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DESCRIPCIÓN

Sistemas de empaquetado para adenovirus recombinante en el hombre destinado a la terapia génica.

La invención se refiere al campo de la tecnología del ADN recombinante, más concretamente al campo de la terapia
génica. En particular la invención se refiere a la terapia génica en la que se utilizan materiales derivados de adenovirus,
en particular adenovirus recombinante humano. Especialmente se refiere a vectores derivados de virus novedosos y
líneas celulares de empaquetamiento novedosas para vectores basados en adenovirus.

La terapia génica es un concepto desarrollado recientemente para el cual se pueden y se han ideado una amplia
gama de aplicaciones.

En la terapia génica se introduce una molécula que porta información genética en algunas o todas las células de un
huésped, como resultado de lo cual se añade información genética al huésped en un formato funcional.

La información genética añadida puede ser un gen o un derivado de un gen, tal como un ADNc, que codifica una
proteína. En este caso el formato funcional significa que la proteína puede ser expresada por la maquinaria de la célula
huésped.

La información genética también puede ser una secuencia de nucleótidos complementaria a una secuencia de
nucleótidos (ya sea ADN o ARN) presente en la célula huésped. El formato funcional en este caso consiste en que la
molécula de ADN (ácido nucleico) añadida o las copias realizadas de la misma in situ sean capaces de emparejar las
bases con la secuencia complementaria presente en la célula huésped.

Entre las aplicaciones se incluyen el tratamiento de las alteraciones genéticas suplementando una proteína u otra
sustancia que, debido a dicha alteración genética, no se encuentra presente o al menos está presente en cantidades
insuficientes en el huésped, el tratamiento de tumores y (otras) enfermedades adquiridas tales como las enfermedades
(auto)inmunes o infecciones, etc.

Como puede resultar evidente a partir de lo anterior, existen básicamente tres enfoques diferentes en terapia génica,
uno dirigido a compensar una deficiencia presente en un huésped (mamífero); el segundo dirigido a la separación o
eliminación de sustancias no deseadas (organismos o células) y el tercero a la aplicación de una vacuna recombinante
(tumores o microorganismos foráneos).

Para el propósito de la terapia génica, se han propuesto como vehículos adecuados adenovirus que portan delecio-
nes. Los adenovirus son virus con ADN sin envuelta. Los vectores de transferencia génica derivados de adenovirus
(denominados vectores virales) tienen numerosos rasgos que los hacen particularmente útiles para la transferencia
génica con tales fines. Por ejemplo, la biología de los adenovirus está caracterizada con detalle, el adenovirus no está
asociado a patologías humanas graves, el virus es extremadamente eficaz al introducir su ADN en la célula huésped,
el virus puede infectar una amplia variedad de células y tiene una amplia gama de huéspedes, el virus puede ser
producido en grandes cantidades con relativa facilidad, y el virus se puede volver de replicación deficiente mediante
deleciones en la región temprana 1 (E1) de genoma viral.

El genoma de los adenovirus es una molécula de ADN de doble hebra lineal de aproximadamente 36.000 pares
de bases con la proteína terminal de 55 kDa unida covalentemente al extremo 5’ de cada hebra. El ADN de Ad
contiene Repeticiones Terminales Invertidas (ITR) idénticas de aproximadamente 100 pares de bases dependiendo
de la longitud exacta del serotipo. Los orígenes de replicación virales están localizados en las ITR exactamente en
los extremos del genoma. La síntesis de ADN se produce en dos fases. Primero, la replicación se desarrolla mediante
desplazamiento de la hebra, generando una molécula dúplex hija y una hebra desplazada parental. La hebra desplazada
es de hebra sencilla y puede formar un intermedio denominado “panhandle”, que permite el inicio de la replicación y
la generación de una molécula dúplex hija. Alternativamente, la replicación puede desarrollarse desde ambos extremos
del genoma simultáneamente, obviando el requerimiento de formar la estructura “panhandle”. La replicación se resume
en la Figura 14 adaptada de (Lechner and Kelly, 1977).

Durante el ciclo de infección productivo, los genes virales son expresados en dos fases: la fase temprana, que es
el período hasta la replicación del ADN viral, y la fase tardía, que coincide con el inicio de la replicación del ADN
viral. Durante la fase temprana sólo se expresan los productos génicos tempranos, codificados por las regiones E1, E2,
E3 y E4, que portan numerosas funciones que preparan la célula para la síntesis de las proteínas estructurales virales
(Berk, 1986). Durante la fase tardía se expresan los productos génicos virales tardíos además de los productos génicos
tempranos y se disparan la síntesis de ADN y de proteínas de la célula huésped. Por consiguiente, la célula se dedica
a la producción de ADN viral y de proteínas estructurales virales (Tooze, 1981).

La región E1 del adenovirus es la primera región del adenovirus expresada después de la infección de la célula
diana. Esta región consta de dos unidades transcripcionales, los genes E1A y E1B, ambos requeridos para la transfor-
mación oncogénica de cultivos de roedor primarios (embrionarios). Las principales funciones de los productos génicos
E1A son:

i) inducir a las células quiescentes a entrar en el ciclo celular y reanudar la síntesis de ADN celular, y
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ii) activar transcripcionalmente el gen E1B y las otras regiones tempranas (E2, E3, E4). La transfección de las
células primarias con el gen E1A solo puede inducir una proliferación ilimitada (inmortalización), pero no da como
resultado una transformación completa. Sin embargo, la expresión de E1A en la mayoría de los casos da como resul-
tado la inducción de la muerte celular programada (apoptosis), y sólo ocasionalmente se obtiene la inmortalización
(Jochemsen y col., 1987). La co-expresión del gen E1B es requerida para evitar la inducción de la apoptosis y para
hacer que se produzca la transformación morfológica completa. En líneas celulares inmortales establecidas, un elevado
nivel de expresión de E1A puede causar la transformación completa en ausencia de E1B (Roberts y col., 1985).

Las proteínas codificadas por E1B ayudan a E1A a redirigir las funciones celulares para permitir la replicación
viral. Las proteínas E1B de 55 kD y E4 de 33 kD, que forman un complejo que se localiza esencialmente en el
núcleo, funcionan inhibiendo la síntesis de las proteínas del huésped y facilitando la expresión de los genes virales. Su
principal influencia consiste en establecer un transporte selectivo de ARNm virales desde el núcleo hasta el citoplasma,
simultáneamente al comienzo de la fase tardía de la infección. La proteína E1B de 21 kD es importante para corregir
el control temporal del ciclo de infección productivo, evitando de ese modo la muerte prematura de la célula huésped
antes de que el ciclo vital del virus se haya completado. Los virus mutantes incapaces de expresar el producto génico
E1B de 21 kD manifiesta un ciclo de infección acortado que está acompañado de una degradación excesiva del ADN
cromosómico de la célula huésped (fenotipo deg) y un efecto citopático intensificado (fenotipo cyt) (Telling y col.,
1994). Los fenotipos deg y cyt son suprimidos cuando además el gen E1A es mutado, indicando que estos fenotipos
son una función de E1A (White y col., 1988). Además, la proteína E1B de 21 kDa disminuye la velocidad mediante la
cual E1A pone en marcha los otros genes virales. No se sabe todavía a través de qué mecanismo E1B de 21 kD sofoca
estas funciones dependientes de E1A.

Los vectores derivados de adenovirus humanos, en los que al menos la región E1 ha sido suprimida y remplazada
por un gen de interés, han sido extensamente utilizados para experimentos de terapia génica en fase pre-clínica y
clínica.

Como se ha establecido antes, todos los vectores de adenovirus utilizados en la actualidad en terapia génica tienen
una deleción en la región E1, donde se puede introducir información genética novedosa. La deleción de E1 vuelve al
virus recombinante de replicación deficiente (Stratford-Perricaudet and Perricaudet, 1991). Los autores de la presente
invención han demostrado que los adenovirus recombinantes son capaces transferir eficazmente genes recombinantes
al hígado de rata y al epitelio de las vías respiratorias de monos rhesus (Bout y col., 1994b; Bout y col., 1994a).
Además, los autores de la presente invención (Vincent y col., 1996a; Vincent y col., 1996b) y otros (ver, v.g., Haddada
y col., 1993) han observado una transferencia génica mediada por adenovirus in vivo muy eficaz a una variedad
de células tumorales in vitro y a tumores sólidos en modelos animales (tumores de pulmón, glioma) y xenoinjertos
humanos en ratones inmunodeficientes (pulmón) in vivo (revisado por Blaese y col., 1995).

En contraste por ejemplo con los retrovirus, los adenovirus a) no se integran en el genoma de la célula huésped; b)
son capaces de infectar células que no están en división y c) son capaces de transferir eficazmente genes recombinantes
in vivo (Brody and Crystal, 1994). Esos rasgos hacen de los adenovirus atractivos candidatos para la transferencia
génica in vivo, por ejemplo, de genes suicidas o citoquinas a células tumorales.

No obstante, un problema asociado con la tecnología de adenovirus recombinante actual es la posibilidad de gene-
ración no deseada de adenovirus de replicación competente (ARC) durante la producción de adenovirus recombinante
(Lochmüller y col., 1994; Imler y col., 1996). Esta está causada por la recombinación homóloga entre secuencias sola-
pantes del vector recombinante y los constructos del vector presentes en la línea celular complementadora, tales como
las células 293 (Graham y col., 1977). El ARC en los lotes que se van a utilizar en pruebas clínicas no es deseable
debido a que el ARC i) replicará de una manera descontrolada; ii) puede complementar los adenovirus recombinantes
de replicación defiente, causando una multiplicación descontrolada de los adenovirus recombinantes y iii) los lotes que
contienen ARC inducen una lesión tisular significativa y por tanto fuertes efectos secundarios patológicos (Lochmüller
y col., 1994). Por lo tanto, se debe probar primero que los lotes que van a ser utilizados en pruebas clínicas están libres
de ARC (Ostrove, 1994). En un aspecto de la invención se resuelve este problema de la producción de virus ya que
los autores de la presente invención han desarrollado células de empaquetamiento que no tienen secuencias solapantes
con un nuevo vector básico y por tanto son adecuadas para la producción segura a gran escala de adenovirus recombi-
nantes. Uno de los problemas adicionales asociados con el uso de vectores de adenovirus recombinantes es la reacción
de defensa del huésped frente al tratamiento con adenovirus.

En resumen, los adenovirus recombinantes son sometidos a la deleción de la región E1 (ver arriba). Los productos
de E1 de adenovirus desencadenan la transcripción de los otros genes tempranos (E2, E3, E4), que por consiguiente
activan la expresión de los genes tardíos del virus. Por lo tanto, generalmente se pensaba que los vectores con E1
suprimida no expresarían ningún otro gen del adenovirus. No obstante, recientemente se ha demostrado que algunos
tipos de células son capaces de expresar genes de adenovirus en ausencia de las secuencias de E1. Esto indica, que
algunos tipos de células poseen la maquinaria para conducir la transcripción de los genes de adenovirus. En particular,
se demostró que tales células sintetizan E2A y las proteínas tardías del adenovirus.

En el marco de la terapia génica, esto significa que la transferencia del gen recombinante terapéutico a células
somáticas no sólo produce la expresión de la proteína terapéutica sino que también produce la síntesis de proteínas
virales. Las células que expresan las proteínas adenovirales son reconocidas y eliminadas por los Linfocitos T Cito-
tóxicos, que de este modo, a) erradican las células transducidas y b) ocasionan inflamaciones (Bout y col., 1994a;
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Engelhardt y col., 1993; Simon y col. 1993). Como esta reacción adversa está impidiendo la terapia génica, se han
sugerido numerosas soluciones a este problema, tales como a) utilización de agentes inmunosupresores después del
tratamiento; b) conservación de la región E3 del adenovirus en el vector recombinante (ver la solicitud de patente EP
0.707.071) y c) utilización de mutantes ts de adenovirus humanos, que tienen un punto de mutación en la región E2A
(patente WO 94/28938).

No obstante, estas estrategias para salvar la respuesta inmune tienen sus limitaciones.

El uso de los adenovirus recombinantes mutantes ts disminuye la respuesta inmune en cierto grado, pero era menos
eficaz al prevenir las respuestas patológicas en los pulmones (Engelhardt y col., 1994a).

La proteína E2A puede inducir una respuesta inmune por sí misma y juega un papel fundamental en la puesta en
marcha de la síntesis de proteínas de adenovirus tardías. Por lo tanto, es atractivo elaborar adenovirus recombinantes
que tienen mutaciones en la región E2, haciéndolos sensibles a la temperatura (ts), como se ha reivindicado en la
solicitud de patente WO 94/28938.

La principal desventaja de este sistema es el hecho de que, aunque la proteína E2 es inestable a la temperatura no
permisiva, la proteína inmunogénica todavía está siendo sintetizada. Además, es de esperar que la proteína inestable
active la expresión del gen tardío, aunque en un grado bajo. Los adenovirus recombinantes mutantes ts125 han sido
sometidos a ensayo, y se ha informado de una expresión génica recombinante prolongada (Yang y col., 1994b; En-
gelhardt y col., 1994a; Engelhardt y col., 1994b; Yang y col., 1995). Sin embargo, la patología en los pulmones de
ratas Cotton todavía era elevada (Engelhardt y col., 1994a), indicando que el uso de los mutantes ts sólo produce una
mejora parcial de la tecnología de los adenovirus recombinantes. Otros (Fang y col., 1996) no observaron una expre-
sión génica prolongada en ratones ni en perros utilizando adenovirus recombinantes ts125. Una dificultad adicional
asociada con el uso de adenovirus mutantes es que se observa una elevada frecuencia de reversión. Estos revertientes
son o bien revertientes reales o bien el resultado de segundas mutaciones en el sitio (Kruijer y col., 1983; Nicolas y
col., 1981). Ambos tipos de revertientes tienen una proteína E2A que funciona a la temperatura normal y por lo tanto
tienen una toxicidad similar a la del virus de tipo salvaje.

En otro aspecto de la presente invención los autores de la presente invención suprimen por lo tanto las secuen-
cias codificadoras de E2A del genoma del adenovirus recombinante y transfectan estas secuencias E2A a las líneas
celulares (de empaquetamiento) que contienen las secuencias E1 para complementar los vectores de adenovirus re-
combinantes.

Los principales obstáculos de este enfoque son a) que E2A debe ser expresada a niveles muy elevados y b) que la
proteína E2A es muy tóxica para las células.

La presente invención describe por lo tanto en otro aspecto el uso del gen E2A mutante ts125, que produce una
proteína que no es susceptible de unirse a secuencias de ADN a la temperatura no permisible. Se pueden mantener
elevados niveles de esta proteína en las células (debido a que no es tóxica a esta temperatura) hasta que se realiza la
puesta en marcha a la temperatura permisiva. Esto se puede combinar colocando el gen E2A mutante bajo la dirección
de un promotor inducible, tal como por ejemplo el promotor inducible por esteroides tet, el de la metalotioneína, el del
receptor β de ácido retinoico u otros sistemas inducibles. Sin embargo en otro aspecto más de la invención, se describe
el uso de un promotor inducible para controlar el momento de producción de E2A salvaje tóxica.

Dos notables ventajas adicionales del adenovirus recombinante con E2A suprimido son el incremento de la capa-
cidad para albergar secuencias heterólogas y la selección permanente de células que expresan la E2A mutante. Esta
segunda ventaja se refiere a la elevada frecuencia de reversión de la mutación ts125: cuando se produce la reversión
en una línea celular que alberga E2A ts125, ésta será letal para la célula. Por lo tanto, existe una selección permanente
para aquellas células que expresan la proteína E2A mutante ts125. Además, como los autores de la presente invención
en un aspecto de la presente invención generan adenovirus recombinantes con E2A suprimido, no tendrán el problema
de la reversión en sus adenovirus.

En otro aspecto de la invención se describe como una mejora adicional el uso de líneas celulares no humanas como
líneas celulares de empaquetamiento.

Para la producción de GMP de lotes clínicos de virus recombinantes es deseable utilizar una línea celular que haya
sido ampliamente utilizada para la producción de otros productos de biotecnología. La mayoría de las líneas celulares
más recientes tienen su origen en el mono, que ha sido utilizado para producir v.g. vacunas. Estas células no pueden
ser utilizadas directamente para la producción de adenovirus humano recombinante, ya que el adenovirus humano no
puede replicar o sólo lo puede a bajos niveles en células con origen de mono. Un obstáculo en el cambio de la fase
temprana a tardía del ciclo lítico del adenovirus es la replicación deficiente subyacente. No obstante, se describen
mutaciones de la gama de huésped en el genoma del adenovirus humano (hr400 - 404) que permiten la replicación
de virus humanos en células de mono. Estas mutaciones residen en el gen que codifica la proteína E2A (Klessig and
Grodzicker, 1979; Klessig y col., 1984; Rice and Klessig, 1985) (Klessig y col., 1984). Por otra parte, se han descrito
virus mutantes que albergan el fenotipo tanto hr como ts125 sensible a la temperatura (Brough y col., 1985; Rice and
Klessig, 1985).
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Por lo tanto los autores de la presente invención generan líneas celulares de empaquetamiento con origen en células
de mono (v.g., VERO, CV1) que albergan:

a. secuencias E1, para permitir la replicación de adenovirus carentes de E1/E2, y

b. secuencias E2A, que contienen la mutación hr y la mutación ts 125, denominados ts400 (Brough y col.,
1985; Rice and Klessig, 1985) para evitar la muerte celular por sobreexpresión de E2A, y/o

c. secuencias E2A, que contienen sólo la mutación hr, bajo el control de un promotor inducible, y/o

d. secuencias E2A, que contienen la mutación hr y la mutación ts 125 (ts400), bajo el control de un promotor
inducible.

Además los autores de la presente invención describen la construcción de combinaciones novedosas y mejoradas
de líneas celulares de empaquetamiento (novedosas y mejoradas) y vectores de adenovirus recombinantes (novedosos
y mejorados). Los autores de la presente invención proporcionan:

1. una línea celular de empaquetamiento novedosa derivada de retinoblastos embriónicos humanos diploides
(HER) que alberga los nt. 80 - 5.788 del genoma de Ad5. Esta línea celular, denominada 911, consignada
bajo el núm. 95062101 en la ECACC, tiene muchas características que la hacen superior a las células 293
utilizadas comúnmente (Fallaux y col., 1996).

2. líneas celulares de empaquetamiento que expresan sólo los genes E1A y no los genes E1B. Las líneas
celulares establecidas (y las células diploides no humanas de las cuales derivan las células 293 y 911) son
capaces de expresar E1A a elevados niveles sin experimentar muerte celular apoptótica, como ocurre en
las células diploides humanas que expresan E1A en ausencia de E1B. Tales líneas celulares son capaces
de complementar en trans los adenovirus recombinantes carentes de E1B, debido a que los virus mutados
para la proteína E1B de 21 kD son capaces de completar la replicación viral incluso más rápido que los
adenovirus de tipo salvaje (Telling y col., 1994). Los constructos se describen con detalle más abajo, y
se representan gráficamente en las Figuras 1-5. Los constructos son transfectados en las diferentes líneas
celulares establecidas y son seleccionados por la elevada expresión de E1A. Esto se realiza conectando
operativamente un gen marcador seleccionable (v.g. gen NEO) directamente al promotor E1B. El promotor
E1B está activado transcripcionalmente por el producto génico E1A y por lo tanto la resistencia al agente
selectivo (v.g. se utiliza G418 en el caso de NEO como marcador de selección) produce la selección directa
para la expresión deseada del gen E1A.

3. Los constructos de empaquetamiento en los que la E1B de 21 kD ha sido mutada o suprimida, pero sólo
expresan la proteína de 55 kD.

4. Los constructos de empaquetamiento que se van a utilizar para la generación de líneas celulares de empa-
quetamiento complementadoras de células diploides (no exclusivamente de origen humano) sin necesidad
de selección con genes marcadores. Estas células son inmortalizadas mediante la expresión de E1A. Sin
embargo, en este caso concreto es esencial la expresión de E1B para evitar la apoptosis inducida por las
proteínas E1A. La selección de las células que expresan E1 se logra mediante la selección en cuanto a
la formación de focos (inmortalización), como se describe para las células 293 (Graham y col., 1977) y
las células 911 (Fallaux y col., 1996), que células de riñón embriónico humano (HEK) y retinoblastos
embriónicos humanos (HER) transformados con E1, respectivamente.

5. Tras la transfección de las células HER con el constructo pIG.E1A.E1B (Fig. 4), se pudieron establecer
siete líneas celulares independientes. Estas líneas celulares fueron denominadas PER.C1, PER.C3, PER.C4,
PER.C5, PER.C6, PER.C8 y PER.C9. PER indica PGK-E1-Retinoblastos. Estas líneas celulares expresan
las proteínas E1A y E1B, son estables (v.g. PER.C6 durante más de 57 pases) y complementan los vectores
de adenovirus carentes de E1. Los rendimientos de adenovirus recombinante obtenidos en las células PER
son algo superiores a los obtenidos en las células 293. Una de estas líneas celulares (PER.C6) ha sido
consignada en la ECACC con el número 96022940.

6. Nuevos vectores de adenovirus con deleciones de E1 ampliadas (deleción nt. 459 - 3.510). Esos vectores
virales carecen de secuencias homólogas a las secuencias de E1 en dichas líneas celulares de empaqueta-
miento. Estos vectores adenovirales contienen secuencias promotoras pIX y el gen pIX, ya que pIX (de
sus secuencias promotoras naturales) sólo puede ser expresado a partir del vector y no por las células de
empaquetamiento (Matsui y col., 1986, Hoeben and Fallaux, pers. Comm: Imler y col., 1996).

7. Las líneas celulares de empaquetamiento que expresan E2A basadas preferiblemente en líneas celulares
establecidas que expresan E1A o células diploides que expresan E1A + E1B (ver en 2 - 4). La expresión de
E2A o bien está bajo el control de un promotor inducible o bien el mutante ts125 E2A es dirigido por un
promotor inducible o constitutivo.
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8. Vectores de adenovirus recombinantes como se ha descrito antes (ver 6) pero que portan una deleción
adicional de las secuencias E2A.

9. Células de empaquetamiento de adenovirus con origen de mono que son capaces de complementar en trans
adenovirus recombinantes carentes de E1.

Preferiblemente estas son transfectadas simultáneamente con pIG.E1AE1B y pIG.NEO, y seleccionadas en
cuanto a la resistencia a NEO. Tales células que expresan E1A y E1B son susceptibles de complementar
en trans adenovirus humanos recombinantes carentes de E1, pero lo harán ineficazmente debido al bloqueo
de la síntesis de proteínas tardías de adenovirus en células con origen de mono (Klessig and Grodzicker,
1979). Para superar este problema, los autores de la presente invención generan adenovirus recombinantes
que albergan una mutación de la gama de huésped en el gen E2A, permitiendo que los adenovirus humanos
repliquen en células de mono. Tales virus son generados como se describe en la Figura 12, excepto que se
utiliza ADN de un mutante hr para la recombinación homóloga.

10. Células de empaquetamiento de adenovirus con origen de mono como se describe en 9, excepto que también
serán transfectadas simultáneamente con secuencias de E2A que albergan la mutación hr. Esto permite
la replicación de adenovirus humanos que carecen de E1 y E2A (ver 8). En estas líneas celulares E2A
o bien está bajo el control de un promotor inducible o bien se utiliza el mutante tsE2A. En el último
caso, el gen E2A portará tanto la mutación ts como la mutación hr (derivada de ts400). Se han descrito
adenovirus humanos de replicación competente que albergan ambas mutaciones (Brough y col., 1985; Rice
and Klessig, 1985).

Un aspecto adicional de la invención proporciona vectores de adenovirus mejorados de otro modo, así como estra-
tegias novedosas para la generación y aplicación de tales vectores y un método para la amplificación intracelular de
fragmentos de ADN lineal en células de mamífero.

Los denominados vectores de adenovirus “mínimos” según la presente invención conservan al menos una porción
del genoma viral que es requerida para la encapsidación del genoma en las partículas del virus (la señal de encapsida-
ción), así como al menos una copia de al menos una parte funcional o un derivado de la Repetición Terminal Invertida
(ITR), esto es secuencias de ADN derivadas de los extremos del genoma del adenovirus lineal. Los vectores según
la presente invención también contendrán un transgen conectado a una secuencia promotora para dirigir la expresión
del transgen. El empaquetamiento del denominado vector de adenovirus mínimo se puede lograr mediante infección
simultánea con un virus coadyuvante o, alternativamente, con un sistema coadyuvante de replicación deficiente como
se describe más abajo.

Los fragmentos de ADN derivado de adenovirus que pueden replicar en líneas celulares adecuadas y que pueden
servir como sistema coadyuvante de replicación deficiente empaquetador son generados como sigue. Estos fragmentos
de ADN conservan al menos una porción de la región transcrita de la unidad de transcripción “tardía” del genoma del
adenovirus y portan deleciones al menos en una porción de la región E1 y deleciones en al menos una porción de la
señal de encapsidación. Además, estos fragmentos de ADN contienen al menos una copia de una repetición terminal
invertida (ITR). En un extremo de la molécula de ADN transfectada está localizada la ITR. El otro extremo puede
contener una ITR, o alternativamente, una secuencia de ADN que sea complementaria a una porción de la misma
hebra de la molécula de ADN distinta de la ITR. Si, en último caso, las dos secuencias complementarias se recuecen,
el grupo 3’-hidroxilo libre del nucleótido 3’ terminal de la estructura en horquilla puede servir como cebador para
la síntesis de ADN mediante ADN polimerasas celulares y/o codificadas por adenovirus, dando como resultado la
conversión en una forma de doble hebra o al menos una porción de la molécula de ADN. La replicación adicional que
se inicia en la ITR dará como resultado una molécula de ADN de doble hebra lineal, que está flanqueada por dos ITR,
y es más grande que la molécula de ADN transfectada original (ver la Fig. 13). Esta molécula puede replicar por sí
misma en la célula transfectada en virtud de las proteínas de adenovirus codificadas por la molécula de ADN y las
proteínas adenovirales y celulares codificadas por los genes en el genoma de la célula huésped. Esta molécula de ADN
no puede ser encapsidada debido a su gran tamaño (mayor de 39.000 pares de bases) o debido a la ausencia de una
señal de encapsidación funcional. Se pretende que esta molécula de ADN sirva como coadyuvante para la producción
de vectores de adenovirus incompletos.

La invención también comprende un método para la amplificación de fragmentos de ADN lineales de tamaño
variable en células de mamífero adecuadas. Estos fragmentos de ADN contienen al menos una copia de la ITR en un
extremo del fragmento. El otro extremo puede contener una ITR, o alternativamente, una secuencia de ADN que es
complementaria a una porción de la misma hebra de la molécula de ADN distinta de la ITR. Si, en último caso, las
dos secuencias complementarias se recuecen, el grupo 3’-hidroxilo libre del nucleótido 3’ terminal de la estructura en
horquilla puede servir como cebador para la síntesis de ADN mediante las ADN polimerasas celulares y/o codificadas
por adenovirus, dando como resultado la conversión de la hebra desplazada en una forma de doble hebra de al menos
una porción de la molécula de ADN. Adicionalmente la replicación que se inicia en la ITR dará como resultado una
molécula de ADN de doble hebra lineal, que está flanqueada por dos ITR, que es más grande que la molécula de
ADN transfectada original. Una molécula de ADN que contiene secuencias ITR en ambos extremos puede replicar
por sí misma en células transfectadas en virtud de la presencia de al menos las proteínas E2 de adenovirus (a saber la
proteína de unión a ADN (DBP), la ADN polimerasa de adenovirus (Ad-pol), y la proteína pre-terminal (pTP). Las
proteínas requeridas pueden ser expresadas a partir de genes de adenovirus en la propia molécula de ADN, a partir de
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los genes E2 de adenovirus integrados en el genoma de la célula huésped, o a partir de un fragmento coadyuvante para
la replicación como se ha descrito antes.

Varios grupos han demostrado que la presencia de secuencias ITR en el extremo de las moléculas de ADN es su-
ficiente para generar minicromosomas de adenovirus que pueden replicar, si se proporcionan en trans las proteínas de
adenovirus requeridas para la replicación v.g. mediante infección con un virus coadyuvante (Hu y col., 1992); (Wang
and Pearson, 1985); (Hay y col., 1984). Hu y col., (1992) observaron la presencia y la replicación de dímeros de mi-
nicromosomas de adenovirus simétricos tras la transfección de plásmidos que contenían una única ITR. Los autores
fueron capaces de demostrar que estos minicromosomas diméricos se originaban tras la ligadura cola-a-cola de las
moléculas de ADN de una sola ITR. En el ADN extraído de partículas de tipo 2 de adenovirus incompletos, también
se han observado moléculas diméricas de diversos tamaños utilizando la microscopia electrónica (Daniell, 1976). Se
sugirió que los genomas incompletos se formaban mediante recombinación ilegítima entre diferentes moléculas y que
las variaciones en la posición de la secuencia en la cual se producía el emparejamiento de bases ilegítimo eran respon-
sables de la naturaleza heterogénea de los genomas incompletos. Basándose en este mecanismo se especuló que, en
teoría, se podrían generar moléculas anormales con una longitud total de hasta dos veces la del genoma normal. Tales
moléculas podrían contener secuencias duplicadas de cualquier extremo del genoma. Sin embargo, no se encontraron
moléculas de ADN más grandes que el virus en toda su longitud empaquetadas en las partículas anormales (Daniell,
1976). Esto puede ser explicado mediante las limitaciones de tamaño que se aplican al empaquetamiento. Además, se
observó que en las partículas de virus las moléculas de ADN con un extremo izquierdo duplicado predominaban sobre
aquellas que contenían el extremo derecho (Daniell, 1976). Esto se explica completamente mediante la presencia de
la señal de encapsidación cerca del extremo izquierdo del genoma (Gräble and Hearing, 1990; Gräble and Hearing,
1992; Hearing y col., 1987).

Los principales problemas asociados con los vectores derivados de adenovirus actuales son:

A) La fuerte inmunogenicidad de la partícula de virus

B) La expresión de los genes del adenovirus que reside en los vectores adenovirales, dando como resultado una
respuesta de las células T citotóxicas frente a las células transducidas.

C) La baja cantidad de secuencias heterólogas que pueden ser acomodadas en los vectores actuales (Hasta aproxi-
madamente un máximo de 8.000 pb de ADN heterólogo).

Información sobre A). La fuerte inmunogenicidad de las partículas de adenovirus produce una respuesta inmuno-
lógica del huésped, incluso después de la administración del vector adenoviral. Como resultado del desarrollo de los
anticuerpos neutralizantes, una posterior administración del virus será menos eficaz o incluso completamente ineficaz.
Sin embargo, una expresión prolongada o persistente de los genes transferidos reducirá el número de administraciones
requeridas y puede evitar el problema.

Información sobre B). Los experimentos realizados por Wilson y colaboradores han demostrado que después de
la transferencia génica mediada por adenovirus a animales inmunocompetentes, la expresión del transgen disminuye
gradualmente y desaparece aproximadamente 2 - 4 semanas después de la infección (Yang y col., 1994a; Yang y
col., 1994b). Esto está causado por el desarrollo de una respuesta de las Células T Citotóxicas (CTL) frente a las
células transducidas. Las CTL fueron dirigidas contra proteínas de adenovirus expresadas por los vectores virales.
En la síntesis por las células transducidas de la proteína de unión al ADN de adenovirus (el producto del gen E2A),
se pudieron establecer proteínas pentónicas y de la fibra (productos génicos tardíos). Estas proteínas de adenovirus,
codificadas por el vector viral, fueron expresadas a pesar de la deleción de la región E1. Esto demuestra que la deleción
de la región E1 no es suficiente para evitar completamente la expresión de los genes virales (Engelhardt y col., 1994a).

Información sobre C). Los estudios de Graham y colaboradores han demostrado que los adenovirus son capaces de
encapsidar ADN de un tamaño de hasta un 105% el del genoma normal (Bett y col., 1993). Los genomas más grandes
tienden a ser inestables dando como resultado la pérdida de secuencias de ADN durante la propagación del virus.
Combinando deleciones en las regiones E1 y E3 del genoma viral aumenta el tamaño máximo del foráneo que puede
ser encapsidado hasta aproximadamente 8,3 kb. Además, algunas secuencias de la región E4 parecen ser innecesarias
para el crecimiento del virus (añadiendo otras 1,8 kb a la capacidad máxima de encapsidación). Asimismo la región
E2A puede ser suprimida del vector, cuando el producto del gen E2A es proporcionado en trans en la línea celular de
encapsidación, añadiendo otras 1,6 kb. No obstante, es improbable que la capacidad máxima del ADN foráneo puede
ser incrementada significativamente más allá de 12 kb.

Los autores de la presente invención desarrollaron una nueva estrategia para la generación y producción de pro-
visiones de partida libres de coadyuvante de vectores de adenovirus recombinantes que puedan alojar hasta 38 kb de
ADN foráneo. Sólo se necesita que dos secuencias ITR funcionales, y secuencias que puedan funcionar como señal
de encapsidación formen parte del genoma vector. Tales vectores son denominados adenovectores mínimos. Las fun-
ciones del coadyuvante para los adenovectores mínimos son proporcionadas en trans por las moléculas de ADN de
replicación competente y encapsidación deficiente que contienen todos los genes virales que codifican los productos
génicos requeridos, con la excepción de aquellos genes que están presentes en el genoma de la célula huésped, o los
genes que residen en el genoma del vector.
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Las aplicaciones de las invenciones descritas son esbozadas más abajo y se ilustrarán en la parte experimental, que
sólo está destinada a este fin, y no se debe utilizar para reducir el alcance de la presente invención como comprenderá
una persona experta en la técnica.

Uso de constructos de empaquetamiento de IG para Células diploides

Los constructos, en particular pIG.E1A.E1B, se utilizarán para transfectar células humanas diploides, tales como
Retinoblastos Embriónicos Humanos (HER), células de Riñón Embriónico Humano (HEK), y células de Pulmón
Embriónico Humano (HEL). Las células transfectadas serán seleccionadas por el fenotipo transformado (formación
de foco) y sometidas a ensayo en cuanto a su capacidad para soportar la propagación de adenovirus recombinantes
con E1 suprimida, tal como IG.Ad.MLPI.TK. Tales líneas celulares se utilizarán para la generación y producción (a
gran escala) de adenovirus recombinantes con E1 suprimida. Tales células, infectadas con adenovirus recombinante
también están destinadas a ser utilizadas in vivo en forma de un productor local de adenovirus recombinante, v.g. para
el tratamiento de tumores sólidos.

Se utilizan células 911 para la titulación, generación y producción de vectores de adenovirus recombinantes (Fa-
llaux y col., 1996).

Las células HER transfectadas con pIG.E1A.E1B han dado como resultado 7 clones independientes (células deno-
minadas PER). Estos clones se utilizan para la producción de vectores de adenovirus con E1 suprimida (incluyendo
vectores de adenovirus no solapantes) o con E1 defectuosa y proporcionan la base para la introducción v.g. de cons-
tructos E2B o E2A (v.g. ts125E2A, ver más abajo), E4, etc., que permitirán la propagación de vectores de adenovirus
que tengan mutaciones v.g. E2A o E4.

Además, con estos constructos se inmortalizarán células diploides de otras especies que sean permisivas para
el adenovirus humano, tales como ratas Cotton (Sigmodon hispidus) (Pacini y col., 1984), hámster Sirio (Morin y
col., 1987) o chimpancé (Levrero y col., 1991). Tales células, infectadas con adenovirus recombinante, también están
destinadas a ser utilizadas in vivo para la producción local de adenovirus recombinante, v.g. para el tratamiento de
tumores sólidos.

Células establecidas

Los constructos, en particular pIG.E1A.NEO, pueden ser utilizados para transfectar células establecidas, v.g., A549
(carcinoma bronquial humano), KB (carcinoma oral), MRC-5 (línea celular de pulmón diploide humano) o líneas
celulares GLC (cáncer de pulmón de células pequeñas) (de Leij y col., 1985; Postmus y col., 1988) y seleccionados
en cuanto a su resistencia a NEO. Las colonias individuales de células resistentes son asiladas y sometidas a ensayo
en cuanto a su capacidad para soportar la propagación de adenovirus recombinante con E1 suprimida, tales como
IG.Ad.MLPI.TK. Cuando la propagación de los virus con E1 suprimida sobre células que contienen E1A es posible,
tales células pueden ser utilizadas para la generación y producción de un adenovirus recombinante con E1 suprimida.
También son utilizadas para la propagación del adenovirus recombinante con E1A suprimida/E1B conservada.

Las células establecidas también pueden ser transfectadas simultáneamente con pIG.E1A.E1B y pIG.NEO (u otro
vector de expresión que contenga NEO). Los clones resistentes a G418 son sometidos a ensayo en cuanto a su ca-
pacidad para soportar la propagación del adenovirus recombinante con E1 suprimida, tales como IG.Ad.MLPI.TK y
utilizados para la generación y producción del adenovirus recombinante con E1 suprimida y serán aplicados in vivo
para la producción local del virus recombinante, como se describe para las células diploides (ver arriba).

Todas las líneas celulares, incluyendo las líneas celulares diploides transformadas o las líneas establecidas resis-
tentes a NEO, pueden ser utilizadas como base para la generación de líneas de empaquetamiento de “la siguiente
generación”, que soporten la propagación de los adenovirus recombinantes carentes de E1, que también portan de-
leciones en otros genes, tales como E2A y E4. Por otra parte, proporcionarán la base para la generación de vectores
adenovirales mínimos como se describe aquí.

Líneas celulares que expresan E2

Se utilizan y se utilizarán células de empaquetamiento que expresen secuencias E2A para la generación y produc-
ción (a gran escala) de adenovirus recombinante con E2A suprimida.

Las líneas celulares de empaquetamiento de adenovirus humano recién generadas o las líneas celulares derivadas de
especies permisivas para adenovirus humano (E2A o ts125E2A; E1A + E2A; E1A + E1B + E2A; E1A + E2A/TS125;
E1A + E1B + E2A/TS125) o las líneas celulares no permisivas tales como células de mono (hrE2A o hr + ts125E2A;
E1A + hrE2A; E1A + E1B + hrE2A; E1A + hrE2A/ts125; E1A + E1B + hrE2A/ts125) son y serán utilizadas para
la generación y producción (a gran escala) de vectores adenovirus recombinante con E2A suprimida. Además, serán
aplicadas in vivo para la producción local del virus recombinante, como se describe para las células diploides (ver
arriba).
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Vectores de adenovirus novedosos

Los vectores de adenovirus recién desarrollados que albergan una deleción de E1 de los nt. 459-3.510 serán utili-
zados para el propósito de la transferencia génica. Estos vectores también son la base para el desarrollo de vectores
de adenovirus sometidos a deleción adicionalmente que son mutados v.g. para E2A, E2B o E4. Tales vectores serán
generados v.g. sobre las líneas celulares de empaquetamiento recién desarrolladas descritas antes (ver 1-3).

Sistema de empaquetamiento de adenovirus mínimo

Los autores de la presente invención describen constructos de empaquetamiento de adenovirus (que van a ser
utilizados para el empaquetamiento de vectores de adenovirus mínimos) que pueden tener las siguientes características:

a. el constructo de empaquetamiento replica

b. el constructo de empaquetamiento no puede ser empaquetado porque la señal de empaquetamiento está
suprimida

c. el constructo de empaquetamiento contiene una secuencia formadora de horquilla interna (ver la sección
“Experimental; horquilla sugerida”, ver la Fig. 15).

d. debido a la estructura de horquilla interna, el constructo de empaquetamiento se vuelve dos veces más
largo de lo que era antes de la transfección en la célula de empaquetamiento (en la muestra de los autores
de la presente invención se duplica de 35 a 70 kb). Esta duplicación también evita el empaquetamiento.
Obsérvese que esta molécula de ADN duplicada tiene una ITR en ambos extremos (ver v.g. Fig. 13)

e. esta molécula de empaquetamiento duplicada es capaz de replicar como una molécula de ADN de “adeno-
virus normal”

f. la duplicación del genoma es un requisito previo para la producción de niveles suficientes de proteínas de
adenovirus, requeridos para empaquetar el vector de adenovirus mínimo

g. el constructo de empaquetamiento no tiene secuencias solapantes con el vector mínimo o secuencias celu-
lares que puedan conducir a la generación de ARC mediante recombinación homóloga.

Este sistema de empaquetamiento será utilizado para producir vectores de adenovirus mínimos. Las ventajas de
los vectores de adenovirus mínimos v.g. para la terapia génica con propósitos de vacunación, son bien conocidas
(acomodación de hasta 38 kb; extirpación de todos los genes de adenovirus potencialmente tóxicos e inmunogénicos).

Los vectores de adenovirus que contienen mutaciones en los genes esenciales (incluyendo vectores de adenovirus
mínimos) también pueden ser propagados utilizando este sistema.

Uso de vectores que expresan E2 intracelular

Se generan vectores de adenovirus mínimos utilizando las funciones coadyuvantes proporcionadas en trans por las
moléculas coadyuvantes de replicación deficiente de empaquetamiento. Las secuencias ITR derivadas de adenovirus
sirven como orígenes de replicación de ADN en presencia al menos de los productos del gen E2. Cuando los productos
del gen E2 son expresados a partir de los genes del genoma del vector (N.B. los genes deben estar dirigidos por un
promotor independiente de E1), el genoma del vector puede replicar en las células diana. Esto permitirá incrementar
significativamente el número de moléculas molde en las células diana, y, como resultado un incremento de la expresión
de los genes de interés codificados por el vector. Esto resulta de particular interés para los enfoques de la terapia génica
en el cáncer.

Aplicaciones de la amplificación intracelular de los fragmentos de ADN lineales

Asimismo se podría considerar un enfoque similar si se desea la amplificación de los fragmentos de ADN lineal.
Los fragmentos de ADN de secuencia conocida o desconocida pueden ser amplificados en células que contienen los
productos del gen E2 si al menos una secuencia ITR está localizada cerca de su extremo o en él. No hay limitaciones
aparentes sobre el tamaño del fragmento. Incluso fragmentos mucho mayores que el genoma de adenovirus (36 kb)
puede ser amplificados utilizando este enfoque. Por tanto es posible clonar grandes fragmentos en células de mamífero
sin enviar el fragmento a la bacteria (tal como E. coli) o utilizar la reacción en cadena de la polimerasa (P.C.R.). En la
fase final de la infección de adenovirus productiva una única célula puede contener más de 10.000 copias del genoma
viral. En la situación óptima, los fragmentos de ADN lineal pueden ser amplificados a niveles similares. Así, se debe
ser capaz de extraer más de 5 µg de fragmento de ADN por 10 millones de células (para un fragmento de 35 kpb).
Este sistema puede ser utilizado para expresar proteínas heterólogas (equivalente al sistema de células COS basado
en el Virus de Simios 40) para la investigación o para fines terapéuticos. Además, el sistema puede ser utilizado
para identificar genes en fragmentos grandes de ADN. Se pueden amplificar fragmentos de ADN al azar (después de
la adición de ITR) y expresar durante la amplificación intracelular. La elección, o selección de esas células con el
fenotipo deseado puede ser utilizada para enriquecer el fragmento de interés y para aislar el gen.
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Sección experimental

Generación de líneas celulares capaces de complementar en trans los vectores de adenovirus recombinante carentes
de E1

1. Línea celular 911

Los autores de la presente invención generaron una línea celular que alberga las secuencias E1 del adenovi-
rus de tipo 5, susceptible de complementar en trans un adenovirus recombinante con E1 suprimida (Fallaux y col.,
1996).

Esta línea celular fue obtenida mediante transfección de retinoblastos embriónicos humanos diploides (HER) con
pAd5XhoIC, que contiene los nt. 80 - 5.788 de Ad5; uno de los transformantes resultantes fue denominado 911. Se
ha demostrado que esta línea celular es muy útil en la propagación de adenovirus recombinantes carentes de E1. Se
encontró que era superior a las células 293. A diferencia de las células 293, las células 911 carecen de un fenotipo to-
talmente transformado, que muy probablemente es la causa del mejor funcionamiento como línea de empaquetamiento
de adenovirus:

se pueden realizar más rápido los análisis en placa (4 - 5 días en lugar de 8 - 14 días en 293),

las monocapas de células 911 sobreviven mejor bajo una cubierta de agar de lo requerido para los análisis en placa,

superior amplificación de los vectores con E1 suprimida.

Además, a diferencia de las células 293 que fueron transfectadas con ADN adenoviral sometido a cizalla, las
células 911 fueron transfectadas utilizando un constructo definido. Las eficacias de transfección de las células 911 son
comparables a las de 293.

Nuevos constructos de empaquetamiento

Fuente de secuencias de adenovirus

Las secuencias de adenovirus derivan o bien de pAd5.SalB, conteniendo los nt. 80 - 9.460 del adenovirus de tipo
5 humano (Bernards y col., 1983) o bien de ADN de Ad5 de tipo salvaje.

PAd5.SalB fue digerido con SalI y XhoI y el fragmento grande fue religado y este nuevo clon fue denominado
pAd5.X/S.

El constructo pTN (construido por el Dr. R. Vogels, IntroGene, Holanda) fue utilizado como fuente de promotor
PGK humano y de gen NEO.

Promotor PGK Humano y gen NEOR

La transcripción de las secuencias de E1A en los nuevos constructos de empaquetamiento es dirigida por el pro-
motor PGK humano (Michelson y col., 1983; Singer-Sam y col., 1984), derivado del plásmido pTN (donación de R.
Vogels), que utiliza pUC119 (Vieira y Messing, 1987) como esqueleto. Este plásmido también fue utilizado como una
fuente de gen NEO fusionado a la señal de poli-adenilación del Virus de la Hepatitis B (HBV).

Fusión del promotor PGK a los genes E1 (Fig. 1)

Con el fin de remplazar las secuencias de E1 de Ad5 (ITR, origen de replicación y señal de empaquetamiento)
por secuencias heterólogas los autores de la presente invención amplificaron las secuencias E1 (nt. 459 a nt. 960) de
Ad5 mediante PCR, utilizando los cebadores Ea1 y Ea2 (ver la Tabla I). El producto de la PCR resultante fue digerido
con ClaI y ligado en Bluescript (Stratagene), predigerido con ClaI y EcoRV, dando como resultado el constructo
pBS.PCRI.

El vector pTN fue digerido con las enzimas de restricción EcoRI (parcialmente) y ScaI, y el fragmento de ADN
que contenía las secuencias promotoras de PGK fue ligado en PBS.PCRI digerido con ScaI y EcoRI. El constructo
resultante PBS.PGK.PCRI contiene el promotor PGK humano conectado operativamente a las secuencias E1 de Ad5
desde el nt. 459 al nt. 916.

Construcción de pIG.E1A.E1B.X (Fig. 2)

pIG.E1A.E1B.X fue elaborado remplazando el fragmento ScaI-BspEI de pAT-X/S por el correspondiente frag-
mento de PBS.PGK.PCRI (conteniendo el promotor PGK conectado a las secuencias de E1A).

pIG.E1A.E1B.X contiene las secuencias codificadoras de E1A y E1B bajo la dirección del promotor PGK.
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Como las secuencias Ad5 desde el nt. 459 al nt. 5.788 de Ad5 están presentes en este constructo, también la
proteína pIX del adenovirus está codificada por este plásmido.

Construcción de pIG.E1A.NEO (Fig. 3)

Con el fin de introducir el promotor de E1B completo y fusionar este promotor de tal manera que el codón AUG de
E1B de 21 kd funcione exactamente como el codón AUG de NEOR, los autores de la presente invención amplificaron
el promotor E1B utilizando los cebadores Ea3 y Ep2, donde el cebador Ep2 introduce un sitio NcoI en el fragmento
de la PCR. El fragmento de la PCR resultante, denominado PCRII, fue digerido con HpaI y NcoI y ligado en pAT-
X/S, que había sido predigerido con HpaI y con NcoI. El plásmido resultante fue denominado pAT-X/S-PCR2. El
fragmento NcoI-StuI de pTN, que contenía el gen NEO y parte de la señal de poli-adenilación del Virus de la Hepati-
tis B (HBV), fue clonado en pAT-X/S-PCR2 (digerido con NcoI y NruI). El constructo resultante: pAT-PCR2-NEO.
La señal de poliadenilación fue completada remplazando el fragmento ScaI-SalI de pAT-PCR2-NEO por el corres-
pondiente fragmento de pTN (dando como resultado pAT.PCR2-NEO.p(A)). El ScaI-XbaI de pAT.PCR2.NEO.p (A)
fue remplazado por el correspondiente fragmento de pIG.E1A.E1B-X, conteniendo el promotor PGK conectado a los
genes E1A.

El constructo resultante fue denominado pIG.E1A.NEO, y contiene por lo tanto las secuencias E1 de Ad5 (nt. 459
a nt. 1.713) bajo el control del promotor PGK humano.

Construcción de pIG.E1A.E1B (Fig. 4)

PIG.E1A.E1B fue elaborado amplificando las secuencias que codificaban los aminoácidos N-terminales de E1B
de 55 kd utilizando los cebadores Eb1 y Eb2 (introduce un sitio XhoI). El fragmento de la PCR resultante fue digerido
con BglII y clonado en BglII/NruI de pAT-X/S, obteniéndose de ese modo pAT-PCR3.

PIG.E1A.E1B fue construido introduciendo las secuencias poli(A) de HBV de pIG.E1A.NEO aguas abajo de las
secuencias de E1B de pAT-PCR3 mediante intercambio del fragmento XbaI - SalI de pIG.E1A.NEO y el fragmento
XbaI XhoI de pAT.PCR3.

PIG.E1A.E1B contiene los nt. 459 a nt. 3.510 de Ad5, que codifican las proteínas E1A y E1B. Las secuencias de
E1B están terminadas en el aceptor de empalme en el nt. 3.511. No se encuentran secuencias pIX en este constructo.

Construcción de pIG.NEO (Fig. 5)

PIG.NEO fue generado clonando el fragmento HpaI - ScaI de pIG.E1A.NEO, conteniendo el gen NEO bajo el
control del promotor E1B de Ad5, en pBS digerido con EcoRV y ScaI.

Este constructo se utiliza cuando se transfectan células establecidas con constructos E1A.E1B y se requiere selec-
ción NEO. Debido a que la expresión de NEO está dirigida por el promotor E1B, se espera que las células resistentes
a NEO expresen simultáneamente E1A, lo que también es ventajoso para mantener elevados niveles de expresión de
E1A durante el cultivo a largo plazo de las células.

Análisis de los constructos

La integridad de los constructos pIG.E1A.NEO, pIG.E1A.E1B.X y pIG.E1A.E1B fue evaluada mediante mapeo
con enzimas de restricción; además, partes de los constructos que habían sido obtenidos mediante análisis PCR fueron
confirmados mediante análisis de la secuencia. No se encontraron cambios en la secuencia de nucleótidos.

Los constructos fueron transfectados en células BRK (Baby Rat Kidney) primarias y sometidos a ensayo en cuanto
a su capacidad para inmortalizar (pIG.E1A.NEO) o transformar completamente (pAd5.XhoIC, pIG.E1A.E1B.X y
pIG.E1A.E1B) estas células.

Los riñones de ratas WAG-Rij de 6 días de edad fueron aislados, homogeneizados y tratados con tripsina. Se
transfectaron placas subconfluentes (5 cm de diámetro) de los cultivos de células BRK con 1 o 5 µg de pIG.NEO,
pIG.E1A.NEO, pIG.E1A.E1B, pIG.E1A.E1B.X, pAd5XhoIC, o con pIG.E1A.NEO junto con PDC26 (Van der Elsen
y col., 1983), que portaban el gen Ad5.E1B bajo el control del promotor temprano de SV40. Tres semanas después de
la transfección, cuando los focos eran visibles, las placas fueron fijadas, teñidas con Giemsa y sometidas a recuento
de los focos.

Una visión de conjunto de los constructos de empaquetamiento de adenovirus generados, y de su capacidad para
tranformar BRK, se presenta en la Fig. 6. Los resultados indican que los constructos pIG.E1A.E1B y pIG.E1A.E1B.X
son capaces de transformar células BRK de una manera dependiente de la dosis. La eficacia de la transformación es
similar para ambos constructos y es comparable a la encontrada con el constructo que se utilizaba para elaborar las
células 911, esto es pAd5.XhoIC.

Como se esperaba, pIG.E1A.NEO apenas era capaz de inmortalizar BRK. No obstante, la co-transfección de un
constructo de expresión de E1B (PDC26) daba como resultado un incremento significativo del número de transfor-
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mantes (18 versus 1), indicando que la E1A codificada por pIG.E1A.NEO es funcional.

Los autores de la presente invención concluyen por lo tanto, que los constructos de empaquetamiento recién gene-
rados son adecuados para la generación de nuevas líneas de empaquetamiento de adenovirus.

Generación de líneas celulares con nuevos constructos de empaquetamiento. Líneas celulares y cultivo celular

Se hicieron crecer células de carcinoma bronquial A549 humano (Shapiro y col., 1978), retinoblastos embriónicos
humanos (HER), células de riñón embriónico humano (HEK) transformadas con Ad5-E1 (293; Graham y col., 1977)
y células HER transformadas con Ad5 (911, Fallaux y col, 1996)) y células PER en Medio de Eagle Modificado de
Dulbecco (DMEM) suplementado con Suero de Ternera Fetal al 10% (FCS) y antibióticos en una atmósfera con el
5% de CO2 a 37ºC. El medio de cultivo, los reactivos y los sueros fueron adquiridos de Gibco Laboratories (Grand
Island, NY). Los plásticos para el cultivo fueron adquiridos de Greiner (Nürtingen, Alemania) y Corning (Corning,
NY).

Virus y técnicas virales

La construcción de los vectores adenovirales IG.Ad.MLP.nls.lacZ, IG.Ad.MLP.luc, IG.Ad.MLP.TK e IG.Ad.CMV.
TK se describe con detalle en la solicitud de patente EP 0707071.

El vector adenoviral IG.Ad.MLP.nls.lacZ contiene el gen lacZ de E. coli, que codifica la β-galactosidasa, bajo el
control del promotor tardío principal (MLP) de Ad2. IG.Ad.MLP.luc contiene el gen de la luciferasa de luciérnaga
dirigido por el MLP de Ad2. Los vectores adenovirales IG.Ad.MLP.TK e IG.Ad.CMV.TK contienen el gen de la
timidina quinasa (TK) del Virus Herpes Simplex bajo el control del MLP de Ad2 y el intensificador/promotor de
Citomegalovirus (CMV), respectivamente.

Transfecciones

Todas las transfecciones se realizaron mediante ADN precipitado con fosfato de calcio (Graham y Van Der Eb,
1973) con el GIBCO Calcium Phosphate Transfection System (GIBCO BRL Life Technologies Inc., Gaithersburg,
USA), según el protocolo de los fabricantes.

Transferencia Western

Se lavaron con PBS cultivos subconfluentes de células 293, 911 y A549 y PER transformadas con Ad5-E1 que
crecían exponencialmente y se rasparon en tampón Fos-RIPA (Tris 10 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, NP40 al 1%,
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,1%, NA-DOC al 1%, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,5 M, inhibidor de
tripsina 0,5 mM, NaF 50 mM y vanadato de sodio 1 mM). Al cabo de 10 minutos a la temperatura ambiente, los
productos lisados fueron aclarados por centrifugación. Las concentraciones de proteína fueron medidas con el estuche
de análisis de proteínas de Biorad, y se cargaron 25 µg de proteína celular total sobre un gel de SDS-PAA al 12,5%. Tras
la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a nitrocelulosa (1h a 300 mA). Los patrones teñidos previamente
(Sigma, USA) se desarrollaron en paralelo. Los filtros fueron bloqueados con seralbúmina bovina (BSA) al 1% en
TBST (Tris 10 mM, pH 8, NaCl 15 mM, y Tween-20 al 0,05%) durante una hora. Los primeros anticuerpos fueron el
anticuerpo A1C6 anti-Ad5-E1B de 55 kDA monoclonal de ratón (Zantema y col., no publicado), el anticuerpo C1G11
anti-Ad5-E1B de 221 kDA monoclonal de rata (Zantema y col., 1985). El segundo anticuerpo era un anticuerpo
anti-ratón de cabra marcado con peroxidasa de rábano picante (Promega). Las señales fueron visualizadas mediante
aumento de la quimioluminiscencia (Amersham Corp. UK).

Análisis por transferencia Southern

Se aisló ADN de elevado peso molecular y se digirieron 10 µg por completo y se fraccionaron sobre un gel de
agarosa al 0,7%. Se realizó la transferencia Southern a Hybond N+ (Amersham, UK) con una solución de transferencia
de NaOH 0,4 M, NaCl 0,6 M (Church and Gilbert, 1984). La hibridación se realizó con un fragmento SspI-HindIII de
2.463 nt. De pAd5.SalB (Bernards y col., 1983). Este fragmento consta de los pb. 342-2.805 de pAd5. El fragmento
fue radiomarcado con dCTP α-P32 con el uso de cebadores hexanucleotídicos al azar y ADN polimerasa de Klenow.
Las transferencias Southern fueron expuestas a una película Kodak XAR-5 a -80ºC y a una pantalla Phospho-Imager
que fue analizada mediante el soporte lógico B & L Systems Molecular Dynamics.

A549

Se generaron líneas celulares de carcinoma bronquial humano A549 transformadas con Ad5-E1 mediante transfec-
ción con pIG.E1A.NEO y selección en cuanto a la resistencia a G418. Se establecieron treinta y un clones resistentes
a G418. La co-transfección de pIG.E1A.E1B con pIG.NEO rindió siete líneas celulares resistentes a G418.

PER

Se generaron células de retina embriónica humana (HER) transformadas con Ad5-E1 mediante transfección de
células HER primarias con el plásmido pIG.E1A.E1B. Las líneas celulares transformadas fueron establecidas a partir
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de focos bien separados. Los autores de la presente invención fueron capaces de establecer siete líneas celulares
clonales, que denominaron PER.C1, PER.C3, PER.C4, PER.C5, PER.C6, PER.C8 y PER.C9.

Uno de los clones PER, a saber PER.C6, ha sido consignado en la ECACC con el número 96022940.

Expresión de los genes E1A y E1B de Ad5 en células A459 y PER transformadas

La expresión de las proteínas E1A y E1B de 55 kDa y 21 kDa de Ad5 en las células A549 y PER establecidas fue
estudiada por medio de transferencia Western, utilizando anticuerpos monoclonales (mAb). El mAb M73 reconoce los
productos de E1A, mientras los mAb AIC6 y ClGll están dirigidos contra las proteínas E1B de 55 kDa y de 21 kDa,
respectivamente.

Los anticuerpos no reconocían las proteínas en los extractos de las células A549 parentales o de las células HER
primarias (datos no mostrados). Ninguno de los clones de A549 que se generaban por co-transfección de pIG.NEO
y pIG.E1A.E1B expresaba niveles detectables de las proteínas E1A o E1B (no mostrados). Algunos de los clones de
A549 que se generaban por transfección con pIG.E1A.NEO expresaban las proteínas E1A de Ad5 (Fig. 7), pero los
niveles eran muy inferiores a los detectados en los productos lisados de proteína de las células 293. Los niveles de E1A
en estado estacionario detectados en los extractos de proteína de las células PER eran muy superiores a los detectados
en los extractos de células derivadas de A549. Todas las líneas celulares PER expresaban niveles similares de proteínas
E1A (Fig. 7). La expresión de las proteínas E1B, concretamente en el caso de E1B de 55 kDa, era más variable. En
comparación con 911 y 293, la mayoría de los clones de PER expresan elevados niveles de E1B de 55 kDa y de 21
kDa. El nivel en estado estacionario de E1B de 55 kDa en PER-C3 era el más alto. Ninguno de los clones de PER
perdía expresión de los genes E1 de Ad5 tras el paso seriado de las células (no mostrado). Los autores de la presente
invención encontraron que el nivel de expresión de E1 en las células PER permanecía estable durante al menos 100
duplicaciones de la población. Los autores de la presente invención decidieron caracterizar los clones de PER con más
detalle.

Análisis Southern de clones de PER

Para estudiar la disposición de las secuencias que codifican E1 de Ad5 en los clones de PER se realizaron análisis
Southern. El ADN celular fue extraído de todos los clones de PER, y de las células 293 y 911. El ADN fue digerido
con HindIII, que corta una vez en la región E1 de Ad5. La hibridación de Southern del ADN digerido con HindIII,
utilizando una sonda específica para E1 de Ad5 radiomarcada reveló la presencia de numerosas copias integradas de
pIG.E1A.E1B en el genoma de los clones de PER. La Figura 8 muestra el patrón de distribución de las secuencias
de E1 en el ADN de elevado peso molecular de las diferentes líneas celulares PER. Las copias se concentran en una
única banda, lo que sugiere que están integradas como repeticiones en tándem. En el caso de PER.C3, C5, C6 y C9 los
autores de la presente invención encontraron bandas de hibridación adicionales de bajo peso molecular que indican la
presencia de copias truncadas de pIG.E1A.E1B. El número de copias fue determinado utilizando un Phospho-Imager.
Los autores de la presente invención estimaron que PER.C1, C3, C4, C5, C6, C8 y C9 contienen 2, 88, 5,4, 5, 5 y 3
copias de la región codificadora de E1 de Ad5, respectivamente, y que las células 911 y 293 contienen 1 y 4 copias de
las secuencias E1 de Ad5, respectivamente.

Eficacia de transfección

Se generan adenovectores recombinantes mediante co-transfección de plásmidos adaptadores y del fragmento
ClaI grande de Ad5 en células 293 (ver la solicitud de patente 0707071). El ADN del virus recombinante se forma
mediante recombinación homóloga entre las secuencias virales homólogas que están presentes en el plásmido y el
ADN de adenovirus. La eficacia de este método, así como la de las estrategias alternativas, depende enormemente
de la transfectabilidad de las células coadyuvantes. Por lo tanto, los autores de la presente invención compararon las
eficacias de transfección de algunos de los clones de PER con células 911, utilizando el gen lacZ que codifica a β-
galactosidasa de E. coli como informador (Fig. 9).

Producción de adenovirus recombinante

Los rendimientos de adenovirus recombinantes obtenidos tras la inoculación de 293, 911, PER.C3, PER.C5 y
PER.C6 con diferentes vectores de adenovirus se presentan en la Tabla II.

Los resultados indican que los rendimientos obtenidos en las células PER son al menos tan elevados como los
obtenidos en líneas celulares existentes.

Además, los rendimientos del vector de adenovirus novedoso IG.Ad.MLPI.TK son similares o superiores a los
rendimientos obtenidos para otros vectores virales en todas las líneas celulares sometidas a ensayo.

Generación de nuevos vectores de adenovirus (Fig. 10)

Los vectores de adenovirus recombinantes utilizados (ver la solicitud de patente 0707071) tienen suprimidas las
secuencias E1 de 459 al nt. 3.328.
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Como el constructo pIG.E1A.E1B contiene las secuencia de los nt. 459 a 3.510 de Ad5 existe un solapamiento de
la secuencia de 183 nt. Entre las secuencias E1B del constructo de empaquetamiento pIG.E1A.E1B y los adenovirus
recombinantes, tales como v.g. IG.Ad.MLP.TK. Las secuencias solapantes son suprimidas de los nuevos vectores
de adenovirus. Además, las secuencias no codificadoras derivadas de lacZ, que están presentes en los constructos
originales, también fueron suprimidas. Esto se logró (ver la Fig. 19) mediante amplificación por PCR de las secuencias
poli(A) de SV40 de pMLP.TK utilizando los cebadores SV40-1 (introduce un sitio BamHI) y SV40-2 (introduce un
sitio BglII). Además, las secuencias de Ad5 presentes en este constructo fueron amplificadas desde el nt. 2.496 (Ad4,
introduce un sitio BglII) a nt. 2.779 (Ad5-2). Ambos fragmentos de PCR fueron digeridos con BglII y ligados. El
producto de ligadura fue amplificado mediante PCR utilizando los cebadores SV40-1 y Ad5-2. El producto de la PCR
obtenido fue cortado con BamHI y AflII y fue ligado en pMLP.TK digerido previamente con las mismas enzimas. El
constructo resultante, denominado pMLPI.TK, contiene una deleción en las secuencias E1 del adenovirus desde el nt.
459 al nt. 3.510.

Sistema de empaquetamiento

La combinación del nuevo constructo de empaquetamiento pIG.E1A.E1B y el adenovirus recombinante pML-
PI.TK, que no tienen ningún solapamiento de secuencia, se presenta en la Figura 11. En esta figura, también se
presenta la situación original, donde se indica el solapamiento de la secuencia.

La ausencia de secuencias solapantes entre pIG.E1A.E1B y pMLPI.TK (Fig. 11a) excluye la posibilidad de re-
combinación homóloga entre el constructo de empaquetamiento y el virus recombinante, y por lo tanto es una mejora
significativa para la producción de adenovirus recombinante en comparación con la situación original.

En la Fig. 11b se representa la situación para pIG.E1A.NEO e IG.Ad.MLPI.TK. Se espera que cuando pIG.E1A.
NEO es transfectado a células establecidas, sea suficiente para soportar la propagación del adenovirus recombinante
con E1 suprimida. Esta combinación no tiene ningún solapamiento de secuencia, evitando la generación de ARC
mediante recombinación homóloga. Además, este sistema de empaquetamiento conveniente permite la propagación
de adenovirus recombinantes que tienen suprimidas sólo las secuencias E1A y no las secuencias E1B. Los adenovirus
recombinantes que expresan E1B en ausencia de E1A son atractivos, ya que la proteína E1B, en particular E1B de
19 kD, es capaz de evitar la lisis de las células humanas infectadas mediante el Factor de Necrosis Tumoral (TNF)
(Gooding y col., 1991).

Generación del adenovirus recombinante derivado de pMLPI.TK

Se generó un adenovirus recombinante mediante co-transfección de células 293 con ADN de pMLPI.TK lineali-
zado con SalI y ADN wt de Ad5 linealizado con ClaI. El procedimiento se representa esquemáticamente en la Fig.
12.

Esbozo de la estrategia para generar sistemas de empaquetamiento para un vector de adenovirus mínimo

Convención de los nombres de los plásmidos utilizados:

P plásmido

I ITR (Repetición Terminal Invertida de Adenovirus)

C Combinación de Intensificador/Promotor de Citomegalovirus (CMV)

L Horquilla Potencial hac,haw de la Secuencia Codificadora de Luciferasa de Luciérnaga que puede formarse tras
la digestión con la endonucleasa de restricción Asp718 en su orientación correcta e inversa, respectivamente (Fig.
15).

V.g. pICLhaw es un plásmido que contiene la ITR de adenovirus seguida del gen de la luciferasa dirigido por CMV
y la horquilla de Asp178 en orientación inversa (no funcional).

1.1 Demostración de la competencia de una secuencia de ADN sintética, que es capaz de formar una estructura
en horquilla, para servir como cebador para la síntesis de hebra inversa para la generación de moléculas de ADN de
doble hebra en células que contienen y expresan genes de adenovirus.

Los plásmidos pICLhac, pICLhaw, pICLI y pICL fueron generados utilizando mecanismos normalizados. La re-
presentación esquemática de estos plásmidos se muestra en las Figs. 16-19.

El plásmido pICL deriva de los siguientes plásmidos:

nt. 1 - 457 pMLP10 (Levrero y col., 1991)
nt. 458 - 1.218 pCMVβ (Clontech, EMBL Bank Núm. U02451)

14



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 231 813 T3

nt. 1.219 - 3.016 pMLP.luc (IntroGene, no publicado)
nt. 3.017 - 5.620 pBLCAT5 (Stein and Whelan, 1989)

El plásmido fue construido como sigue:

El gen tet del plásmido pMLP10 ha sido inactivado mediante deleción del fragmento BamHI-SalI, para generar
pMLP10∆SB. Utilizando un grupo de cebadores PCR/MLP1 y PCR/MLP3 se amplificó un fragmento de 210 pb que
contenía la ITR de Ad5, flanqueada por un sitio de restricción SalI sintético utilizando ADN de pMLP10 como molde.
El producto de la PCR fue digerido con las enzimas EcoRI y SgrAI para generar un fragmento de 196 pb. El plásmido
pMLP10∆SB fue digerido con EcoRI y SgrAI para separar la ITR. Este fragmento fue remplazado por el fragmento
de la PCR tratado con EcoRI-SgrAI para generar pMLP/SAL. El plásmido pCMV-Luc fue digerido con PvuII por
completo y se hizo circular de nuevo para separar la señal de poliadenilación derivada de SV40 y las secuencias de
Ad5 con excepción del extremo izquierdo de Ad5. En el plásmido resultante, pCMV-luc∆Ad, se remplazó la ITR de
Ad5 por la ITR flanqueada por el sitio Sal del plásmido pMLP/SAL intercambiando los fragmentos XmnI-SacII. El
plásmido resultante, pCMV-luc∆Ad/SAL, el extremo izquierdo de Ad5 y el gen de la luciferasa dirigido por CMV
fueron aislados en forma de fragmento SalI-SmaI e insertados en el plásmido pBLCATS digerido con SalI y HpaI,
para formar el plásmido pICL. El plásmido pICL está representado en la Fig. 19; su secuencia se presenta en la Fig.
20.

Plásmido pICL contiene las siguientes características:

nt. 1-457 Extremo izquierdo de Ad5 (Secuencia 1-457 de adenovirus humano de tipo 5)
nt. 458-969 Intensificadoras e inmediatas de citomegalovirus humano
promotor temprano (Boshart y col., 1985) (del plásmido pCMVβ, Clontech, Palo Alto, USA)
nt. 970-1.204 Gen de luciferasa de luciérnaga (de pMLP.luc)
nt. 3.018-3.131 señales de poliadenilación en tándem de SV40 del transcrito tardío, derivado del plásmido

pBLCAT5)
nt. 3.132-5.620 esqueleto pUC12 (derivado del plásmido pBLCAT5)
nt. 4.337-5.191 gen de la β-lactamasa (gen de resistencia a Amp, orientación inversa)

Plásmido pICLhac y pICLhaw

Los plásmidos pIVLhac y pICLhaw derivaban del plásmido pICL mediante digestión del último plásmido con
la enzima de restricción Asp718. El plásmido linealizado fue tratado con Fosfatasa Alcalina de Intestino de Ternera
para separar los 51 grupos fosfato. Los oligonucleótidos de hebra sencilla sintéticos parcialmente complementarios
Hp/asp1 y Hp/asp2 fueron recocidos y fosforilados en sus extremos 5’ utilizando polinucleótido quinasa de T4.

Los oligómeros de doble hebra fosforilada fueron mezclados con el fragmento pICL desfosforilado y ligados.
Los clones que contenían una única copia del oligonucleótido sintético insertada en el plásmido fueron aislados y
caracterizados utilizando productos digeridos con enzimas de restricción. La inserción del oligonucleótido en el sitio
Asp718 recreará en un empalme un sitio de reconocimiento de Asp718, mientras en el otro empalme el sitio de
reconocimiento será desorganizado. La orientación y la integridad del oligonucleótido insertado fueron verificadas
en clones seleccionados mediante análisis de la secuencia. Un clon que contenía el oligonucleótido en la orientación
correcta (el sitio Asp718 próximo al sitio 3.205 de EcoRI) fue denominado pICLhac. Un clon con el oligonucleótido
en la orientación inversa (el sitio Asp718 próximo a la señal poli derivada de SV40) fue denominado pICLhaw. Los
plásmidos pICLhac y pICLhaw están representados en las Figs. 16 y 17.

El plásmido pICLI fue creado a partir del plásmido pICL mediante inserción del fragmento SalI-SgrAI de pICL,
conteniendo la ITR de Ad5 en el sitio Asp718 de pICL. El fragmento SalI-SgrAI de 194 pb fue aislado de pICL, y
los extremos cohesivos fueron convertidos en extremos romos utilizando ADN polimerasa I de E. coli (fragmento de
Klenow) y dNTP. Los extremos cohesivos de Asp718 fueron convertidos en extremos romos mediante tratamiento
con nucleasa de judía mung. Mediante ligadura se generaron clones que contenían la ITR en el sitio Asp718 del
plásmido pICL. Un clon que contenía el fragmento ITR en la orientación correcta fue denominado pICLI (Fig. 18).
Generación de adenovirus Ad-CMV-hcTK. Se construyó un adenovirus recombinante según el método descrito en la
solicitud de Patente EP 0707071. Se requieren dos componentes para generar un adenovirus recombinante. Primero,
un plásmido adaptador conteniendo el extremo izquierdo del genoma de adenovirus conteniendo la ITR y la señal de
empaquetamiento, una casete de expresión con el gen de interés, y una porción del genoma de adenovirus que puede
ser utilizada para la recombinación homóloga. Además, se necesita ADN de adenovirus para la recombinación con el
plásmido adaptador anteriormente mencionado. En el caso de Ad-CMV-hcTK, se utilizó el plásmido PCMV.TK como
base. Este plásmido contiene los nt. 1-455 del genoma de adenovirus de tipo 5, los nt. 456-1.204 derivados de pCMVβ
(Clontech, el fragmento PstI-StuI que contiene el promotor intensificador de CMV y el intrón 16S/19S del Virus de
Simios 40), el gen de la timidina quinasa del Virus Herpes Simplex (descrito en la solicitud de Patente EP 0707071),
la señal de poliadenilación derivada de SV40 (nt. 2.533-2.668 de la secuencia de SV40), seguido del fragmento BglII-
ScaI de Ad5 (nt. 3.328-6.092 de la secuencia de Ad5). Estos fragmentos están presentes en un esqueleto derivado
de pMLP10 (Levrero y col., 1991). Para generar el plásmido pAD-CMVhc-TK, se digirió el plásmido pCMV.TK
con ClaI (el único sitio ClaI está localizado inmediatamente curso arriba del marco de lectura abierto de TK) y se
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desfosforiló con Fosfatasa Alcalina de Intestino de Ternera. Para generar una estructura en horquilla, se recocieron
los oligonucleótidos sintéticos HP/cla2 y HP/cla2 y se fosforilaron en sus grupos 5’-OH con polinucleótido quinasa
de T4 y ATP. El oligonucleótido de doble hebra fue ligado con el fragmento del vector linealizado y utilizado para
transformar la cepa de E. coli “Sure”. La inserción del oligonucleótido en el sitio ClaI desorganizará los sitios de
reconocimiento ClaI. El oligonucleótido contiene un nuevo sitio ClaI cerca de uno de sus extremos. En los clones
seleccionados, la orientación y la integridad del oligonucleótido insertado fueron verificadas mediante análisis de la
secuencia. Un clon que contenía el oligonucleótido en la orientación correcta (el sitio ClaI del lado de la ITR) fue
denominado pAd-CMV-hcTK. Este plásmido fue co-transfectado con ADN de Adenovirus de tipo 5 de tipo salvaje
digerido con ClaI en células 911. Se aisló un adenovirus recombinante en el que la casete de expresión CMV-hcTK
remplaza las secuencias E1 y se propaga utilizando procedimientos normalizados.

Para estudiar si la horquilla puede ser utilizada como cebador para la síntesis de la hebra inversa sobre la hebra
desplazada después de que la replicación hubiera comenzado en la ITR, se introduce el plásmido pICLhac en las cé-
lulas 911 (retinoblastos embriónicos humanos transformados con la región E1 de adenovirus). El plásmido pICLhaw
sirve como control, que contiene el par de oligonucleótidos HP/asp 1 y 2 en orientación inversa pero que es ade-
más completamente idéntico al plásmido pICLhac. También están incluidos en estos estudios los plásmidos pICLI
y pICL. En el plásmido pICLI la horquilla es remplazada por la ITR de adenovirus. El plásmido pICL no contiene
ni horquilla ni secuencia ITR. Estos plásmidos sirven como controles para determinar la eficacia de la replicación en
virtud de la estructura en horquilla terminal. Para proporcionar los productos virales distintos de las proteínas E1 (éstas
son producidas por las células 911) requeridos para la replicación del ADN los cultivos son infectados con el virus
IG.Ad.MLPI.TK después de la transfección. Se están estudiando diversos parámetros para demostrar la replicación
apropiada de las moléculas de ADN transfectadas. Primero, el ADN extraído de los cultivos celulares transfecta-
dos con los plásmidos anteriormente mencionados e infectado con el virus IG.Ad.MLPI.TK está siendo analizado
mediante transferencia Southern en cuanto a la presencia de los intermedios de replicación esperados, así como en
cuanto a la presencia de genomas duplicados. Además, a partir de las poblaciones de células transfectadas e infectadas
con IG.Ad.MLPI.TK se aísla el virus que es capaz de transferir y expresar un gen marcador de luciferasa a células
luciferasa negativas.

El ADN plasmídico de los plásmidos pICLhac, pICLhaw, pICLI y pICL ha sido digerido con la endonucleasa de
restricción SalI y tratado con nucleasa de judía mung para separar la prolongación de hebra sencilla de 4 nucleótidos
del fragmento de ADN resultante. De esta manera se crea un extremo 5’ITR de adenovirus natural en el fragmento de
ADN. Con posterioridad, ambos plásmidos pICLhac y pICLhaw fueron digeridos con la endonucleasa de restricción
Asp718 para generar el extremo capaz de formar una estructura en horquilla. Los plásmidos digeridos son introducidos
en células 911, utilizando la técnica de co-precipitación con fosfato de calcio normalizada, cuatro placas para cada
plásmido. Durante la transfección, para cada plásmido se infectaron dos de los cultivos con el virus IG.Ad.MLPI.TK
utilizando 5 partículas IG.Ad.MLPI.TK infecciosas por célula. A las 20 horas de la transfección y a las 40 horas de
la transfección se utilizaron un cultivo infectado con el virus Ad.tk y uno no infectado para aislar ADN de bajo peso
molecular utilizando el procedimiento ideado por Hirt. Se utilizan alícuotas de ADN aislado para el análisis Southern.
Tras la digestión de las muestras con la endonucleasa de restricción EcoRI utilizando el gen de la luciferasa como
sonda se detecta un fragmento que hibrida de aproximadamente 2,6 kb sólo en las muestras de células infectadas
con adenovirus transfectadas con el plásmido pICLhac. El tamaño de este fragmento coincide con la duplicación
anticipada del gen marcador de la luciferasa. Esto apoya la conclusión de que la horquilla insertada es capaz de
servir como cebador para la síntesis de la hebra inversa. El fragmento que hibrida está ausente si se omite el virus
IG.Ad.MLPI.TK, o si se ha insertado el oligonucleótido en horquilla en orientación inversa.

La endonucleasa de restricción DpnI reconoce la secuencia de tetranucleótidos 5’-GATC-3’, pero escinde sólo
el ADN metilado, (esto es, sólo ADN (plásmido) propagado en E. coli y derivado de E. coli, no ADN que ha sido
replicado en células de mamífero). La endonucleasa de restricción MboI reconoce las mismas secuencias, pero escinde
sólo ADN no metilado (a saber ADN propagado en células de mamífero). Las muestras de ADN aisladas de las
células transfectadas son incubadas con MboI y DpnI y analizadas mediante transferencias Southern. Estos resultados
demuestran que sólo en las células transfectadas con los plásmidos pICLhac y pICLI están presentes fragmentos
resistentes a DpnI grandes, que están ausentes en las muestras tratadas con MboI. Estos datos demuestran que sólo
tras la transfección de los plásmidos pICLI y pICLhac se producen la replicación y la duplicación de los fragmentos.

Estos datos demuestran que en los fragmentos de ADN lineales de las células infectadas con adenovirus que tienen
en un extremo una repetición terminal invertida (ITR) derivada de adenovirus y en el otro extremo una secuencia de
nucleótidos que se pueden recocer con secuencias de la misma hebra, cuando están presentes en forma de hebra sencilla
generan de ese modo una estructura en horquilla, y se convertirán en estructuras que tienen secuencias de repeticiones
terminales invertidas en ambos extremos. Las moléculas de ADN resultantes replicarán mediante el mismo mecanismo
que los genomas de adenovirus de tipo salvaje.

1.2 Demostración de que las moléculas de ADN que contienen un gen marcador de luciferasa, una única copia
de la ITR, la señal de encapsidación y una secuencia de ADN sintética, que es capaz de formar una estructura en
horquilla, son suficientes para generar moléculas de ADN que pueden ser encapsidadas en viriones.

Para demostrar que las moléculas de ADN anteriores que contienen dos copias del gen marcador luc de CMV
pueden ser encapsidadas en viriones, se cosecha el virus de los dos cultivos restantes por medio de tres ciclos de
destrucción por congelación-descongelación y se utiliza para infectar fibroblastos murinos. Cuarenta y ocho horas
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después de la infección las células infectadas son analizadas en cuanto a la actividad luciferasa. Para excluir la posibi-
lidad de que la actividad luciferasa haya sido inducida por la transferencia de ADN libre, en lugar de por las partículas
de virus, se tratan las soluciones de partida de virus con ADNasa I para eliminar los contaminantes del ADN. Además,
como control adicional, se incuban alícuotas de las soluciones de partida del virus durante 60 minutos a 56ºC. El
tratamiento con calor no afectará al ADN contaminante, pero inactivará los virus. Sólo se encuentra actividad luci-
ferasa significativa en las células después de la infección con las soluciones de partida de virus derivadas de células
infectadas con IG.Ad.MLPI.TK transfectadas con los plásmidos pICLhac y pICLI. Ni en las células no infectadas, ni
en las células infectadas transfectadas con pICLhaw y pICL se puede demostrar una actividad luciferasa significativa.
La inactivación con calor, pero no el tratamiento con ADNasa I, elimina completamente la expresión de la luciferasa,
demostrando que las partículas de adenovirus, y no los fragmentos de ADN libres (contaminantes) son responsables
de la transferencia del gen informador de la luciferasa.

Estos resultados demuestran que estos pequeños genomas virales pueden ser encapsidados en partículas de adeno-
virus y sugieren que la ITR y la señal de encapsidación son suficientes para la encapsidación de fragmentos de ADN
lineal en partículas de adenovirus. Estas partículas de adenovirus pueden ser utilizadas para una transferencia génica
eficaz. Cuando se introducen en células que contienen y expresan al menos parte de los genes de adenovirus (a saber
E1, E2, E4, y L, y VA), las moléculas de ADN recombinante que constan de al menos una ITR, al menos parte de la
señal de encapsidación así como una secuencia de ADN sintética, que es capaz de formar una estructura en horquilla,
tienen la capacidad intrínseca de generar autónomamente genomas recombinantes que pueden ser encapsidados en
viriones. Tales genomas y sistemas vectores pueden ser utilizados para la transferencia génica.

1.3 Demostración de que las moléculas de ADN que contienen los nucleótidos 3.510 - 35.953 (a saber las unidades
9,7 - 100 del mapa) del genoma de adenovirus de tipo 5 (por tanto carecen de las regiones codificadoras de la proteína
E1, la ITR derecha y las secuencias de encapsidación) y una secuencia de ADN terminal que es complementaria a una
porción de la misma hebra de la molécula de ADN cuando está presente en forma de hebra sencilla distinta de ITR, y
como resultado es capaz de formar una estructura en horquilla, pueden replicar en células 911.

Con el fin de desarrollar una molécula de ADN replicante que pueda proporcionar los productos de adenovirus
requeridos para permitir que el genoma del vector ICLhac anteriormente mencionado y adenovectores mínimos seme-
jantes sean encapsidados en partículas de adenovirus por células coadyuvantes, se ha desarrollado el vector adenoviral
Ad-CMV-hcTK. Entre la región intensificadora/promotora de CMV y el gen de la timidina quinasa se insertó el par
de oligonucleótidos recocido HP/cla 1 y 2. El vector Ad-CMV-hcTK puede ser propagado y producido en células 911
utilizando procedimientos normalizados. Este vector se hace crecer y se propaga exclusivamente como una fuente de
ADN utilizada para la transfección. El ADN del virus Ad-CMV-hcTK es aislado de las partículas de virus que habían
sido purificadas utilizando la centrifugación en gradiente de densidad de CsCl mediante mecanismos normalizados. El
ADN del virus ha sido digerido con la endonucleasa de restricción ClaI. El ADN digerido es fraccionado por tamaños
en un gel de agarosa al 0,7% y el fragmento grande es aislado y utilizado para experimentos adicionales. Los cultivos
de células 911 son transfectados con el fragmento ClaI grande del ADN de Ad-CMV-hcTK utilizando la técnica de co-
precipitación con fosfato de calcio normalizada. Muy probablemente en los experimentos anteriores con el plásmido
pICLhac, el AD-CMV-hc replicará partiendo de la ITR derecha. Una vez que la hebra 1 se ha desplazado, se puede
formar una horquilla en el extremo izquierdo del fragmento. Esto facilita que la ADN polimerasa alargue la cadena
hacia el lado derecho. El proceso continuará hasta que la hebra desplazada se haya convertido completamente en su
forma de doble hebra. Finalmente, se recreará la ITR derecha, y en esta localización se producirán el inicio de la repli-
cación y la elongación del adenovirus normal. Obsérvese que la polimerasa leerá a través de la horquilla, duplicando
de ese modo la molécula. La molécula de ADN de entrada de 33.250 pb, que tenía en un lado una secuencia ITR de
adenovirus y en otro lado una secuencia de ADN que tenía la capacidad de formar una estructura en horquilla, ha
sido duplicada ahora, de manera que ambos extremos contengan una secuencia ITR. La molécula de ADN resultante
constará de una estructura palindrómica de aproximadamente 66.500 pb.

Esta estructura puede ser detectada en el ADN de bajo peso molecular extraído de las células transfectadas utilizan-
do el análisis Southern. La naturaleza palindrómica del fragmento de ADN puede ser demostrada mediante digestión
del ADN de bajo peso molecular con endonucleasas de restricción adecuadas y transferencia Southern con el gen
HSV-TK como sonda. Esta molécula puede replicar por sí misma en las células transfectadas en virtud de los produc-
tos génicos de adenovirus que están presentes en las células. En parte, los genes de adenovirus son expresados a partir
de moldes que están integrados en el genoma de las células diana (a saber los productos génicos de E1), los otros ge-
nes residen en el propio fragmento de ADN replicante. Obsérvese sin embargo, que este fragmento de ADN lineal no
puede ser encapsidado en viriones. No sólo carece de todas las secuencias de ADN requeridas para la encapsidación,
sino que también su tamaño es demasiado grande para ser encapsidado.

1.4 Demostración de que las moléculas de ADN que contienen los nucleótidos 3.505 - 35.953 (a saber unidades
9,7 - 100 del mapa) del genoma del adenovirus de tipo 5 (por tanto carece de las regiones codificadoras de la proteína
E1, la ITR derecha y las secuencias de encapsidación) y una secuencia de ADN terminal que es complementaria a
una porción de la misma hebra de la molécula de ADN distinta de la ITR, puede replicar en células 911 y puede
proporcionar las funciones coadyuvantes requeridas para encapsidar los fragmentos de ADN derivados de pICLI y
pICLhac.

La siguiente serie de experimentos pretende demostrar que la molécula de ADN descrita en la parte 1.3 podría ser
utilizada para encapsidar los adenovectores mínimos descritos en la parte 1.1 y 1.2.
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En los experimentos el fragmento grande aislado tras la digestión con la endonucleasa ClaI del ADN de Ad-
CMV-hcTK es introducido en las células 911 (conforme a los experimentos descritos en la parte 1.3) junto con la
endonucleasa SalI, la nucleasa de judía mung, el plásmido pICLhac tratado con la endonucleasa Asp718, o en forma
de un plásmido pICLhaw tratado de un modo similar de control. Al cabo de 48 horas el virus es aislado mediante
destrucción por congelación-descongelación de la población celular transfectada. La preparación de virus es tratada
con ADNasa I para separar el ADN libre contaminante. El virus es utilizado con posterioridad para infectar fibroblastos
Rat2. Cuarenta y ocho horas después de la infección las células fueron analizadas en cuanto a la actividad luciferasa.
Sólo en las células infectadas con virus aislado de las células transfectadas con el plásmido pICLhac, y no con el
plásmido pICLhaw, se puede demostrar una actividad luciferasa significativa. La inactivación con calor del virus antes
de la infección elimina completamente la actividad luciferasa, indicando que el gen de la luciferasa es transferido por
una partícula viral. La infección de la célula 911 con la solución de partida del virus no producía efecto citopatológico
alguno, demostrando que pICLhac es producido sin ningún virus coadyuvante infeccioso que pueda ser propagado en
las células 911. Estos resultados demuestran que el método propuesto puede ser utilizado para producir soluciones de
partida de vectores adenovirales mínimos, que están completamente desprovistas de virus coadyuvantes infecciosos
que sean capaces de replicar autónomamente en células humanas transformadas con adenovirus o en células humanas
no transformadas con adenovirus.

Además del sistema descrito en esta solicitud, se ha descrito otro enfoque para la generación de vectores de ade-
novirus mínimos en WO 94/12649. El método descrito en WO 94/12649 explota la función de la proteína IX para
el empaquetamiento de vectores de adenovirus mínimos (Vectores Pseudo Adenovirales (PAV) en la terminología
de WO 94/12649). Los PAV son producidos clonando un plásmido de expresión con el gen de interés entre las ITR
adenovirales izquierda (incluyendo las secuencias requeridas para la encapsidación) y derecha. El PAV es propagado
en presencia de un virus coadyuvante. La encapsidación del PAV es preferida en comparación con el virus coadyu-
vante debido a que el virus coadyuvante es parcialmente deficiente para el empaquetamiento. (O bien en virtud de
las mutaciones en la señal de empaquetamiento o bien en virtud de su tamaño (genomas de virus mayores de 37,5
kb se empaquetan ineficazmente). Además, los autores proponen que en ausencia del gen de la proteína IX el PAV
será empaquetado preferentemente. Sin embargo, ninguno de estos mecanismos parece ser suficientemente restrictivo
para permitir el empaquetamiento sólo de PAV/vectores mínimos. Las mutaciones propuestas en la señal de empa-
quetamiento disminuyen el empaquetamiento, pero no proporcionan un bloque absoluto ya que se requiere la misma
actividad de empaquetamiento para propagar el virus coadyuvante. Asimismo ni un incremento del tamaño del virus
coadyuvante ni la mutación del gen de la proteína IX asegurarán que el PAV es empaquetado exclusivamente. Así,
es improbable que el método descrito en WO 94/12649 sea útil para la producción de soluciones de partida libres de
coadyuvante de vectores de adenovirus mínimos/PAV.
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TABLA I

Cebadores utilizados para la amplificación mediante PCR de fragmentos de ADN utilizados para la generación de
constructos descritos en esta solicitud de patente

Ea-1 CGTGTAGTGTATTTATACCCG Amplificación mediante PCR de nt459 de Ad5 ->

Ea-2 TCGTCACTGGGTGGAAAGCCA Amplificación mediante PCR de nt960 <-

Ea-3 TACCCGCCGTCCTAAAATGGC nt1284-1304 del genoma de Ad5

Ea-5 TGGACTTGAGCTGTAAACGC nt1514-1533 del genoma de Ad5

Ep-2 GCCTCCATGGAGGTCAGATGT nt1721-1702 de Ad5;
Introducción del sitio NcoI

Eb-1 GCTTGAGCCCGAGACATGCT Nt3269-3289 del genoma de Ad5

Eb-2 CCCCTCGAGCTCAATCTGTATCTT nt3508-3496 del genoma de Ad5;
introducción del sitio XhoI

SV40-1 GGGGGATCCGAACTTGTTTATTGCAGC Introducción del sitio BamHI
(nt2182-2199 de pMLP.TK)
adaptación de adenovirus recombinantes

SV40-2 GGGAGATCTAGACATGATAAGATAC Introducción del sitio BglII
(nt2312-2297 de pMLP.TK)

Ad5-1 GGGAGATCTGTACTGAAATGTGTGGGC Introducción del sitio BglII
(nt2496-2514 de pMLP.TK)

Ad5-2 GGAGGCTGCAGTCTCCAACGGCGT nt2779-2756 de PMLP.TK
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TABLA I (continuación)

ITR1 GGGGGATCCTCAAATCGTCACTTCCGT nt35737-35757 de Ad5
(introducción del sitio BamHI)

ITR2 GGGGTCTAGACATCATCAATAATATAC nt35935-35919 de Ad5
(introducción del sitio XbaI)

Grupos de cebadores de PCR que se van a utilizar para crear los sitios SalI y Asp718 yuxtapuestos a las secuencias
ITR:

PCR/MLP1 GGCGAATTCGTCGACATCATCAATAATATACC (Ad5 nt. 10-18)

PCR/MLP2 GGCGAATTCGGTACCATCATCAATAATATACC (Ad5 nt. 10-18)

PCR/MLP3 CTGTGTACACCGGCGCA (Ad5 nt. 200-184)

El par de oligonucleótidos sintéticos utilizados para generar una horquilla sintética, recrea un sitio Asp718 en uno
de los extremos si se inserta en el sitio Asp718:

HP/asp1 5’-GTACACTGACCTAGTGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGGCACTAGGTCAG

HP/asp2 5’-GTACCTGACCTAGTGCCGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCACTAGGTCAGT

El par de oligonucleótidos sintéticos utilizados para generar un horquilla sintética, contiene el sitio de reconoci-
miento que se va a utilizar para la formación de la horquilla.

HP/cla1 5’-GTACATTGACCTAGTGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGGCACTAGGTCAATCGAT

HP/cla2 5’-GTACATCGATTGACCTAGTGCCGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCACTAGGTCAAT

(Tabla pasa a página siguiente)
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema de empaquetamiento que comprende:

una molécula de ácido nucleico recombinante basada en o derivada de adenovirus, teniendo dicha molécula de
ácido nucleico una señal de encapsidación funcional y al menos una Repetición Terminal Invertida funcional o un
fragmento funcional o un derivado del mismo, y

una célula de empaquetamiento, comprendiendo dicho ácido nucleico recombinante y dicha célula de empaqueta-
miento juntos todos los elementos que son necesarios para generar una partícula adenoviral recombinante que com-
prende dicha molécula de ácido nucleico recombinante, donde dicha molécula de ácido nucleico recombinante no tiene
secuencias solapantes que permitan la recombinación homóloga que conduce a un virus de replicación competente en
dicha célula de empaquetamiento.

2. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 1, donde dicha molécula de ácido nucleico es una forma
lineal y comprende una Repetición Terminal Invertida en ambos extremos o cerca de ellos.

3. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 1, donde dicha molécula de ácido nucleico es una forma
lineal y de hebra esencialmente sencilla y comprende en el extremo 3’ una secuencia complementaria a una porción
curso arriba de la misma hebra de dicha molécula de ácido nucleico, siendo capaz dicha secuencia de emparejar las
bases con dicha porción de manera que sea capaz de funcionar como un sitio de partida para una polimerasa de ácido
nucleico.

4. Un sistema de empaquetamiento que comprende una molécula de ácido nucleico recombinante resultante de
la acción de una polimerasa de ácido nucleico sobre una molécula de ácido nucleico formada por un sistema de
empaquetamiento según la reivindicación 3.

5. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 4, donde dicha molécula de ácido nucleico tiene una
Repetición Terminal Invertida en ambos extremos.

6. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 1, donde dicha célula de empaquetamiento comprende
una molécula de ácido nucleico con una mutación de la gama de huésped.

7. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 1, donde dicha célula de empaquetamiento comprende
una molécula de ácido nucleico que comprende una región E2 mutada haciendo al menos uno de sus productos sensible
a la temperatura.

8. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 1, donde dicha célula de empaquetamiento comprende
una molécula de ácido nucleico que comprende una región E2 bajo el control de un promotor inducible.

9. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 1, donde dicha célula de empaquetamiento ha sido
proporcionada con una o más moléculas de ácido nucleico de empaquetamiento que proporcionan a dicha célula la
capacidad de expresar productos génicos adenovirales derivados al menos de la región E1A.

10. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 9, donde dichas una o más moléculas de ácido nu-
cleico de empaquetamiento proporcionan adicionalmente a dicha célula la capacidad de expresar productos génicos
adenovirales derivados de la región E2A.

11. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 10, donde la molécula de ácido nucleico recombinante
que codifica la región E2A está bajo el control de un promotor inducible.

12. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 10 u 11, donde la molécula de ácido nucleico re-
combinante que codifica la región E2A está mutado de manera que al menos uno de sus productos sea sensible a la
temperatura.

13. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 9, donde dicha célula de empaquetamiento no tiene la
capacidad de expresar los productos de E1B.

14. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 13, donde la información genética que codifica los
productos de E1B no está presente.

15. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 9, donde dicha célula de empaquetamiento comprende
adicionalmente la región que codifica E1B.

16. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 9, donde dicha célula de empaquetamiento comprende
adicionalmente un gen marcador.
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17. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 16, por medio del cual el gen marcador está bajo el
control del promotor responsable de E1B.

18. Una célula de empaquetamiento que alberga un fragmento de ADN de un adenovirus, constando ese fragmento
de los nucleótidos 80-5.788 del genoma del Adenovirus 5 humano.

19. Una célula de empaquetamiento que alberga un fragmento de ADN de un adenovirus, constando ese fragmento
de los nucleótidos 459-1.713 del genoma del Adenovirus 5 humano.

20. Una célula de empaquetamiento que alberga un fragmento de ADN de un adenovirus, constando ese fragmento
de los nucleótidos 459-3.510 del genoma del Adenovirus 5 humano.

21. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 9, donde dicha célula de empaquetamiento no tiene la
capacidad de expresar el producto de E1B de 21 kD.

22. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 21, donde la información genética que codifica el
producto E1B de 21 kD no está presente en dicha célula de empaquetamiento.

23. Un sistema de empaquetamiento según una cualquiera de las reivindicaciones 9-17, 21 ó 22, donde dicha célula
de empaquetamiento es una célula diploide.

24. Un sistema de empaquetamiento según una cualquiera de las reivindicaciones 9-17 ó 21-23, donde dicha célula
de empaquetamiento no es de origen humano.

25. Un sistema de empaquetamiento según una cualquiera de las reivindicaciones 9-17 ó 21-24, donde dicha célula
de empaquetamiento tiene su origen en el mono.

26. Una célula según la reivindicación 18 consignada con el núm. 95062101 en el ECACC.

27. Un sistema de empaquetamiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1-17 ó 21-25, donde dicha
molécula de ácido nucleico recombinante es una molécula de ADN.

28. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 1, donde dicha molécula de ácido nucleico recombi-
nante tiene al menos una deleción de los nucleótidos 459-3.510 de la región E1.

29. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 1, donde dicha molécula de ácido nucleico recombi-
nante tiene al menos una deleción de los nucleótidos 459-1.713 de la región E1.

30. Un lote de partículas de adenovirus recombinante producido por un sistema de empaquetamiento según una
cualquiera de las reivindicaciones 1-17, 21-25 ó 27-29, cuyo lote está libre de partículas de replicación competente.

31. Una célula que comprende un sistema de empaquetamiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1-17,
21-25 ó 27-29.

32. Un sistema de empaquetamiento según una cualquiera de las reivindicación 1-3, donde dicha molécula de ácido
nucleico comprende los genes E2A y E2B funcionales o fragmentos funcionales o derivados de los mismos bajo el
control de un promotor independiente de E1A.

33. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 25, donde dicha célula de empaquetamiento compren-
de una región E2A de adenovirus mutada para la gama de huésped.

34. Una célula según la reivindicación 20 consignada con el núm. 96022940 en la ECACC.

35. Una célula de empaquetamiento para empaquetar adenovirus derivados de moléculas de ácido nucleico, a
cuya célula de empaquetamiento se han proporcionado una o más moléculas de ácido nucleico de empaquetamiento,
proporcionando dichas moléculas de ácido nucleico o las moléculas de ácido nucleico a dicha célula la capacidad de
expresar productos génicos adenovirales derivados al menos tanto de la región de E1A como de la de E2A, donde la
molécula de ácido nucleico recombinante que codifica la región E2A es mutada de manera que al menos uno de sus
productos es sensible a la temperatura.

36. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 1, donde el genoma de dicha célula de empaqueta-
miento comprende un ácido nucleico que codifica las proteínas E1A y E1B adenovirales pero carece de las secuencias
pIX.

37. Un sistema de empaquetamiento según la reivindicación 36, donde dicha célula de empaquetamiento es una
célula PER.C6 consignada con el núm. 96022940 en la ECACC.

38. Una célula, caracterizada porque comprende en su genoma ácido nucleico que codifica las proteínas E1A y
E1B adenovirales pero carece de secuencias pIX.
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