartotidarcecarcdactore aeppisE

209 GATGGAAGACCCGTTCAACCCECCAATRTCTITCAACGCYEACCTATGCTAC AN EIB-pER.SR)
0% GATGGAAGACCCGHC|CAACCCGCCARTTCTTCANCGCTGACCTATGLE Y AC AMLLEIB-pIX.SEY
w0 carcefdacacceericealtlccesccantrcdrcascecroacerarccldac anemprxsio

240 YYYAAGTICYTCACCTITTEGACGCAGETGCAGCCGCYGCCGCCGLCTC TG AJIS.EIB-pIN.5EQ

ng rrrarcrrcrrcaccrrracacecacerecace(decfdecocccacrrC e AdlEIB-pILSEQ
211.3r-rr@auHc[éltcacc@nsca[ﬂccnccrccu;cccc GCr‘Gc@cLTGMT.EIB-pIX.SEQ
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Fig. 10, fortsaft

209 TCGCCGCTAACACTGEGCTTGGAATGGSTTACTATGEAAGCATCGTCEET ADS. BIB-pIL.SED
2190£|cccuctucnctcrs{nacnnucs-ruc'ruccuscuc TGGCY AdM.EIB-FILSEQ
mofcrfeccaciaacacarderrosanrcceldraraldecancca s 2[te cfd s mis-pix.sp

740 ARTTCCACTTCCTCTANTAACCCYRCPACACIGACTCAGGACRAGTTACT AISBLA-QIXSE
20 ARTTCCACTICCTCTANTAACCCTRCTAC/CYEACTCAGEACANGTTACT ALl BIB-pIN.SEQ
it anrrccadrrccecranraa@ecrreacide reldes[@aesacancfc)encr areppr.se

129 TEICCYTTIGECTUCAGCTGGABECTITGACCCAACETCTCGG TGARCTTT A35.EIB-pIN. 560
125 T6TCCTETTIGGECCCAGCYGEAGGCTYTCACCCARCEICTGGGTGAACTEY T Ad) ETe-pin.SEQ
290 ts1Beoldrrceccaccrdensccidri@acceancecgrllesiden ne r{dr annmepn.sm

20 CTCAGCAGGTGGCCGRGTTGCGAGTACARACTGEAGTCTGCTGTCOGCACE AIS.E1B-pik.sE¢
20 CTCAGCAEGIGECGAGTIGCEAGTACAAACTGAGTCTIGETGTCAECKCE AilBIB-pIR3E0
o cetfaccaccrescefdacrrocedeliccanacreactetac e vigelde » cfal aam.Erbpr.sg

790 GCAAAGTCTAAATAAAAAAARTYCCAGAAYCAATGAATARA A35.B18-pIX. 580
290 GeAAASTCTAMRTRAAAAAA[ CccagaATCABRTGAATAAA AdL1.E1-pIX.SEQ
20 geaaasectararaaafgal—dricBcaldanrcrafanrana A7, E1B-pIX. 50

Dekorasjon "Dekorasjon #1": Inrammingsrester som avviker fra Ad35.E1B-pIX.SEQ.
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14: Kloningstrinn for pUC.35-5E4
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B Srfl-digerert vektor B E
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Fig. 16
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Fig. 17
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Fig. 18
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Fig. 19 .
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Fig. 21

1 ATPSGVRFGHTLRETRSALSRRYIPYSRORLERFEN-ETRATILEDHPLLP Orfb apseq in Ad35.PR.50r16.PRO

1 wedsrstureJuafansrscyrEar dirads AndefEmzrrals iz on i p M35 m-ur6. 30

% ECITLTINENYSIVROLPOSVEGFILIQEWYVENODRVLTIRESLVILAR CHRY MI24-O0RFE, TR0
5 ECHYLYUOBNVSIVROLICSVOITLIQINVVRPNDKVLTRRILVILAKRCERY Orfo aaseq in Adi5.PH. 50086, PO

0 {defdseuufslvsigvrone csise e[ dosirde vonBulsHe s ofg 1o xfEl c wnfd siss.ma-oars.2e0

M CUCCARIDINTSHNIBGYESHALACACSEPGSLQCIAGGOVLASYFREVY MS.E-0XG.F0
100 CLCCARIDIRYSHMUTRGYESNALACHCSSPGSLOCIAGGOVLASHFRNVY 02ff azseq in AdlS.PR. 50xf6.PR0

100 cueea(gro fFeslo s us[Hefadoz cucfpoles:oclilacallv s aivr rigviT as.ze-oms.ero

IS DCANFHQRFINYREVVRYNNPREVNFESSVFNRGABLIYLRONYDGAEVG S M5 B4-0MC. 7RD
150 DGAHENGRFINYREVYRYUNPXKBYMPNSSVERRGARSIYLRLNY DG AVE 5 Orf6 saseq in M35, PR, 50rf6. ERD

150 [Jelc)u{fln o elcAx v g p)v wfueu = s e[z u gls v eflafi)n e 1 1 Y[E L v v 0. alalel) ados.ea-ones. o

00 PYPANSEETSALHCGILANIVVLCCSYCADLSEIRVRCCARRTIRRDNE A A A5 EA-ORFE IR0
WO PVPANSTEYISALBCGTILARIYVLECSYCADLSELRVRCTARN YR UL RD R A Orft caseq ko MO39 PR.502E6. 2600

wirrsousresaFadefiJswnseidecreorseraldrcca[drraids wira aseone.mo

54 VE![IEE?‘!_"" HLYSCRIERRRQQEIRALLOEERPILMEOGTNDS TP ¥ 35240008, R0
250 ¥RITAEETTA-{HEYSCRIERRROQFIRALGOHAR? TLNEDYDS| - 4T P U Ooff asseq in 435,03, 500C6.P60
softdiluideefvneoziasfsrrennncRravasusnlfer 7 goroslnassy s s ei-oms.rm

Dekorasjon ‘Dekorasjon #1': Innrammingsrester som avviker fra Ad5.E4-ORFB.PRO.:

1 MisnvrrcnrLannsnsnkﬂrsauunn&lnuunMnr._rnds.n—cm.m
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Fig. 22

1 MYTSGVPPGHTLRPTRSRGSRRYPYSRORLEPFET|-[B 7 R A AdS.E4-0RFGH. RO
MTPSGYPFGHYLRPIRSRLSRRIPYSKRDRLP2FET|-8 T RA Orf6? asseq in Ad35. PRSOCES.220

1
1 wlsolslu-sruraurnstscaraple rldrfagl el clel e v n a acss.ge-0Rr6e7.pro

0 TILEOR?LEPECNTLEMRNARTSPSERVEQPQYG QAR VAQ MS.RA-GRTET IR
00 LILEDHPLLPECHTLTNHNANTSPSOPVEQPOYSQQPYAQ Orfhi? asseq n AdDS.BRSOLES. RO
o Suteorriyeielisrnalsarvionef-- - --- B S B BlQ AdS.E4-0RFGH.pro

B) OLDSDHALSELPGRFINITOERLARQETVNALT2ENYS VYT AdS.E4-0REGHD,2R0
8 GLDSDMNESELPGRFINTYDERLARQEFVYWNITFENMS VY Orf6i7 asseq in Ad3S.PRSOrEE. FRO

1 oquileesy 1k 5 ¥ R 0 6lafLs| 1 v-0fpr 14 wsle v v w Ay & s)xftlie o[ s) adss. ea-oese.pro

126 HDHNLREASRGERTVYSVCAEGGCGRLATRYE AdS :R4-ORPE+1. RO
1zo.nnnntnsnss'awuvncsuu:nu DzE647 aaseq inAd35.PRSCCE6. PRO
1u|ycxﬁnlvu[§|ncunsv WEGSGEITE|LL M35 B4-0RT64 7. pre

Dekorasjon *Dekorasjon #1°: Innrammingsrester som avviker fra Ad5.E4-ORF6+7.PRO..
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Fig. 23
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Fig. 24
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Fig. 25
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Fig. 26
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Fig. 27
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FIG. 28: Generering av E1-slettede Ad35-vektorer via
dobbelt homolog rekombinasjon | PER.C6-celler

ITR | 4669 18141 ITR
- T ,;—-; > -":e"'*Ad5-E4 .
pBr.Ad35.PRSE4 x Pacl/Notl
A A T T
40 pWE.Ad35.pIX-EcoRV x Not[/EcoRz\?Gso
Transfeksjon av tre

plasmider i PER.C6
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Fig. 29
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