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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DIE NUEVAS CREACIONES

E. S. D.

Re:  Expediente N°. 06-127.751
Solicitud de Patente de Invencion Titulada: “ADENOVIRUS QUIMERICOS PARA
USO EN ELL. TRATAMIENTO DEL CANCER”
Solicitante: BAYER SCHERING PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT
Nuestra Ref.: P2006/000264

RESPUESTA AL OFICIO No. 32 NOTIFICADO POR FIJACION EN LISTA No. 03
DE FECHA 05 DE ENERO DE 2012
(PRIMER EXAMEN DE FONDO)

CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogota, D.C., identificado tal como aparece
al pic dc mi firma, reasumiendo el poder a mi conferido por la sociedad BAYER SCHERING
PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT, me permito manifestar lo siguiente, ante el auto
cmanado por ese Despacho, dentro del plazo legal previsto en el articulo 45 de la Decision 486,

en los siguientes términos.

1. En primer lugar, con el 4nimo de brindar mayor claridad a la materia reivindicada, me

permito presentar un Capitulo Reivindicatorio Modificado, que reemplaza en su totalidad al

Capitulo Reivindicatorio Modificado presentado al momento de radicar la presente solicitud.

Asi entonces, el Capitulo Reivindicatorio Modificado contiene los siguientes cambios:
- se introduce en la Reivindicacion 1 el significado del término “indice
terapéutico”, el cual encuentra soporte en el Capitulo Descriptivo, pagina 39,

lineas 18 a 22, y pagina 13, lineas 15a 17,
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- se adicionan las Reivindicaciones 4 y 6, donde se especifica que la modificacion

realizada es una supresién, que encuentra soporte en el Capitulo Descriptivo,

pagina 7, lineas 4 a 8;

- se adicionan las Reivindicaciones 7 a 9, de acuerdo con ¢l Capitulo Descriptivo,

paginas 6 a §;

- las nuevas Reivindicaciones 10 a 13, 14 a 16 y 17 a 21 corresponden a las

Reivindicaciones originales 5 a 8, 12 a 14y 19 a 23, respectivamente;

- se eliminan las Reivindicaciones 9a 11, 15a 18 y 24 a 27.

Sin perjuicio de lo anterior, me permito sefialar que me reservo el derecho de presentar una

solicitud divisional para la materia eliminada de las presentes reivindicaciones.

Adicionalmente, valga anotar que las modificaciones efectuadas al Capitulo Reivindicatorio

cumplen a cabalidad con lo estipulado en el Articulo 34 de la Decision 486, ya que éstas de

ninguna manera implican una ampliaciéon de la proteccion correspondiente a la divulgacion

contenida en la solicitud inicial.

2. a- El Examinador sefiala que la presente invencion carece de claridad y concision por

las siguientes razones:

el Capitulo Reivindicatorio contiene tres reivindicaciones independientes
que reclaman un adenovirus quimérico con modificaciones similares
(Reivindicaciones 1, 9y 24);

se debe especificar el numero de depdsito de las poblaciones virales
creadas para complementar la descripcion de los adenovirus quimeéricos;

la Reivindicacién 1 debe definir la estructura del adenovirus modificado,
puesto que pueden haber multiples opciones de estructura en la regioén E2b,
que pueden no estar soportados en el Capitulo Descriptivo. El Examinador
sugiere indicar los serotipos que comprenden la region y la secuencia que
conforma cada uno de ellos;

La Reivindicacion 1 contiene términos ambiguos, tales como la expresion:
“presenta un indice terapéutico mejorado para la célula tumoral”, que
corresponde a resultados a alcanzar y no permite definir las propiedades del

adenovirus;
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- la Reivindicacion 2 debe ser caracterizada indicando la secuencia
nucledtida que conforma las regiones que codifican proteinas de fibras,
exones y pentones,

- las Reivindicaciones 12 a 14, carecen de sustento en el Capitulo
Descriptivo;

- la Reivindicacién 24 repite la materia reclamada en las Reivindicaciones 1

y 19.

Por ultimo, el Examinador sugiere caracterizar cada modificacion realizada en el genoma del

adenovirus indicando el origen (serotipo empleado) y secuencia de las regiones introducidas.

b- 1) En primer lugar, me permito sefialar que la nueva Reivindicacion 1 ha sido
limitada para definir el significado del término “indice terapéutico”. Por lo tanto, en dicha
reivindicacion se ha incluido la siguiente definicion: “el indice terapéutico puede ser calculado
por comparacién de la potencia de dicho adenovirus en una linea de células cancerosas con la
potencia del mismo adenovirus en una linea de células no cancerosas y donde la potencia se
refiere al potencial litico del adenovirus y representa la habilidad del adenovirus para replicarse,

lisar o dispersarse”, con el fin de aclarar el alcance de dicho término.

Adicionalmente, las Reivindicaciones originales independientes 9 y 24 y las Reivindicaciones
originales dependientes 10, 11 y 15 a 18 han sido eliminadas del Capitulo Reivindicatorio

Modificado adjunto.

Es importante sefialar, que la introduccion de mayores limitaciones a la reivindicacion principal
daria lugar a una restriccidn injustificada del alcance solicitado en la presente solicitud, teniendo
en cuenta la contribucién que la presente invencién hace al estado del arte con su materia

reclamada.

i) En segundo lugar, me permito indicar respecto a la sugerencia del
Examinador de proporcionar un nimero de depdsito para el adenovirus de la presente solicitud,
que dicho depdsito nunca ha sido efectuado, ya que la secuencia de polinucledtidos de la
totalidad del genoma del virus al que refiere la presente invencion es descrito de manera éompleta

en la solicitud original. En consecuencia, la persona medianamente versada en la materia debe
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ser capaz de reproducir el virus a partir de la informacion relativa a la secuencia polinucleotidica

y no se necesita de un depésito de material bioldgico para reproducir la invencion reivindicada.

iii)  Ahora bien, me permito sefialar que la presente solicitud ensefia a la
persona medianamente versada en la materia, por primera vez, la provision de un virus que
comprende una region E2B quimérica que posee material genético de dos serotipos diferentes
de virus que proporcionan virus oncoliticos con un indice terapéutico mejorado para una

c¢élula tumoral.

El Capitulo Descriptivo de la presente invencion suministra toda la informacioén necesaria para
soportar el conocimiento general en la materia y permitir a la persona medianamente versada en
la materia obtener el virus definido dentro del alcance de la nueva Reivindicaciéon 1. Los
métodos para hacer y probar la actividad de los virus de acuerdo a la Reivindicacidn 1, han sido

descriptos detalladamente en la solicitud originalmente presentada.

Adicionalmente, cabe resaltar, que el método descrito en la solicitud para la generacion de los
virus elimina. aquellas combinaciones o mutaciones indeseadas que no tienen las propiedades
requeridas, es decir, el método empleado para generar los virus seleccionados de aquellos virus
con propiedades de replicacion, lisis y propagacién mejoradas. La persona medianamente
versada en la materia debe ser capaz de obtener los virus adicionales que se encuentran dentro del

alcance de la Reivindicacion 1 empleando este método y utilizando sélo habilidades rutinarias.

Me permito citar un aparte del Capitulo Descriptivo relacionado con éstos métodos,
especificamente en la pagina 29:
“Los adenovirus quiméricos de la invencion, o variantes o derivados de
los mismos, se pueden producir usando una modificacion de la técnica
conocida como “bioseleccion”, en la cual un adenovirus con las
propiedades deseadas, tal como una mayor oncogenicidad o
especificidad para el tipo celular, es generado mediante el uso de una
seleccidén genética bajo condiciones controladas (Yan et al. (2003) J.

Virol. 77: 2640-2650)".
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Adicionalmente, en la pagina 38 del Capitulo Descriptivo, en la seccién titulada "Determinacion
del potencial terapéutico”, se expone el modo en que los virus pueden ser evaluados por su

potencial terapéutico.

En adicién, ¢l inventor Terry Hermiston y su grupo de investigadores fueron los lideres
indiscutibles en el mundo en este campo tecnolégico en el momento de la presentacion de la
presente solicitud. Por lo tanto, me permito manifestar que el alcance de las actuales
reivindicaciones corresponde a la contribucion que la invencién realiza al arte y por ello, el

mismo se encuentra plenamente justificado.

Los adenovirus fueron aislados por primera vez en 1953. A la fecha de presentacion de la
presente solicitud mucho se sabe acerca de su estructura. A continuacidon se muestra una

representacion esquematica de un adenovirus:

donde:
1 representa la fibra;
2 representa el hexdn; y
3 representa el genoma.

Entre la pagina 1, linea 22 y pagina 2, linea 18 del Capitulo Descriptivo de la presente solicitud

se explica lo que se conocia en el estado del arte:

"Los adenovirus son virus a ADN de cadena doble icosaédricos sin
envoltura con un genoma lineal de 36 pares de kilobases
aproximadamente. Cada extremo del genoma viral contiene una
secuencia corta, conocida como repeticién terminal invertida (o ITR),

que es necesaria para la replicacién viral. Todos los genomas de
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adenovirus humanos examinados hasta la fecha presentan la misma
organizacion general; es decir, los genes que codifican funciones
especificas estdn ubicados en la misma posicién en el genoma viral.
Dicho genoma viral contiene cinco unidades de transcripcion tempranas
(E1A, E1B, E2, E3 y E4), dos unidades tempranas tardias (IX e Iva2) y
una unidad tardia (tardia principal) que es procesada para generar cinco
familias de ARNm tardios (L1-L5). Las proteinas codificadas por los
genes tempranos estan comprometidas en la replicacion, en tanto los
genes tardios codifican proteinas estructurales virales. Las porciones del
genoma viral pueden ser sustituidas facilmente por ADN de origen
extrafio y los adenovirus recombinantes son estructuralmente estables,
siendo estas propiedades las que permiten que estos virus sean de
potencial utilidad para una terapia genética (véase Jolly, D. (1994)

Cancer Gene Therapy 1: 51-64)" (mi resaltado).

Considero respetuosamente que, la persona medianamente versada en la materia debe ser capaz
dc identificar la fibra, el hexon y el pentén de cualquier virus. Por lo anterior, no es apropiado

incluir las secuencias en las reivindicaciones.

1v) De otra parte, la expresion "son del mismo serotipo" en la Reivindicacion 2
se refiere al hecho de que las proteinas de la fibra, el hexdn y penton son del mismo serotipo que
la otra. Lo anterior se sefiala en la pagina S, dltimo parrafo y pagina 6, primer parrafo, del

Capitulo Descriptivo, que describe lo siguiente:

“En una realizacion, el adenovirus quimérico comprende ademas
regiones que codifican proteinas de fibras, hexones y pentones, donde los
acidos nucleicos que codifican dichas proteinas provienen todos del

mismo serotipo adenoviral” (mi resaltado).
La inclusién de genes heterologos en vectores virales era bien conocida a la fecha de presentacion

de la presente solicitud. [ue, de hecho, una técnica rutinaria para la persona medianamente

versada en la materia.
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Como soporte de lo anterior, adjunto al presente memorial el documento Mizuguchi et al 2001,

como Anexo 1, para su consulta.

Asi, en la fecha de presentacion de la presente solicitud, la incorporacion de un gen heterdlogo
era una tarea de rutina para una persona medianamente versada en la materia. El Capitulo
Descriptivo de la presente solicitud, en particular la pagina 45, linea 25 y pagina 46, lineas 1 a 22,
proporciona detalles de los documentos técnicos publicados disponibles que proporcionan a la
persona medianamente versada en la materia la informacion necesaria sobre los genes

heterdlogos que codifican proteinas terapéuticas:

"La terapia adenoviral que emplea los adenovirus de la presente invencién como vectores
adenovirales también se puede combinar con otros genes conocidos por ser de utilidad en una
terapia basada en virus”, véase la patente US5.648.478. En dichos casos, el adenovirus
quimérico comprende ademas un gen heterdlogo que codifica una proteina terapéutica,
incorporada en el genoma viral, de modo tal que el gen heterdlogo se expresa dentro de la célula
infectada. Una proteina terapéutica, tal como se utiliza en la presente, se refiere a una proteina

que podria proveer algiin beneficio terapéutico cuando se expresa en una célula dada.

En una realizacion, el gen heterdlogo es un gen activador de un profarmaco, tal como la citosina
deaminasa (CD) (Véase, las Patentes de EE.UU. N° 5.631.236; 5.358.866; y 5.677.178). En
otras realizaciones, el gen heterélogo es un inductor conocido de muerte celular, por ejemplo
apoptina o proteina de muerte adenoviral (ADP), o una proteina de fusion, p.ej. una glicoproteina
fusogénica de membrana (Danen-Van Oorschot et al.(1997) Proc. Nat. Acad.Sci.94: 5843-5847;
Tollefson et al.(1996) J. Virol.70: 2296-2306; Fu et al.(2003) Mol. Therapy 7: 48-754, 2003;
Ahmed et al.(2003) Gene Therapy 10: 1663-1671; Galanis et al.(2001) Human Gene Therapy
12(7): 811-821).".

Considero respetuosamente que es incorrecto afirmar que el concepto de genes heterélogos no se
encuentra soportado en el Capitulo Descriptivo de la presente solicitud. Por lo expresado

anteriormente, considero superada la anterior objecion.

V) Finalmente, la limitacién de las reivindicaciones mediante la inclusidon de

las secuencias especificas conforme con lo solicitado por el Examinador, impediria a la
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solicitante obtener una protecciéon adecuada del concepto de la invencién y por ello, no esta

justificada.

vi) Teniendo en cuenta todo lo anterior, considero que la presente invencion es

suficientemente clara y completa, por lo cual considero superadas las anteriores objeciones.

3. El Examinador argumenta que los documentos “Developing Novel Oncolytic
Adenoviruses through Bioselection” ' (D1) y “Conditionally replicative adenoviruses for cancer

therapy” (D2) afectan el nivel inventivo de la presente invencién.

El Examinador sefiala que D1 revela mutantes de adenovirus humanos 5 (AdS) con actividad
oncolitica aumentada. Adicionalmente, D1 ensefia como se purifican dos mutantes ONYX-201 y
ONYX-203, en placa de una mezcla de Ad5 mutagenizados aleatoriamente con pasajes repetidos
en lineas de cancer colorectal HT29, de la misma forma como se encuentra reclamado en la

presente invencion.

El Examinador argumenta que la diferencia entre D1 y la presente invencidn es que en D1 no se
modifica el transcripto E2B, y los adenovirus modificados son mutantes ensayados puntualmente,

mas no por segmentos con regiones provenientes de diferentes serotipos.

El Examinador sefiala que a partir de la informacion revelada en D1, la presente invencion logra
incrementar la capacidad citolitica del vector adenoviral, modificando otra regién de transcripto,

sin embargo, la modificacion en el transcripto E2B ya se encontraba sugerida en D2.

Adicionalmente el Examinador sefiala quc D2 ensefia el efecto que tiene la modificacion por
medio de mutaciones la region E2B sobre la capacidad de replicaciéon del adenovector,
produciendo especificidad en la célula blanco a infectar y permitiendo minimos efectos nocivos

en el tratamiento.

El Examinador concluye que aunque D1 solamente revela el método de bioseleccién con el cual

s¢ obtiene la poblacién de virus, no revelaba la construcciéon de un adenovirus quimérico

' Yan W. et al. “Developing Novel Oncolytic Adenoviruses through Bioselection”. Journal of Virology. Junio de
2003.Vol 77, No 4, paginas 2640 a 2650.

* Rancourt C., Curiel D. “Conditionally replicative adenoviruses for cancer therapy”. Advanced Drug Delivery
Reviews 27. 1997, paginas 67 a 81.
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conformado por dos serotipos de adenovirus para la region E2B. Sin embargo, ésta modificacion
habia sido divulgada en D2, por lo cual la persona medianamente versada en la materia habria

podido combinar las ensefianzas de D1 y D2 y llegar de manera obvia a la presente invencion.

b- i) En primer lugar, me permito sefialar que D1 describe mutagénesis aleatoria
de Ad5 con 4cido nitroso. La infectividad de los virus resultantes se examind mediante un
ensayo de placa en 293 células por medio del proceso llamado de “bioselection” para identificar
los virus con las propiedades deseadas. En D1 no se divulga un virus quimérico que contiene
secuencias de ADN de dos serotipos de adenovirus diferentes, sino que mas bien se da a

conocer un virus mutado por medios quimicos.

D1 tampoco ensefia o le sugiere a la persona medianamente versada en la materia sobre la
importancia de la modificacion de la region E2B con el fin de proporcionar un virus oncolitico
con un indice terapéutico mejorado. De hecho, los adenovirus de D1 se basan en la
sobreexpresion de p53 por las células tumorales para hacer su replicacion competente. En
contraste, los virus de la presente invencidn, tales como ColoAdl, son virus vivos plenamente
capaces de replicacion sin ayuda complementaria por medio de una célula huésped. Los virus de
la presente invencion actian por medio de un mecanismo totalmente diferente a los virus de la

técnica anterior, tales como ONYX-15 descrito en D1.

Asi, D1 no ensefia ni sugiere a la persona medianamente versada en la materia cdmo llegar a la
presente invencion, tal y como se reivindica y por lo tanto, demuestra nivel inventivo sobre las

enseflanzas de D1.

D2 tampoco completa la ensefianza defectuosa de D1 en direccidn a la presente invenciéon. D2 es
un articulo de revisién y describe cémo generar vectores de adenovirus de replicacion deficiente
eliminados en la regién El y, opcionalmente, en la region E4, in vitro, empleando una linea
celular de complementacion. La linea celular contiene la region que falta (trans-complementaria)
E1 (y E4, si es necesario) transfectadas establemente en su genoma o transfectadas
transitoriamente en el mismo, por ejemplo, donde se efectua la transfeccion transitoria empleando
un plasmido. D2 sugiere .que los vectores de replicacion deficiente podrian ser co-entregados a
las célula_s cancerosas, por ejemplo, con pldsmidos de complementacion que contienen la region

E1 para suministrar una replicacion competente del virus in vivo.
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Dicha replicacion, llamada condicional, podria efectuarse empleando cualquier gen en el genoma
del virus que sea esencial para la replicacion. Este ultimo, incluye genes tempranos que por
convencion se les da la designacion E seguido de un nimero, por ejemplo El, E2, E3 y E4. D2
sugiere que E2 y E4 pueden ser ideales para trans-complementacion, porque estos dos genes son
csenciales para la replicacion. Lo anterior le sugiere a la persona medianamente versada en la
materia la eliminacion de los genes E2 y / o E4 y asegurar que el virus sélo es capaz de replicarse

cuando se proporciona una copia complementaria del gen.

La ensefianza de D2, de hecho, se aleja de la presente invencidn, ya que sugiere a la persona
medianamente versada en la materia que la regiéon E2 es un gen adecuado para ser eliminado en

lugar de mantener dicho gen E2 en una forma modificada.

Respetuosamente me permito recordar que la trans-complementacion no se utiliza “in vitro” o “in

vivo” para la replicacion de los virus de la presente invencion.

En conclusion, a partir de la combinacion de las ensefianzas de D1 y D2 una persona
medianamente versada en la materia no encontraria ninguna ensefianza o sugerencia que
conduzca a la obtencion de un virus oncolitico con una region E2B quimérica de acuerdo con la

invencion ahora reivindicada y que exhiba los beneficios terapéuticos declarados.

4. Finalmente, deseo poner bajo su conocimiento que para el concepto inventivo
comprendido en la presente solicitud, el privilegio de patente ha sido otorgado hasta el momento
por parte de la Oficina de Patentes de Europa (EP1749098 B1). De hecho, el Capitulo

Reivindicatorio Modificado adjunto corresponde a la materia concedida en Europa.

Si bien es cierto que las concesiones de patentes en oficinas de otros paises no son vinculantes en
el sentido que obliguen a la SIC a tomar una decision en el mismo sentido, considero que dichas
concesiones sugieren el cumplimiento de los requisitos de patentabilidad de la materia
reivindicada, ya que los criterios de evaluacion y estudio aplicados para concluir la aceptacion de

dichas patentes resultan equivalentes a los que la SIC debe emplear.

5. Por todo lo anterior, considero que las objeciones presentadas por el Examinador en su

examen de fondo han sido resueltas y por consiguiente solicito respetuosamente que el Despacho
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tengan por cumplidos los requisitos de patentabilidad, y se proceda con la concesién de la

patente.

Atentamente,

>

CARLOS R. OLARTE
C.C. No. 79.782.747 de Bogota
T.P. 74.295

Anexos:
- Capitulo Reivindicatorio Modificado.
- Anexo 1. Mizuguchi et al. “Approaches for generating recombinant adenovirus

vectors”. Advanced Drug Delivery Reviews 52 (2001), paginas 165-176.
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Expediente No. 06-127.751
Primer Examen de Fondo

P2006/000264
CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO
(Primer Examen de Fondo)
1. Un adenovirus quimérico, o una variante o derivado del mismo que tiene un genoma

que comprende una region E2B,

en el que dicha regiéon E2B comprende una secuencia de acido nucleico derivada de
un primer serotipo adenoviral y una secuencia de acido nucleico derivada de un segundo
serotipo adenoviral;

cn el que dicho primer y segundo serotipos se seleccionan cada uno entre los
subgrupos adenovirales B, C, D, E, o F y son distintos entre si; y

en el que dicho adenovirus quimérico es oncolitico y presenta un indice terapéutico
mcjorado para la célula tumoral, donde el indice terapéutico puede ser calculado por
comparacion de la potencia de dicho adenovirus en una linea de células de tumor con la
potencia del mismo adenovirus en una linea de células no cancerosas y donde la potencia
se refiere al potencial litico del adenovirus y representa la habilidad del adenovirus para

replicarse, lisar o dispersarse.

2. El adenovirus de la Reivindicacion 1 que ademas comprende regiones que codifican
proteinas de fibras, hexones y pentones, en el que el acido nucléico que codifica las

proteinas de fibras, hexones y pentones de dicho adenovirus proviene del mismo serotipo

adenoviral.

3. El adenovirus de la Reivindicaciéon 1 que ademas comprende una regién E3
modificada.

4. El adenovirus de la Reivindicacion 3, donde la modificacién es una supresion.

5. El adenovirus de la Reivindicacion 1, que ademds comprende una regiéon E4
modificada.

6. El adenovirus de la Reivindicacion 1, donde la modificacién es una supresion.

7. El adenovirus de la Reivindicacién 1, donde uno o mas de los serotipos adenoviral

4

son seleccionados del grupo B.

8. El adenovirus de la Reivindicacion 1, donde el serotipo es Ad11.
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9. El adenovirus de la Reivindicacion 1, donde el serotipo es Ad3.
10.  El adenovirus de la Reivindicacion 1, en el que dicha célula tumoral es una célula

de un tumor de colon, mama, pancreas, pulmon, prostata, ovario o hematopoyético.

11.  El adenovirus de la Reivindicacion 10, en el que dicha célula tumoral es una célula

de tumor de colon.

12.  El adenovirus de la Reivindicacion 1, en el que la secuencia de nucleétidos de la

region E2B de dicho adenovirus comprende la SEQ ID N°: 3, o una porcidn de la misma.

13. El adenovirus de la Reivindicacion 1, en el que la secuencia de nucleétidos de dicho

adenovirus comprende la SEQ ID N°: 1.

14. Ll adenovirus de la Reivindicacion 1, que ademas comprende un gen heterdlogo,

donde dicho gen heterdlogo se expresa dentro de la célula infectada con dicho adenovirus.

15.  El adenovirus de la Reivindicacién 14, en el que dicho gen heterdlogo es de la
timidina quinasa.
16.  El adenovirus de la Reivindicacion 14, en el que dicho gen heterdlogo codifica una

proteina terapéutica seleccionada del grupo formado por citoquinas y quimioquinas,

anticuerpos, enzimas convertidoras de prodrogas y proteinas inmunorreguladoras.

17.  Un método para aislar el adenovirus de la Reivindicacién 1, que comprende

a) agrupar los serotipos adenovirales que representan los subgrupos
adenovirales B-F, creando asi una mezcla adenoviral;

b) someter la mezcla de adenovirus agrupados del paso (a) a pasajes con un
cultivo de células tumorales en crecimiento activo a una relacion de particula por célula
suficientemente alta como para promover la recombinacidn entre serotipos, pero no tan alta
como para producir una muerte celular prematura;

c) cosechar el sobrenadante del paso (b);

d) infectar un cultivo quiescente de células tumorales con el sobrenadante
coscchado en el paso (c);

e) cosechar el sobrenadante del cultivo celular del paso (d) antes de la
aparicion de algun signo de CPE;

f) infectar un cultivo quiescente de células tumorales con el sobrenadante

cosechado en el paso (e); y
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g) aislar el virus de la Reivindicacion 1 a partir del sobrenadante cosechado en
el paso (f) por purificacidn en placa.
18. El método de la Reivindicacidon 17, en el que el paso (b) se efectiia dos veces antes
de cosechar el sobrenadante en el paso (c).
19.  El método de la Reivindicacién 17, en el que los pasos (e) y (f) se repiten hasta 20
veces antes del paso (g).
20.  El método de la Reivindicacion 17, en el que la segunda ronda de purificaciéon en
placa se efecttia después del paso (g).
21.  El método de la Reivindicacion 17, en el que la célula tumoral es una célula de

tumor de colon, mama, pancreas, pulmon, prostata, ovario o hematopoyético.

o ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok
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 [FOLIO 85.- PRIMERA| COPIA.- ESCRITURA NUMERO: VEINTICUATRO.- ?gj

2 ISUSTITUCION PARCIAL DE PODER: MESSERER, Dagmar a favor de &

3 |OLARTE, Carlos Reinaldo y otro del Poder otorgado por BAYER SCHERING |

L

4 PHARMA AG.- En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Capital de la Repiiblica '

;Argehtina,-efdfa: NUEVE de MARZO del afio DOS MIL SIETE, ante mi Maria

;'lvma Lasarte, Escnbana Autorizante, titular del Registro Notarial nimero 1788

. COMPARFCE Dagmar MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de 1 968

:hua de Walter Messereg y Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del Documento Na— ;

_CECBA - LEY404 GCBA
LEGALIZACION .

‘ céionaél de Identiéiad Numero 20.383.892, Clave Unica de Identificacién Tributaria 27- , v
2’03853892-7 con domiéilio especial en la Avénida Leandro N. Alem 1.134, Piso 10°, .: /
4de esta Ciudad de Buenos Axres la compare01ente €S Mayor { de edad INTERVIE- ¢
12 NE: por su propio derecho Y la comparemente EXPRESA PRIMERO Que la: : :
| 8001edad “BAYER SCHERING PHARMA AG” con d()mlClllO en Mullerstrasse

g 178 13353, Berlm Alemania, le conﬁrlo con fecha 22 dé enero de 20(]

CECBA - LEY404 GCA

lilS,- un Poder, zel-; cual m_edlante escritura ntimero 14 de fecha 16 de‘ -fel

.f :f'otorgada ante la Escrlbdna Manela Vanina Scardaccione, al 10110 44,
':;rriente de este Registro Notarial Smterln‘amente a su cargo, fue 1ncorp0ra 03

18 to al mismo, cuya prim’ra copla tengo para este acto a la v1sta doy fe

19fnente:tr'anscribiré en la presente SEGUNDO Manifiesta baJo )uramento que el refe
ZQfgrido poder -se encuentra plenamente v1gente en virtud de no haberle 51do rcvocado
: :21::§suspendido- ni limitado CIL mnguna de sus partes TERCFRO En‘:cdnsecuenbw;

CE: Que en uso dé ld 1‘1cu1tad confenda SUSTITUYE PARCIA];ME NTE el podé

23 mencmnado a favor del Carlos Remaldo OLARTE y/o James Ian R' 1S

L 24 solo y fumfco o'_bjeto .de que en’ nombre y representacwn de: la Soc1e
: SCHERING‘ PHARMA AG’;’, y actuaindo en fqrm

a ind1v1dual,?1n ilstmta y/o altern

IS
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afio DOS MIL S_I':ET_E, ante mf ..., Escribana Autorizante, ..., COMPARECE: Dagmar

' MESSERER, argentina, nacida €l 28 de mayo de 1.968, hija de Walter Messerer y

O Elsa OneliavR'on:lanelli, soltera, titular del Documento Nacional de Identidad Némero
20.383.892, Clave Ijnica de Id¢ntiﬁcacién Tributaria 27-20383892-7, domiciliada
) legalmente en la;Avenida Leandro N. Alem: 1.134, Piso 10°, de esta Ciudad de Buenos
Aires.- La compare‘ciente es mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.-
Y la compareciente EXPRESA: Que a los efectos que hubiere lugar, solicita de mi, la
jAutorizante, LA éINCORPORACI(')N y TRANSCRIPCION en este protocolo ;del

PODER que le fuera conferido en Berlin, Alemania, €l 22 de enero de 2007, por la

¥Sociedad “BAYER SCHERING PHARMA AG”, con domicilio en Miillerstrasse 178,

13353, Berlin, Alemania, sobrc cuya plena_;vigencia responde la requirente bajo jura-

mento.- Yo, la Autorizante, hago constar: d) Que el instrumento de poder cuya incor-

0

'poracién y- transcripcidn a este protocolo Solicita la compareciente, se encuentra ‘ex-

!

Ktendido en idibma castellano, ‘cerﬁﬁcadas;las ﬁrmas por :-notario en idioma alcme’m,-

debidamente legalizado cn idioma aleman ZSelIﬁo de Aposﬁlla de la Convencién de La
) Haya del 5 dc octubre de 1961) y traducid(g en lo,pértinente al idioma nacional por la;
'l’raductorEa Publica Laura Thieberger.- b) (éue ia compareciente en virtud de lo mani-|
festado tienc intcrés legitimo én:sﬁreduerifi%ﬁeﬁtd..— En coﬂsecucncia, me hace entrega
cn cste acto del original del'instrur'nerglto die=poder relaci():nado con . su respectiva tra—*%

)duccién al idioma nacional, el que agreg({)i ala ipr:esente -y transcripto dice: “MOE-?
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L oA gt pans 2

3 + Alemania declaran por el presente otorgar a Dagmar MESSERER poder general am- -

ief:;i{e propiedad intelectual que actualmente posean o adquieran enlo silcejs

23 bentarse con escritos, querellas, pedidos; y.lo que fuere necesario ante ¢

i
B

2 BAYER SCHERING PHARMA AG domiciliados en Miillerstrasse. 178 13353 Berlin

4 plio ysuficiente para recabar de las autoridades ..., sud y centroamericanas ... que co- -
5 rrc;spondan;i la gobtencic’)n de patentes de invencion, el registro y la renovacién de mar-
6 cas y modelos y/;o de;’ech'os de propiedad intelectual y/o nombres:de dominio, a cuyo
7 ef%:cto. los facu ta/n para 1leVar-a cabo ante dichas autoridades todas las gestiones nece-
'8 qaériaSéal objeto %ndicadof, presentar solicitudes, formular descripeiones,-oposiciones,
.9 pr%otes?tos, declarzéiciones,s'-apelaciones y reclamos, oblar impuestos, justificar explota-
10 cibnc;s, solicitar ;?esﬁmoxléios, aceptar uansfereﬁcias, recibir. documentosz valores, per-
11 Eibir y thacer cuéﬁto fue_rée necesario ante las autoridades admin%istrativaé de cualqui‘er-:g
;12f;orgden. Por otra parte, les:E confieren mandato para que en su nombre y-:r};spresentacién.
: ;13§ipuedan iniciar 'y %proseguir cualquier juiéio’ que actualmente los éue 'suscriibe:n' tengan o'
514. en el futuro tu%V‘iéaran s en Sudamérica, .Centroarﬁérica .oy CON imotivo ée éu-nombre;'%

. 15 marcas de fébrica o de comercio, patentes de invencién y modelos y/o dé sus derechos

VO; promover -

'1;7'v;uicios de cualquier juri sdicciéﬁ, criminales, correccionales, cmles ‘0 :.comercia]es;':
18 ::'ontra los falsificadores; usurpad%ores o-imitadores y contra los jéteneé;do're s de articulos
,15% gque infrinjan su nombre; marcas o patentes de invencion, seguu' losg juimo‘s.por oposi: -
: 20u10n u 5_o;tr;osi en 'que'-.fuerémpfarte como actores o demandados, défenider el nombre, las:

:fimarcas',ipatemes y =modé loséy/o de derechos de propiedad intelectuial y/o nombres de

ominié,.ﬁzjzcierlido 1ias proteétas del caso o diciendo.de nulidad. Al 'eéfectb, podran pre;é ‘

ualquier auto:

24? ridad judibgal;fpfesé}xtar %estigds, documentos y demas justiﬁcativos}renfdir pruebas dé

25 cualquier especie; pedirjnombramientos de peritos, pedir y absolver| posiciones, asistir

i
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’{ %) to_dos los actos y;diligenc?:‘ias que §ean p'r,eciésosval‘ desempefio de este mandato. ‘Podra;n 31
%gasimismo substituir ¢l presente péoder en todo o-en parte.- Dado y firmado en Berlin 32
\!'*9? : %(Siguc fecha en idioma %inglés)-. B@yer ,Schsering Pharma AG (Sigue texto en idioma | 33
‘~ ? ‘\» inglés). ppa. Sigue una firma ileégible.' ':(Ac%:laradoz); Dr;ﬁoeske-.lungblut. ppa. Sigue | 34
: otra firma ilegible. (Ag]a;’ado:) Dr. gKlose”.é”ES ‘COPIA FIEL, doy fe.- En hoja adjunta | 35
consta la certificaciéon n;)tari;al de las ihnés:~obrahf%s enel poder en idioma alemaén, | 36
efectuada-el 22 de enero de 2007 por el Eséri.bano ]junlm Rempen, de Berlin, Aler-na- 37
wnia, y a céntin@écién consta la reépectiva »légalizhcién de I;ei firma ysello del: nomléml-. 38
“do Notario (S:ell_o*_de ‘Apostilla de la Congrencién-;de La:Haya del 5 de octubre%- de {39
N @1961), en idior;n# alemén, :efectuaédaé por-el I;residcnte del Tgribunal Regional de Berhn, 140
; ;i Alemania.- }:n hojas adjuntas sigue la referida traduccién al idioma nacional la que 41
’ %mnscripta textualmente, dice: “TRADUCC ION PUBLICA — (Sobre.papel con mem 42
ol Q%br‘ete de “MOELLER y CO” - América Latina - Agentes de la Propicdad Intelectuéal -143
yfigura un Poder.otgfrgado por la Sociedad “BAYER ;SCHEZRING PHARMA AG”, ;coni:: a4
‘:_ sede cn Berlin, Aiémania,vredactado en 1d1 om? nacional, luego del que apareccn;losé 45 |
‘  [\siguientes textos, que traducidos dicen:) ;“BA;YER_ SCHERING PHARMA AG” — 46
i:%j .' ) Patentes y licencias — (Firmad’éo y Acla,rado.:) pp Dr.»?Noesk;'eJungblut = pp (Firmado y || 47
:;:z ' Aclarado:} Dr. Klose.- La verzsiéﬁ en inglé; es péra su in%formaciénl’micameme;- Re-g 48 :
%%q gistro de Actas N°R 1'_7/2007.‘?— Mc hc%rcfe réidoa la prohibicién de inte;rvenci()n segun “ 49
“:; .: el articulo 3, parrafo 1, N° 7, &e la Ley de (?erti_‘ﬁéa@iones. ;Mi pregunta de $i ha existi—§ 50
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8 ;tieninpo :%Certiﬁco en base a que tuve a la vista en el dia de hoy las actas del Registro de
8 283, que la Sociedad “Bayer Schering Pharma Aktiengesellschaft”; con sede en Ber-

10 la eirribfa mencionada Dra.§ Noeske-Jungblut y el arriba mencionado Dr.:Walter Klose - (

LLA — ((‘onvenc1on de La Haya del 5 de Octubre.de 1961) - Pals Repubhca Federal !

de Alemania - Este 1nstrun
su caracter de escribano d<
do en Berlin, el 24 de ene
hn, conel N° 9101 a E-F

éfonal de Berlin — Firma

RES ALEMAN = FRANG

do una intervencion previa en el sentido-de-la norma me fue contestab{ por la negati-

junio de 1957 -~ Ambos de mi personal conocimiento — Ambos con: domicilio comer-

cial_i en ;133‘53 Béer}fn, Miillerstrasse 178 son auténticas, de lo que doy fe.- Al mismo ; :
Cor?ner&io del T—fibjiunal.def
h’n,éesté.inscript? éon ¢l nimero mencionado arriba en ¢l Registro de Comercio y que |

estan facultados en su caricter de. mandatarios a representar 'en.. forma igc?onjuntaz.a:l,a .
Sbcicdad “Bayer Schering.Pharma Aktieﬁgesellschaft” de Berlin| Berlin, 22de enero i
de 2007.- El escﬁbano (firma ilegible) y5.1iquidacién de derechos. (Hay un sello en . \'

oblea sobre precmto) Dimitri Rempen, Escnbano de Berhn 9101a E- F APOSTI- *

53 6/07 --Sello (hay un sello:) el Presid@nte-;‘del “Tribunal Re~ -f -
éel F;uncionario:'autorizado (firmado y éclatéado_: Holldorf — {5
Juez Principal del"Triibunéal R%egio'nal.-’ ES 'TRADUCCI()N FIEL de::las partes perti- :
I;jfgsntesA en los idiomasi aleman e inglés del documento que se acompana,-q\%xe he vertido -
ai-idiomai-naéional, eﬁ Bucnos Axres ‘a 6 :de febrero de 2007.- Hay una ﬁ;ma ilegible [ i

Hay un sello: que :vdic.ee: «“ LAURA THIEBFRGER MATRICULA DE TRADUCTO— (s

EES Tomo II Folio 254 (Cap.) Tomo IIT - 98 | (La Plata) - 3@

N 0f7422053

Primera Instancia de Charlottenburg, N° de Registro HR B

nento pubhco fue firmado-por Dimitri Rempen actfuandoen {9
2 Berlm, esta.ndo provisto del sello del escnbano - ¢ertiﬁca- (¢

ro de 2007 por el Presidente del Tr1buhal Regl orial de Ber- 6
) 9
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% Wen el margen supe;rior hay un éello timbrador ...”

: _ v
cion de la firma de la nombrada {traductora, .-

e A A o e a7 -

estado. la ,compareciente -DICE-:L.

'ba de conformuiad la firma ante mi, doy fe.- Dagmar MESSERER Ante mi: MA

interinamente a mi cargo.- PARA LA AI

COPIA en tres (3) sellos de :actuacion nc

L 4 >0 inimero N 007376153 al presente 1nclus1v

-~ A continuacién sigue la legaliza-
ES COPIA FIEL, doy fe.- En:este |
cfue en ,lé::forma‘ expresada deja INCORPORADO y
’a, TRANSCRIPTO en este ProtOCOiO el Poder que agrego a la presente, solicitando de
m1 la Escribana Autorlzante explda prlmera copla de la prescnte -para la nombrada-
apoderdda Dagmar. MESSERER Constanmas Notarlales ‘Identidad de la compare-
c1cnte {(Articulo 1 002 del Codigo Civil): Se Justlﬁca ld misma por conocimiento; de la?

Aulorlzante - ..~ LEQO esta escritura a la comparecmnte qulcn asi la otorga y en prue-

RIELA VANINA SCARDACCI@NF Escnbana Esta mi sello. (‘ONCUERDA con
{su escritura matfiz que pasé ante mi, al foho 44 del Reglstro Notarial numero 1788
’ODERADA expldo la presente PRIMFRA
tarial nqmeradjos conelatlvamente des;le cgl
c, que sello y ﬁ@o en la fecha y lugar de su
otorgamfiento dOy fe.- Sigue una firma ilt:gible yun sello que dice: Mariela V. Scaf—

daccione — Fscrlbana Mat. 4527.”.- ES C()PIA FIEL, de las partes pertinentes de la

)(,scrltura de referenma doy fe.- CUARTO Finalmente la compareciente expresa: a)
Que ¢l presente otorgamiento no s1gn1ﬁca renunciar al ejercicio de las facultades sus—
tltuxdas 'y b) Que los nombrados apoderados sustitutos no podran sustituir el presente

poder en nmguna de sus partcs.- Constanclas Notarlales Identidad de la Compare—
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‘la Autorizante.-Yo, la Escribana Autorizante impongo y advierto a la compareciente, a ()

5 te escritura y dcl derecho de leer por sf este instrumento.- LEQ esta escritura a la (%6
.corfnpareciente,iq~1§1ien‘§asi la otorga y en prueba de conformidad la ﬁrn;frla antg:mi, doy
fe Dagmar MESSERER Ante mi: MARIA SILVINA LAs_AﬁfIfE. fjiscﬁbana.' Estd
m1 sello. CONCI:;JERDA; con éu escritura: matriz que pasé ante m'i,'.-al foho 85 del Re- 0

'gi§tr0 Notarial m’i'mero 1788, a mi cargo. PARA LA PODERDANTE ;expf,do la pre- %:

17}

23]

24|

§

jt:

O

tenor de lo dispuesto en el articulo 77 inciso h) de la Ley Organica Notarial Nimero {

. . . ) (]

404, respecto de los alcances y consecuencias de las cldusulas contenidas en.la presen- (j
i

&
WO

0
(

RS

25

0

¢
(s

i

serte PRIMERA COPIA en cuatro (4) sellos de actuacion notarial numerades corre- g(‘
. - \('

lativamente desde el nimero N 007422051 al presente inclusive, que -sel:lo y firmo en (.:,

la fecha y lugar de su otorgamiento, doy fe.-
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L COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Ciudad de Buenos Aires, Capital Federal de la Repiblica ¢

Argentina, cnk‘virtud de las facultades que le confiere la ley vigente, LEGALIZA la firma |

SARFE~—=

ESC. EDBAENRIGUETA SINELLL 5.4
COLEGIO DE ESCRIBANOS e
CONSEJERA




REPUBLICA .
ARGENTINA -

1. PAIS: REPUBLlCA'ARG‘ENﬁNA

El presente documento pubhco

2. Ha sido firmado por EDDA_ENRIQUETA_ SINELL I-'M.'.’._;v;'.-;_:'_.;;:_v_f'_i-_'.--';_:_;_f_--_;_; o

3. Quien actia en calidad de CONSEJERA~———— -~ mo o mmom o oo e e e oo

4. Lleva el sello / timbre de COLEGIO DE ESCRI:BAINOS DE_LA CIUDAD DE BUENOS

5.En __LA CIUDAD DE BUENOS AIRES' GvEl'dl"a 12/03/2007
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DRUG DELIVERY

Reviews

ELSEVIER Advanced Drug Delivery Reviews 52 (2001) 165-176

www.elsevier.com/locate/drugdeliv

Approaches for generating recombinant adenovirus vectors
Hiroyuki Mizuguchi®*, Mark A. Kay®, Takao Hayakawa®

*Division of Biological Chemistry and Biologicals, National Institute of Health Sciences, Tokyo 158-8501, Japan
®Departments of Pediatrics and Genetics, Stanford University School of Medicine, Stanford, CA 94305, USA

Abstract

Various methods have been developed to facilitate the generation of recombinant adenovirus vectors, and three
commercially available methods have been most widely used: the homologous recombination method in El-complement cell
lines, the homologous recombination method in bacteria, and an in vitro ligation method based on simple routine plasmid
construction. These methods can insert foreign genes not only into the El deletion region, but also into the E3 deletion
region, thereby permitting the construction of a binary transgene expression system in which heterologous genes can be
inserted into both the E1 and E3 regions. By modifying the latter two methods, fiber-mutant adenovirus vectors can be also
constructed in order to modify vector tropism. In this paper, we review recent advances in the construction of first generation
adenovirus vectors and fiber-modified adenovirus vectors. © 2001 Elsevier Science BV. All rights reserved.

Keywords: Gene therapy; Adenovirus vector; Tetracycline; Gene regulation; Fiber; Targeting
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1. Introduction

Adenoviruses (Ad) are non-enveloped icosahedral
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capsomeres (240 subunits, hexons; 12 subunits,
pentons). So far, more than 49 serotypes of human
Ad have been identified and classified in six distinct
subgroups (A—F), many of which are associated with
respiratory, gastrointestinal, or ocular disease [1].
Two of them, Ad types 2 and S5, which belong to
subgroup C, have been the most extensively studied
genetically and biochemically, and the studies have
contributed to our knowledge of biological pro-
cesses, such as viral and cellular gene expression and
regulation, DNA replication, and cell cycle control.
Because of the extensive knowledge of the genetic
and biological characteristics of Ad type 2 and 5,
they have been commonly used to prepare recombi-
nant Ad vectors.

Human Ad contains a linear, approximately 36 kb,
double-stranded DNA genome that encodes over 70
gene products [1]. The viral genome contains five
early transcription units (E1A, E1B, E2, E3, E4),
two early delayed (intermediate) transcription units
(pIX and IVa2) and five late units (L1-L35), which
mostly encode structural proteins for the capsid and
the internal core. Inverted terminal repeats (ITR) at
the ends of the viral chromosome function as replica-
tion origins. The E1A gene is the first transcription
unit to be activated shortly after infection, and is
essential to the activation of other promoters and
replication of the viral genome. In the first gene-
ration Ad vector, the E1 (E1A and E1B) gene is
replaced by the foreign gene and the virus is
propagated in El-transcomplementing cell lines,
such as 293 [2], 911 [3], or PER.C6 cells [4]. The E3
region encodes products associated with host defense
mechanisms, which are not required for viral replica-
tion in vitro, and, thus, the E3 region is not only
often deleted to enlarge the packageable size limit
for foreign genes, but also is replaced with foreign
genes. Since up to 3.2 and 3.1 kb of the E1 and E3
region, respectively, can be deleted [5], and approxi-
mately 105% of the wild-type genome can be
packaged into the virus without affecting the viral
growth rate and titer [6], E1/E3-deleted Ad vectors
allow the packaging of approximately 8.1-8.2 kb of
foreign DNA [5].

Recombinant Ad vectors have been extensively
used to deliver foreign genes to a variety of cell
types and tissues both in vitro and in vivo [7-10].
They can be easily grown to high titer and can

efficiently transfer genes into both dividing and non-
dividing cells. The viral genome persists as an
episome in the nucleus of the transduced cells. Since
they do not replicate extrachromosomally and rarely
integrate into the host chromosome, Ad-mediated
gene expression is variable and dependent on factors
such as cellular turnover and immune responses
directed against transduced cells. Ad vectors have
not only become promising vectors for gene therapy,
but also important tools for gene transfer into
mammalian cells. Construction of Ad vectors, how-
ever, is a time-consuming and labor-intensive pro-
cedure, and several improved systems to facilitate
the construction of the Ad vector have recently been
developed. In this paper, we review recent advances
in the methods of generating recombinant Ad vec-
tors.

2. Construction of first generation adenovirus
vectors

2.1. In vitro ligation method

About a decade ago, most Ad vectors were
generated by an in vitro ligation method [11-13]
(Fig. 1A). This method uses whole viral DNA
genomes and a plasmid containing the left end of the
Ad with the left inverted terminal repeat (ITR), the
packaging signal, and the E1A enhancer sequence
(map unit: 0—1.3). After the gene of interest has been
inserted into the downstream of the viral sequence of
the plasmid, the Clal-digested fragment containing
the left viral sequence and gene of interest is ligated
with the Ad genome digested with Clal, which is a
unique site located in the El region of the Ad type 5
genome (map unit: 2.6), replacing a portion of the
viral E1A gene. The ligated DNAs are then directly
transfected into 293 cells to generate the recombinant
virus. This method, however, is not very efficient
and requires purification of the recombinant virus by
plaque assay, because wild-type and transgene null
viruses resulting from incomplete restriction diges-
tion and self-religation are also generated. Moreover,
the El region is not completely removed, limiting
the space for insertion of a foreign gene. As a result,
this method is rarely used today.
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2.2. Homologous recombination method in 293
cells

In 1994, Graham et al. developed the homologous
recombination method in El-complementing cell
lines (293 cells) to generate recombinant Ad vectors
[5] (Fig. 1B). Their method uses two plasmids
containing overlapping fragments that recombine,
The first plasmid contains most of the viral genome
in circular form, but lacks the DNA packaging
signals and E1 region. The second plasmid contains
the left ITR, packaging signal, and sequence overlap-
ping the first plasmid. After the gene of interest has
been introduced into the second plasmid, the two
plasmids are co-transfected into 293 cells, and the
virus produced by recombination in 293 cells is
isolated through plaque purification. This method has
been the most widely used, and it has greatly
contributed to the widespread use of the Ad vector.

Other systems based on homologous recombina-
tion in mammalian cells have been developed [14].
They use Ad DNA with a terminal protein to
improve the viral generation after co-transfection of
DNA into 293 cells. However, this method requires
skill to prepare the Ad DNA with the terminal
protein, which is isolated from the virus, and requires
the extra step of lambda packaging.

The major limitations of these approaches are the
low frequency of the recombination event and the
tedious- and time-consuming plaque purification
procedure required to select the recombinant virus of
interest because a relatively higher percentage of the
virus produced is the wild type (in most cases 20—
70%) due to recombination with the Ad sequence
integrated into the chromosome of the 293 cells.
Several other systems that overcome these limita-
tions have recently been developed and they are
reviewed below.

2.3. Homologous recombination method in bacteria

A new method for generating the Ad vector has
been developed based on the homologous recombi-
nation of two plasmids using bacteria [15,16] (Fig.
1C). This method takes advantage of the highly
efficient homologous recombination machinery of
specialized E. coli (BJ5183, recBCsbcBC). The
vector plasmid contains the full length (or E3-de-

leted) Ad genome flanked by the Pacl site, which is
an 8-bp recognition restriction enzyme (rare cutter),
and an ampicillin resistance gene, and a plasmid
origin. The shuttle plasmid contains the left region of
the viral genome including the left ITR, packaging
signal, and overlapping sequence downstream of the
El region. The vector plasmid cut by Clal (a unique
restriction enzyme), which is located in the El
deletion region, and the shuttle plasmid, in which the
gene of interest is cloned, are co-transformed with
recBCsbeBC E. coli. The recombination event occurs
through overlapping of the fragments of each plas-
mid. The plasmid is isolated, after independent F.
coli clones are cultured for a short time (usually less
than 8 h). Since recBCsbcBC E. coli is not suitable
for large-scale preparation of the plasmid, the plas-
mid recovered is re-transformed and cultured with
more standard strains of E. coli (e.g., DH5w). The
plasmid is then isolated, and positive clones are
selected by restriction analysis. Transfection of
linearized plasmids digested by Pacl, which cuts at
the end of the left and right ITRs, into 293 cells
generates the recombinant Ad vector. Unlike the
homologous recombination method in 293 cells, the
generation of the wild-type virus is extremely low
due to the transfection of homogeneous DNAs in
which the E1 gene has already been replaced by the
foreign gene. Thus, the time-consuming plaque
purification procedure is not absolutely required to
produce the virus,

A modified system using homologous recombina-
tion in bacteria has also been reported [17]. In this
system, the incP-plasmid, which is capable of re-
plicating in the polA mutant of E. coli and accom-
modating a large insert and the SacB gene of
Bacillus subtilis, which is a lethal marker for E. coli
in the presence of sucrose, is used to improve the
selection of positive recombinant Ad plasmids.

2.4. Improved in vitro ligation method

We recently developed a two-plasmid in vitro
ligation method that does not require a recombina-
tion step to produce Ad vectors [18,19] (Fig. 1D).
Since Ad contains a large genome, unique and useful
restriction sites are limited. This makes in vitro
manipulation of Ad DNA difficult and explains why
the method of simple in vitro ligation based on
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plasmid construction has never been developed. We
overcame this limitation by using the rare cutting
enzymes, [-Ceul and PI-Scel. I-Ceul [20] and PI-
Scel [21] are intron-encoded endonucleases that do
not cut the Ad genome, and their sequence specifi-
cities are at least 9—-10 and 11 bp, respectively.

The vector plasmid contains a complete E1/E3-
deleted Ad type 5 genome with three unique restric-
tion sites, I-Ceul, Swal, and PI-Scel, in an El
deletion site and an ampicillin resistance gene. Swal
is also a rare-cutting restriction enzyme with a
sequence specificity of 8 bp. The shuttle plasmid
contains a multi-cloning site between the I-Ceul and
PI-Scel sites and a kanamycin resistance gene. A
variety of vector plasmids and shuttle plasmids,
which contain several types of E3 (and E4) deletion
and a CMV or RSV promoter cassette, respectively,
are constructed [19]. To introduce the foreign gene
into the E1 deletion region of the Ad genome, the
gene of interest is first inserted into the shuttle
plasmid. The recombinant shuttle plasmid and vector
plasmid are then digested with I-Ceul and PI-Scel,
and the mixture is directly ligated without gel
purification of either the transgene expression casset-
te sequence or the vector viral sequence. Swal
digestion of the ligation products is performed in
order to prevent production of a plasmid containing a
parental Ad genome (null vector). By transformation
into standard strains of E. coli and growth in
ampicillin, only the ligated Ad plasmid DNAs with
inserts are selected for (more than 90% of the
transformants have the correct insert). To generate an
Ad vector, Pacl-digested, linearized Ad DNAs are
transfected into 293 cells, resulting in a homoge-
neous population of the recombinant virus. The time-
consuming plaque purification procedure is not abso-
lutely required to produce the virus as in the
homologous recombination method in bacteria. Thus,
recombinant Ad vectors are produced by simple
molecular biology techniques, without the need for
homologous recombination, in mammalian cells or
bacteria.

A different in vitro ligation method based on
plasmid construction has been developed [22]. In this
method, however, only one unique restriction en-
zyme site is introduced into the vector plasmid
containing most of the viral sequence, making it less
efficient than the method described above.

The improved in vitro ligation method has several
advantages over the homologous recombination
method in bacteria: only simple molecular biology
cloning techniques are required, no special E. coli
strain is needed and no additional transformation is
required (the E. coli system requires a two-step
transformation using two different E. coli strains).

2.5. Other methods

Other methods to construct Ad vectors have been
reported: a homologous recombination method in
yeast [23], a cre—lox-mediated recombination meth-
od [24-28], a combination of the homologous re-
combination method in mammalian cells and bacteria
[29], a method based on cosmid construction [30-
33], and others [34]. Several variations of the cre—
lox-mediated recombination method have been de-
veloped in 293 cells [25-28], which overcomes
some of the inefficiencies of the homologous recom-
bination method in mammalian cells described in
Section 2.1 [26,27]. In addition, cre-lox-mediated
recombination has been used to construct the whole
Ad vector genome in the test tube eliminating the
need for cellular recombination [24]. The usefulness
of these systems depends on the experimental carrier
used by the individual investigator, although addi-
tional steps, including yeast culture and manipula-
tion, lambda packaging for cosmid construction, or
purification of the virus of interest by plaque assay is
required.

3. Construction of E1/E3-substituted adenovirus
vector

Most first generation Ad vectors in current use are
of the El-substitution type. Sometimes, however, it
may be preferable to insert foreign genes into the E3
deletion region as well as into the E1 deletion region.
For example, when heterologous gene expression
cassettes inserted into the El deletion region are
co-expressed, promoter interference sometimes oc-
curs, i.e., transcription from one promoter suppresses
transcription from another [35-37]. Ad vectors con-
taining foreign genes that can be introduced into both
the El and E3 deletion regions eliminate such
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problems because each of the genes can be efficient-
ly expressed.

Some of the systems described in Section 2 allow
for insertion of foreign genes into both the E1 and
E3 deletion regions. In one method, developed by
Graham et al., a unique Pacl site in the E3 deletion
region of the plasmid containing the Ad genome was
used to clone the gene of interest into the E3 deletion
region, and another gene of interest was then inserted
into the E1 deletion region by homologous recombi-
nation in 293 cells [5,38] (Fig. 2A). However,
insertion of foreign genes into the E3 deletion region
is sometimes difficult because the vector plasmid
contains long palindromic sequences of the inverted
terminal repeat (ITR), which induces plasmid in-
stability in E. coli (by contrast, the vector plasmids
in Sections 2.3 and 2.4 do not contain palindromic
sequences). Another method for generating an Ad
vector that can carry foreign genes into both the El
and E3 deletion regions is based on homologous
recombination in bacteria [16] (Fig. 2B). This meth-
od uses the shuttle plasmid containing the Ad
sequence around the E3 region. After the gene of
interest is inserted into the E3 deletion region of the
shuttle plasmid, the linearized shuttle plasmid and
Spel (or Srfl)-digested vector plasmid are co-trans-
formed into recBCsbcBC E. coli, by the same
procedure as for the cloning of foreign genes into the
E1 deletion region described in Section 2.2 (the Spel
and Srfl sites located around the E3 region are
unique to the Ad genome). Recently, Danthinne and
Werth used in vitro ligation with cosmids, but this
required lambda packaging, a more complicated
procedure [30,31].

We recently developed a modified system to clone
the gene of interest into both the E1 and the E3
deletion regions based on simple plasmid construc-
tion using in vitro ligation [39] (Fig. 2C). To do this,
a unique restriction site, the Csp45I, Clal, or I-Scel
sites, is introduced into the E3 deletion region of the
Ad vector plasmid containing the unique I-Ceul,
Swal, and PI-Scel sites in the E1 deletion region.
Shuttle plasmids containing a multi-cloning site
flanked by Csp45I, Clal, or I-Scel sites are also
constructed to assist introduction of the gene of
interest into the E3 deletion region. Csp45I and Clal
produce compatible cohesive ends. Thus, if the gene
of interest does not have both the Csp451 and Clal

sites, the recombinant plasmid is produced from
recleavable ligation products by Csp4SI or Clal
When the gene of interest contains both the Csp45I
and Clal sites, the rare cutter I-Scel site is ideal for
use as an alternative cloning site {40,41]. In this
method, Ad vectors containing heterologous genes in
the E1 and E3 deletion region are generated by a
procedure similar to that described in Section 2.4.

A major advantage of a binary transgene expres-
sion system in which heterologous genes can be
inserted into both the E1 and E3 regions is that gene
products that interact with each other can be ex-
pressed in a single vector. A typical example is a
tetracycline-controllable expression system, which
allows for regulatable transgene expression [42]. By
inserting the gene of interest with a tetracycline-
regulatable promoter and tetracycline-responsive
transcriptional activator gene into the E1 and E3
deletion regions, respectively, Ad vectors containing
a tetracycline-controllable expression system are
generated [39].

Other examples of interacting transgene expres-
sion cassettes inserted into the E1 and E3 regions
include an Ad vector containing bacteriophage T7
components having a T7 RNA polymerase expres-
sion unit and a marker gene expression unit driven
by the T7 gene promoter [43], an Ad vector express-
ing interleukin 12 with a p35 and p40 expression unit
split into two transcriptional units [38], and an Ad
vector expressing interleukin 12 (p35 and p40 ex-
pression units are expressed as a single cistron using
an internal ribosomal entry site) and the B7-1
costimulatory molecule expressed as a second tran-
scriptional unit [44]. The systems described here
offer great utility for generating such vectors.

4. Construction of fiber-mutant adenovirus
vectors

One of the hurdles confronting Ad-mediated gene
transfer is that gene transfer with Ad vectors is
inefficient in cells lacking the primary receptor, the
coxsackievirus and adenovirus receptor (CAR) [45-
49]. CAR is a member of the immunoglobulin
superfamily, whose normal function in host cells has
not yet been elucidated [45,49]. Infection with Ad
belonging to subgroup A, C, D, E, and F (Ad types 2
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172 H. Mizuguchi et al. | Advanced Drug Delivery Reviews 52 (2001) 165176

A
/ Ad vector contalning
wild-type fiber wild-type fiber
CAR . l::'egrln
' Cell
B
/ Ad vector containing
RGO peptides RGD peptides on the fiber knob
on thé fiber knob
CAR —= §=— (o ?"  can—y §-— g:.;gnn

Y Cell

Fig. 3. Characteristics of gene delivery by adenovirus vectors
containing wild-type fiber (A) or RGD peptides on the fiber knob
(B).

and 5 belong to subgroup C) requires CAR (Fig.
3A).

Ad infection of susceptible cells requires two
distinct steps. In the first step, the initial high-affinity
binding of the virus to the CAR on the cell surface
occurs via the C-terminal knob domain of the fiber
protein [45,49]. In the second step, interaction be-
tween the RGD motif of the penton bases with
secondary host cell receptors, av33 and avB5 integ-
rins, expressed on most cell types facilitates inter-
nalization via receptor-mediated endocytosis [50-—
52]. Therefore, the interaction of the fiber knob with
CAR on the cell is the key mediators by which the
Ad vector enters the cells.

Modification of fiber protein is an attractive
strategy for overcoming the limitations imposed by
the CAR dependence of Ad infection and two
approaches have been used. One is the addition of
foreign peptides to the C-terminal end of the fiber
knob [53-56], and the other is the insertion of
foreign peptides into the HI loop of the fiber knob
[57-60]. Both approaches allow Ad tropism to be
expanded by binding of the foreign ligand to the
cellular receptor. However, based on several recent

reports, the latter system appears to be more desir-
able because modification of the C-terminal end
sometimes prevents fiber trimerization and virus
growth [61]. In addition, the C-terminus of the fiber
points toward the virion [62], and is not the optimal
site for the addition of a foreign ligand. By contrast,
insertion of foreign peptides into the HI loop should
not affect fiber trimerization [57,58] and leaves the
peptides exposed on the outside of the virion [58,63].
We review the method of constructing the fiber-
mutant Ad vector having foreign peptides on the HI
loop of the fiber knob.

Curiel et al. first reported characterization of an
Ad vector containing a heterologous peptide epitope
in the HI loop of the fiber knob [57,58]. They
constructed a fiber-modified vector by the homolo-
gous recombination method in bacteria (Fig. 4A). To
do this, they constructed a shuttle plasmid containing
the fiber-coding region and a vector plasmid. The
shuttle plasmid contains a mutated-fiber gene in
which a unique EcoRV site is incorporated in place
of the HI loop-coding region. The vector plasmid is
constructed so that it contains a unique Swal site in
the fiber-coding region. Oligonucleotides corre-
sponding to the peptide of interest are first inserted
into the EcoRV site of the shuttle plasmid. The
EcoRI-digested linearized shuttle plasmid containing
the mutated-fiber gene and Swal-digested linearized
vector plasmid are then co-transformed with
recBCsbcBC E. coli for homologous recombination
[57,58]. The following steps are performed by a
method similar to that described in Section 2.3. (see
also Fig. 4A). This method requires at least five
transformations, including transformation of the plas-
mid into different strains of bacteria to produce the
fiber-mutant Ad vector that expresses the foreign
gene.

We have developed a method of constructing
fiber-modified Ad vectors by using simple in vitro
ligation [60] (Fig. 4B). The vector plasmid contains
a complete E1/E3-deleted Ad genome and extra
12-bp foreign DNAs, which are the recognition
sequences produced by Csp451 and Clal, in the
Hl-loop coding region. Oligonucleotides corre-
sponding to the peptide of interest and containing a
Csp45I and Clal recognition site are ligated into the
Csp4SI- and Clal-digested vector plasmid. The
foreign transgene expression cassette is inserted into

3
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the E1 deletion site of the vector plasmid by an
improved in vitro ligation method described in
Section 2.4 [18,19]. The fiber-mutant Ad vector is
produced by transfection of the Pacl-digested recom-
binant vector plasmid into 293 cells. As a result, only
a two-step, simple in vitro ligation and transforma-

tion using a standard strain of E. coli is required to
construct a fiber-mutant Ad vector containing the
gene of interest. In this method, two to three
additional amino acids flanking the peptide of inter-
est are introduced into the mutated-fiber by the
additional nucleotides contained within the Csp45I
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and Clal recognition sites. However, these additional
amino acids do not exert any effect on the function
of the peptide of interest [60].

We and other groups have reported that Ad vectors
containing the RGD peptide motif (CDCRGDCFC),
which binds with high affinities to integrins (av33
and avPB5) on the cell surface [64—66] on the fiber
knob mediate not only CAR-dependent gene delivery
but CAR-independent, RGD-integrin (av@3 and
avp5)-dependent gene delivery as well [57,59,60]
(Fig. 3B). The virus containing the RGD peptide on
the fiber knob was able to infect human glioma cells
lacking CAR expression about 100—1000 times more
efficiently than the virus containing a wild-type fiber
[60]. Since avpB3 or avfS5 integrins are expressed on
most types of cells, except some blood cells, Ad
vectors containing RGD peptides on the fiber knob
mediate efficient gene transfer into CAR-deficient
cells.

Although Ad vectors can infect most cells because
of insufficient expression of CAR, they mediate less
efficient gene transfer in some of the important target
tissues (cells) for gene therapy, including differen-
tiated airway epithelium, skeletal muscle, smooth
muscle, peripheral blood cells, and hematopoietic
stem cells [47,48,67]. Fiber-mutant Ad vector con-
taining appropriate foreign peptides on the fiber knob
may transduce these cells efficiently and be a
powerful tool for gene transfer into mammalian cells.

5. Conclusion

Many systems have been developed to generate
Ad vectors, each with its own advantages and
disadvantages, depending on the experimental carrier
used by individual investigators. A major advantage
of the homologous recombination method in bacteria
is that any mutation can be introduced into the whole
Ad genome, at a unique restriction site around the
region to be mutated. The improved in vitro ligation
method requires only routine molecular reagents and
techniques and allows any laboratory to construct Ad
vectors for gene transfer studies. Progress in the
technology for the generation of Ad vectors should
make this vector more attractive for gene therapy,
gene ftransfer experiments, and studies of gene
function in basic research.
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