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Patentkrav

1. Kombinasjon av et nukleinsyremolekyl som ogsa refereres til som tredje
nukleinsyremolekyl, og et nukleinsyremolekyl som ogsa refereres til som andre
nukleinsyremolekyl,

hvori det tredje nukleinsyremolekylet omfatter

(1) et nukleinsyremolekyl omfattende de fglgende elementene:

(a) en farste del av et genom til et adenovirus, hvori den fgrste delen av et
genom til et adenovirus omfatter ngyaktig én invertert terminal repetisjon av et
adenovirus;

(b) en nukleotidsekvens, foretrukket en genom nukleotidsekvens eller en
transkripsjonsenhet;

(c) en regulatorisk nukleinsyresekvens som har en regulatorisk aktivitet i en
prokaryot;

(d) ngyaktig ett stedspesifikt rekombinasjonssted som rekombinerer i naervaer av
en samsvarende rekombinase;

(e) en nukleotidsekvens som tilveiebringer en negativ seleksjonsmarkgar;

(f) en bakteriell nukleotidsekvensenhet omfattende (i) bakterielle
nukleotidsekvenser for betinget replikasjon og (ii) en nukleotidsekvens som
tilveiebringer en positiv seleksjonsmarkar; og

(g) et farste restriksjonssted; eller

(2) et nukleinsyremolekyl omfattende en nukleotidsekvens ifglge SEQ ID NO: 6;
eller

(3) et heterologt nukleinsyremolekyl omfattende et tredje nukleinsyremolekyl
som definert i (1) inneholdt i organismen deponert med DSMZ-en under
Budapest-konvensjonen under aksesjonsnummer DSM 23754;

0g

hvori det andre nukleinsyremolekylet omfatter

(1) et nukleinsyremolekyl omfattende de fglgende elementene:

(a) en bakteriell nukleotidsekvensenhet omfattende

(i) bakterielle nukleotidsekvenser for enkeltkopireplikasjon, og

(ii) en nukleotidsekvens som tilveiebringer en seleksjonsmarkgr;

(b) ngyaktig ett stedspesifikt rekombinasjonssted som rekombinerer i naervaer av

en samsvarende rekombinase;
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(c) en andre del av et genom til et adenovirus, hvori den andre delen av et
genom til et adenovirus omfatter ngyaktig én invertert terminal repetisjon av et
adenovirus; og

(d) et restriksjonssted som refereres til som andre restriksjonssted; eller

(2) et nukleinsyremolekyl omfattende en nukleotidsekvens ifglge SEQ ID NO: 2
og/eller SEQ ID NO: 13 og/eller SEQ ID NO: 14; eller

(3) et heterologt nukleinsyremolekyl omfattende et andre nukleinsyremolekyl
som definert i (1) inneholdt i organismen deponert med DSMZ-en under
Budapest-konvensjonen under aksesjonsnummer DSM 24298 og/eller DSM
24299;

hvori det andre nukleinsyremolekylet og det tredje nukleinsyremolekylet hver og
uavhengig er enten et lineaert molekyl eller et sirkulaert molekyl, foretrukket det
andre nukleinsyremolekylet er et sirkulaert molekyl og det tredje
nukleinsyremolekylet er et sirkulaert molekyl;

hvori det andre nukleinsyremolekylet og det tredje nukleinsyremolekylet
kompletterer hverandre for & danne et komplett viralt genom; og

hvori rekombinasen som rekombinerer rekombinasjonsstedet til det tredje
nukleinsyremolekylet, er den samme som rekombinasen som rekombinerer

rekombinasjonsstedet til det andre nukleinsyremolekylet.

2. Kombinasjonen ifglge krav 1, hvori i nukleinsyremolekylet til (1) den
regulatoriske nukleinsyresekvensen som har en regulatorisk aktivitet i en
prokaryot, tilveiebringer det stedsspesifikke rekombinasjonsstedet og
nukleotidsekvensen en negativ seleksjonsmarkgr som er anordnet i en 5'- -> 3'-

retning.

3. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 2, hvori det tredje
nukleinsyremolekylet er et linezert molekyl, hvori elementene (a) til (f),
foretrukket etter spalting av det sirkulaere molekylet av det tredje
nukleinsyremolekylet med det fgrste restriksjonsenzymet som gjenkjenner og
spalter ved det fgrste restriksjonsstedet, er anordnet i en 5'- -> 3'-retning i den
fglgende sekvensen som fglger:

1. den fgrste delen av et genom til et adenovirus;
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2. nukleotidsekvensen, foretrukket den genome nukleotidsekvensen eller
transkripsjonsenheten;

3. den regulatoriske nukleinsyresekvensen som har en regulatorisk aktivitet i en
prokaryot;

4. det stedspesifikke rekombinasjonsstedet som rekombinerer i naervaer av en
samsvarende rekombinase;

5. nukleotidsekvensen som tilveiebringer en negativ seleksjonsmarkgr; og

6. den bakterielle nukleotidsekvensenheten omfattende (i) bakterielle
nukleotidsekvenser for betinget replikasjon og (ii) en nukleotidsekvens som

tilveiebringer en positiv seleksjonsmarkgar.

4. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvori
adenoviruset er et humant adenovirus og foretrukket adenoviruset er humant
adenovirustype 5, og mer foretrukket hele den venstre enden av adenovirustype
5 oppstrgms for TATA-boksen til E1-transkripsjonsenheten eller én eller flere

deler derav.

5. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, foretrukket krav
4, hvori de bakterielle nukleotidsekvensene for betinget replikasjon omfatter en
replikasjonsopprinnelse, hvorved foretrukket replikasjonsopprinnelsen er den

minimale opprinnelsen av fag gR6K.

6. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, foretrukket et
hvilket som helst av kravene 4 til 5, hvori den regulatoriske sekvensen som har
en regulatorisk aktivitet i en prokaryot er en sekvens som leder ekspresjon av en

nukleotidsekvens i en prokaryot, foretrukket i en prokaryotisk vertscelle.

7. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 6, foretrukket
hvilke som helst av kravene 5 til 6, hvori den negative seleksjonsmarkgren eller
ekspresjonen av nukleotidsekvensen som tilveiebringer en negativ
seleksjonsmarkgr, medierer eller tildeler sensitivitet til et selekteringsmiddel

og/eller en selekteringsbetingelse.
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8. Kombinasjonen ifglge krav 7, hvori nukleotidsekvensen som tilveiebringer en
negativ seleksjonsmarkgr er et gen valgt fra gruppen omfattende galK-, tetAR-,

phesS-, thyA-, lacy-, ccdB- og rpsL-genet.

9. Kombinasjon av et nukleinsyremolekyl som ogsa refereres til som fgrste
nukleinsyremolekyl, og et nukleinsyremolekyl som ogsa refereres til som andre
nukleinsyremolekyl,

hvori det fgrste nukleinsyremolekylet omfatter

(1) et nukleinsyremolekyl omfattende de falgende elementene:

(@) ngyaktig ett stedspesifikt rekombinasjonssted som rekombinerer i naervaer av
en samsvarende rekombinase;

(b) en bakteriell nukleotidsekvensenhet omfattende (i) bakterielle
nukleotidsekvenser for betinget replikasjon og (ii) en nukleotidsekvens som
tilveiebringer en fgrste seleksjonsmarkgr;

(c) en fgrste del av et genom til et adenovirus, hvori den fgrste delen av et
genom til et adenovirus omfatter ngyaktig én invertert terminal repetisjon av et
adenovirus;

(d) en transkripsjonsenhet; og

(e) et fgrste restriksjonssted; eller

(2) et nukleinsyremolekyl omfattende en nukleotidsekvens ifglge SEQ ID NO:1
og/eller SEQ ID No:15; eller

(3) et heterologt nukleinsyremolekyl omfattende et fgrste nukleinsyremolekyl
som definert i (1) inneholdt i organismen deponert med DSMZ-en ifglge
Budapest-konvensjonen under aksesjonsnummer DSM 23753;

og hvori det andre nukleinsyremolekylet omfatter

(1) et nukleinsyremolekyl omfattende de fglgende elementene:

(a) en bakteriell nukleotidsekvensenhet omfattende

(i) bakterielle nukleotidsekvenser for enkeltkopireplikasjon, og

(ii) en nukleotidsekvens som tilveiebringer en seleksjonsmarkgr;

(b) ngyaktig ett stedspesifikt rekombinasjonssted som rekombinerer i naervaer av
en samsvarende rekombinase;

(c) en andre del av et genom til et adenovirus, hvori den andre delen av et
genom til et adenovirus omfatter ngyaktig én invertert terminal repetisjon av et

adenovirus; og
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(d) et restriksjonssted som refereres til som andre restriksjonssted; eller

(2) et nukleinsyremolekyl omfattende en nukleotidsekvens ifglge SEQ ID NO: 2
og/eller SEQ ID NO: 13 og/eller SEQ ID NO: 14; eller

(3) et heterologt nukleinsyremolekyl omfattende et andre nukleinsyremolekyl
som definert i (1) inneholdt i organismen deponert med DSMZ-en under
Budapest-konvensjonen under aksesjonsnummer DSM 24298 og/eller DSM
24299, hvori foretrukket nukleinsyremolekylet inneholdt i organismen er et
heterologt nukleinsyremolekyl;

og hvori det fgrste nukleinsyremolekylet og det andre nukleinsyremolekylet hver
og uavhengig er enten et lineaert molekyl eller et sirkulzert molekyl, der
foretrukket det fgrste nukleinsyremolekylet er et sirkulzert molekyl og det andre
nukleinsyremolekylet er et sirkulaert molekyl;

hvori det fgrste nukleinsyremolekylet og det andre nukleinsyremolekylet
kompletterer hverandre for & danne et komplett viralt genom; og

hvori rekombinasen som rekombinerer rekombinasjonsstedet til det fgrste
nukleinsyremolekylet er det samme som rekombinasen som rekombinerer

rekombinasjonsstedet til det andre nukleinsyremolekylet.

10. Kombinasjonen ifglge krav 9, hvori genomet til et adenovirus til det fgrste
nukleinsyremolekylet er et humant adenovirusgenom, foretrukket et humant
adenovirusgenom som er forskjellig fra humant adenovirustype 5-genom, der
mer foretrukket genomet til et adenovirus til det fgrste nukleinsyremolekylet er

et humant adenoviraltype 19a-genom.

11. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 9 til 10, hvori de
bakterielle nukleotidsekvensene for betinget replikasjon av det fgrste

nukleinsyremolekylet omfatter en replikasjonsopprinnelse.

12. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 9 til 11, hvori
sekvensen som tilveiebringer en fgrste seleksjonsmarkgr for det fagrste
nukleinsyremolekylet, er en nukleinsyresekvens som koder for et enzym som
tildeler resistens til en vertscelle som huser en slik nukleinsyresekvens som

koder for et enzym.
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13. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 9 til 12, hvori den
fgrste delen av et genom til et adenovirus til det fgrste nukleinsyremolekylet er

en adenoviral terminal repetisjon.

14. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 9 til 13, hvori den
fgrste delen av et genom til et adenovirus til det fgrste nukleinsyremolekylet
inneholder den adenovirale promotoren pIX, der foretrukket den adenovirale

promotoren pIX er en pIX-promotor fra humant adenovirus 19a.

15. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 14, hvori
adenovirusgenomet til det andre nukleinsyremolekylet er et humant
adenovirusgenom, hvorved hvis kombinasjonen ifglge krav 1, er
adenovirusgenomet til det andre nukleinsyremolekylet foretrukket et humant
adenovirustype 5-genom eller et humant adenoviraltype 19a-genom, og hvis
kombinasjonen ifglge krav 9, er adenovirusgenomet til det andre
nukleinsyremolekylet foretrukket et humant adenovirusgenom som er forskjellig
fra humant adenovirustype 5-genom, er mer foretrukket virusgenomet til det

andre nukleinsyremolekylet et humant adenoviraltype 19a-genom.

16. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 15, hvori den
bakterielle nukleotidsekvensen for enkeltkopireplikasjon av det andre
nukleinsyremolekylet omfatter en replikasjonsopprinnelse for

enkeltkopivedlikehold i prokaryotiske vertsceller.

17. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 16, hvori
nukleotidsekvensen som tilveiebringer en seleksjonsmarkgr for det andre
nukleinsyremolekylet, er en nukleinsyresekvens som koder for et enzym som
tildeler resistens til en vertscelle som huser en slik nukleinsyresekvens som

koder for et enzym.

18. Kombinasjonen ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 17, hvori den
andre delen av et genom til et adenovirus til det andre nukleinsyremolekylet
omfatter en adenoviral terminal repetisjon og den fgrste delen av et genom til et

adenovirus til det fgrste nukleinsyremolekylet, og det tredje
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nukleinsyremolekylet omfatter en adenoviral venstre omvendt terminal

repetisjon.

19. Fremgangsmate for genereringen av et nukleinsyremolekyl som koder for et
virus omfattende de fglgende trinnene

a) a tilveiebringe et tredje nukleinsyremolekyl som definert i et hvilket som helst
av kravene 1 til 8;

b) 3 tilveiebringe et andre nukleinsyremolekyl som definert i et hvilket som helst
av kravene 1 til 8; eller

c) & tilveiebringe en kombinasjon av et tredje nukleinsyremolekyl og et andre
nukleinsyremolekyl ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 8 og 15 til 18;

d) 3 tillate det tredje og det andre nukleinsyremolekylet @ reagere slik at en
stedsspesifikk rekombinasjon oppstar, hvori den stedspesifikke rekombinasjonen
medieres ved hjelp av en stedspesifikk rekombinase og den stedspesifikke
rekombinasjonen danner et rekombinasjonsprodukt omfattende en kopi,
foretrukket enkeltkopi av genomet til et virus eller viruset, hvorved genomet er
et komplementert komplett genom og det komplementerte komplette genomet
komplementeres ved hjelp av den stedspesifikke rekombinasjonen;

e) a velge rekombinasjonsproduktet; og

f) eventuelt 8 spalte rekombinasjonsproduktet med det fgrste og det andre

restriksjonsenzymet.

20. Fremgangsmate for genereringen av et nukleinsyremolekyl som koder for et
virus omfattende de fglgende trinnene

a) & tilveiebringe en kombinasjon av et forste nukleinsyremolekyl og et andre
nukleinsyremolekyl ifglge et hvilket som helst av kravene 9 til 18;

b) & tillate det forste og det andre nukleinsyremolekylet & reagere slik at en
stedsspesifikk rekombinasjon oppstar, hvori den stedspesifikke rekombinasjonen
medieres ved hjelp av en stedspesifikk rekombinase og den stedspesifikke
rekombinasjonen danner et rekombinasjonsprodukt omfattende en kopi,
foretrukket enkeltkopi av genomet til et virus eller viruset, hvorved genomet er
et komplementert komplett genom og det komplementerte komplette genomet
komplementeres ved hjelp av den stedspesifikke rekombinasjonen;

c) a velge rekombinasjonsproduktet; og
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d) eventuelt & spalte rekombinasjonsproduktet med det forste og det andre

restriksjonsenzymet.

21. Fremgangsmaten ifglge krav 19, hvori det tredje og det andre

nukleinsyremolekylet reageres i en prokaryotisk vertscelle, foretrukket i E. coli.

22. Fremgangsmaten ifglge krav 20, hvori det fgrste og det andre
nukleinsyremolekylet reageres i en prokaryotisk vertscelle, foretrukket i E. coli.

23. Fremgangsmate for & generere et bibliotek av nukleotidsekvenser, hvori
biblioteket omfatter en flerhet enkelte nukleotidsekvenser, hvori biblioteket er
representert ved hjelp av en flerhet virale genomer og hvert virale genom
inneholder en eneste én av de enkelte nukleotidsekvensene, omfattende
trinnene i fremgangsmaten som definert i hvilke som helst av kravene 19 og 21,
hvori den enkelte nukleotidsekvensen er en del av transkripsjonsenheten til det

tredje nukleinsyremolekylet.

24. Fremgangsmate for & generere et bibliotek av nukleotidsekvenser, hvori
biblioteket omfatter en flerhet enkelte nukleotidsekvenser, hvori biblioteket er
representert ved hjelp av en flerhet virale genomer og hvert virale genom
inneholder en eneste én av de enkelte nukleotidsekvensene, omfattende
trinnene i fremgangsmgten som definert i hvilke som helst av kravene 20 og 22,
hvori den enkelte nukleotidsekvensen er en del av transkripsjonsenheten til det

fgrste nukleinsyremolekylet.

25. Sett omfattende eventuelt et pakningsvedlegg og i (a) egnet/egnede
beholder/-e, minst en kombinasjon av det tredje nukleinsyremolekylet og det
andre nukleinsyremolekylet ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 8 og 15 til
18.

26. Sett omfattende eventuelt et pakningsvedlegg og i (a) egnet/egnede
beholder/-e, minst en kombinasjon av det fgrste nukleinsyremolekylet og det

andre nukleinsyremolekylet ifglge et hvilket som helst av kravene 9 til 18.
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27. Settet ifglge et hvilket som helst av kravene 25 og 26, hvori
nukleinsyremolekylet/nukleinsyremolekylene er inneholdt i en anvendelsesklar
form, og/eller hvori settet inneholder en permissiv cellelinje som tilveiebringer

en rekombinase og instruksjoner for anvendelse.
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