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ES 2356 553 T3

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento para generar lineas celulares que producen virus y
lineas celulares productoras madre. En particular, la presente invenciéon se refiere a métodos que permiten la
produccién de lineas celulares que producen virus y lineas celulares productoras madre sin llevar a cabo un trabajo
de seleccion laborioso. Ademas, la presente invencion se refiere a lineas celulares que producen virus obtenidas con
los métodos segun la presente invencion asi como a virus obtenidos usando dichas lineas celulares.

Antecedentes de lainvencion

Recientes éxitos en ensayos clinicos de terapia génica han demostrado el alto potencial del uso de la
terapia génica para curar y ralentizar una gran variedad de enfermedades. Sin embargo, la introduccién eficaz de
genes terapéuticos en células o tejidos humanos sigue siendo el principal problema que ha de solucionarse.

Se han sugerido diversos métodos para introducir los nucleétidos o genes terapéuticos en las células o el
tejido incluyendo el uso de vectores virales. Generalmente, en las células se expresan genes auxiliares virales (las
denominadas funciones auxiliares) para empaquetar especificamente el gen terapéutico de interés en particulas
virales y para transducir el mismo en las células o tejidos diana. Se usan frecuentemente vectores adenovirales dado
que las particulas son robustas, pueden producirse facilmente en altos titulos e infectar eficazmente un amplio
espectro de células. Los retrovirus, en particular los géneros de retrovirus y lentivirus de tipo C de mamiferos
representan el tipo de virus ampliamente usado para la transferencia génica estable y la expresiéon del producto
génico. Se han desarrollado sistemas de vectores altamente sofisticados para fines especializados. El conocimiento
de la técnica anterior se basa principalmente en virus de tipo C de mamiferos. Por consiguiente, la mayoria de los
ensayos de terapia génica se basan en este sistema de transferencia de virus. Estos métodos de administracion
génica retroviral recombinante se han usado exhaustivamente en vista de las siguientes ventajas: i.) la entrada
eficaz del material genético en las células; ii.) un proceso eficaz, activo de entrada en el ndcleo de la célula diana;
iii.) niveles relativamente altos de expresion génica; iv.) el potencial para seleccionar como diana subtipos celulares
mediante el control de la unién vector-célula diana y el control especifico de tejido de la expresion; v.) una falta
general de inmunidad preexistente del huésped; y vi.) conocimiento sustancial y experiencia clinica que se ha
obtenido con tales vectores.

En la actualidad, se usan satisfactoriamente retrovirus para la transduccién ex vivo en experimentos de
terapia génica. Sin embargo, la tecnologia de produccién para vectores retrovirales esta en un estado temprano. Las
terapias se ven dificultadas por i) la inestabilidad inherente de las particulas virales infecciosas, ii) la dificultad para
producir grandes cantidades de virus, y iii) la amplia gama de huéspedes de las envueltas virales disponibles
actualmente y la sensibilidad al ataque por el complemento humano. Por tanto, tanto para aplicaciones ex vivo como
in vivo, sus desarrollos significativos impiden una aplicacion extendida de la terapia génica retroviral. En la
actualidad, uno de los principales obstaculos es la produccién de un gran nimero de virus estables. Dicho proceso
de produccion comprende la generacion de virus, por ejemplo vectores retrovirales, con lineas celulares que
producen virus.

Los retrovirus recombinantes para su uso en terapia génica transducen un vector retroviral que codifica para
el gen efector (terapéutico) o secuencia de nucleoétidos terapéutica en las células o tejidos diana. En la actualidad, se
producen tras la transfeccion del vector en las denominadas lineas celulares de empaquetamiento que expresan de
manera estable las proteinas virales gag/pol y env. Este principio se aplica para los vectores clasicos basados en
virus de la leucemia murina de Moloney (VLM). Los lentivirus se producen principalmente a partir de sistemas de
expresion transitoria dado que la toxicidad de los genes auxiliares, en particular, de la proteina VSV-G (véase a
continuacidn) requiere una expresion restringida en el tiempo.

La construccion de células de empaquetamiento para vectores retrovirales es un procedimiento tedioso. Se
necesitan la transfeccion secuencial de constructos de expresion de gag/pol y env apropiados y procedimientos de
seleccion que requieren mucho tiempo para lograr una expresion equilibrada y de alto nivel de todos los
componentes. La heterogeneidad en la expresién mediante clones celulares individuales se debe a i.) la integracion
al azar de los genes auxiliares en el ADN cromosémico de la célula huésped vy ii.) nUmeros de copias variables de
los constructos transfectados. En la actualidad, se aplica la subclonacion y el examen de subclones individuales para
aislar células de empaquetamiento adecuadas.

Las proteinas de la envuelta exterior (env) son ligandos para receptores celulares que median la entrada
viral y definen la gama de huéspedes del virus. Los retrovirus permiten la sustitucion de sus env y se derivan
particulas retrovirales mixtas mediante esta técnica denominada pseudotipado. Para este fin, se usan proteinas env
que se han aislado de virus no murinos que se producen de manera natural (por ejemplo GALV, virus de la leucemia
del simio gibén y VEV G (virus de la estomatitis vesicular, proteina G). Ademas, se ha creado un gran namero de
nuevas proteinas env mediante técnicas recombinantes principalmente con el objetivo de especificar la gama de
huéspedes, logrando de ese modo el direccionamiento del virus a tipos de células especificas, y confiriendo
resistencia al complemento humano. Desarrollos adicionales en las proteinas env prometen terapias mejoradas.
Esto también es importante en vista de la inestabilidad de los retrovirus inherente conocida que se debe en gran
medida a las proteinas env. La inestabilidad de los retrovirus durante el proceso de produccion, almacenamiento o
durante los procedimientos de purificacion es una limitacion importante para la mayoria de las aplicaciones. En la
actualidad, la anica manera de mejorar significativamente la estabilidad retroviral es reemplazando la proteina env
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por la proteina VEV G, dando como resultado particulas que pueden concentrarse y almacenarse durante un periodo
de tiempo prolongado. A pesar de su ventaja en el uso de VEV G para pseudotipar retrovirus, la expresion de VEV G
es toxica para las células productoras. Hasta la fecha se producen particulas de virus seudotipados con VEV G en
sistemas de transfeccién transitoria 0 mediante la expresién inducible de la proteina VEV G, lo que limita, por tanto,
la aplicabilidad del sistema.

El uso de las proteinas env novedosas para fines terapéuticos se ve actualmente dificultado por el hecho de
gue para cada una de las diferentes proteinas env, ha de construirse una linea celular de empaquetamiento
individual. Cada una de estas lineas celulares ha de establecerse de nuevo segun los procedimientos descritos
anteriormente dado que ain no se han desarrollado métodos mas econémicos.

Los problemas descritos anteriormente se aplican, cambiando lo que se deba cambiar, a otro sistema viral,
como el sistema de lentivirus, el sistema de adenovirus y el de virus asociados a adenovirus.

Por tanto, para la produccién eficaz de retrovirus, deben expresarse los genes auxiliares virales (gag/pol y
env) asi como el vector terapéutico en una denominada razén “equilibrada” en lineas celulares productoras. Segun
el estado de la técnica, se establecen lineas celulares de empagquetamiento como precursores mediante integracion
al azar de los genes auxiliares virales en el genoma de la célula huésped. Dado que el sitio de integracion influye de
manera drastica en la expresion del gen recombinante y su estabilidad, se requiere una seleccion intensiva para
aislar clones celulares de empaquetamiento 6ptimos. Este procedimiento ha de seguirse independientemente para
cualquier gen env. Incluso una vez que se establezca esta linea celular de empaqguetamiento, ha de realizarse una
segunda ronda de seleccion para la preparacion de las particulas de virus terapéuticos. Para el establecimiento de
las células de empaquetamiento que producen retrovirus terapéuticos, es decir, lineas celulares que producen virus,
las células de empaquetamiento han de transfectarse con un vector terapéutico. La naturaleza del sitio de
integracion elegido de manera aleatoria asi como el ndmero de copias afecta el titulo de virus resultante,
necesitandose de nuevo otra ronda de seleccion que requiere mucho tiempo para lograr una expresion del vector
eficaz y estable. Obviamente, esta seleccion ha de repetirse para cualquier virus terapéutico de interés.

En particular, el procedimiento de seleccion laborioso y que requiere mucho tiempo comprende las
siguientes etapas:

(i) transfeccion del vector y seleccion de clones celulares individuales transfectados;
ii.) evaluacion de la expresion transgénica;
iii.) evaluacién del titulo de virus recombinante;

iiii.) evaluacién de la estabilidad de la expresion y el titulo a lo largo de periodos de cultivo mas largos;

iiv.) caracterizacion del sitio de integracion cromosémica y determinacion de los nimeros de copias
del vector;
iv.) prueba para determinar la ausencia de RCR (retrovirus de replicacion competente).

Ademas, se encontré que cada clon celular productor de virus necesita una adaptacion adicional a las
condiciones de produccion optimas. Este trabajo lleva adicionalmente una cantidad considerable de tiempo y trabajo
con respecto al proceso de produccién global.

Para facilitar esta seleccién, en la mayoria de los casos, los virus terapéuticos portan adicionalmente un gen
marcador o de seleccion. Este gen marcador permite seleccionar la integracion estable y/o la expresion a largo
plazo, de alto nivel. Sin embargo, en los Ultimos afios han surgido pruebas de que la transduccion de genes
adicionales puede suponer problemas significativos en entornos terapéuticos. Uno de los problemas principales es
gue se provoca una respuesta inmunitaria contra los genes foraneos (por ejemplo marcadores de seleccion). Esto
puede dar como resultado una eliminacién eficaz de las células transducidas, limitando o excluyendo de ese modo el
éxito terapéutico. Incluso surgieron més preocupaciones desde que se observd leucemogénesis por insercion en el
modelo de raton debido a la transduccion de un gen marcador que se consideraba anteriormente que era
bioldgicamente inerte. Por tanto, el objetivo global para mejorar y para producir una terapia génica viral mas segura
es excluir cualquier secuencia codificante ademas del gen terapéutico de interés.

En vista de los problemas y obstaculos explicados de manera resumida anteriormente, en la actualidad no
es posible una amplia aplicacion de métodos de administraciéon génica que usan virus, en particular retrovirus.

Sumario de la presente invencion

La presente invencion proporciona nuevos métodos para la produccion de lineas celulares que producen
virus. En particular, la presente invencién tiene por objetivo proporcionar un sistema mejorado para preparar virus
gque pueden ser de posterior uso en medicina.

En particular, la presente invencién proporciona un método para la generacion de lineas celulares que
producen virus usando una linea celular madre una vez producida anteriormente. La presente invenciéon también
proporciona métodos para la produccion de la linea celular productora madre. Un ejemplo de esta linea celular
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madre se representa esquematicamente en la figura 1. Dicha linea celular permite la integracion facil, especifica y
predecible de casetes de expresion que contienen los nucledtidos o el gen de interés (figura 1 (i)) y/o los restos de la
envuelta (figura 1 (iii)) necesarios para producir el tipo de virus deseado. Debido al sitio de integracion predicho, no
se ven afectados el titulo, las condiciones de cultivo ni el registro de seguridad.

Cuando se usa la linea celular madre no es necesaria ninguna seleccién laboriosa adicional de las células
tras dirigir el casete de expresion de interés a los locus cromosémicos ya etiquetados en la linea celular madre. Por
tanto, se permite el simple intercambio de diversos casetes de expresion mientras que se mantienen las propiedades
de la linea celular madre que se selecciond una vez para un sitio de integracion cromosémica de alta expresion que
permite la produccidn de virus alta y predecible en condiciones de cultivo conocidas.

La presente invencién se refiere ademas a la linea celular que produce virus que puede obtenerse con el
método segun la presente invencion. La linea celular que produce virus segun la presente invencién permite la
produccién normalizada de virus que pueden usarse finalmente en terapia génica. Ademas, la presente invencion se
refiere a la linea celular productora madre que puede obtenerse con el método segun la presente invencion.
Finalmente, la presente invencion se refiere al uso de dichas células para la produccion de virus.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1:

Linea celular productora madre con sitios de integracion etiquetados para el intercambio del vector retroviral
y el gen env.

Esta visidn general muestra a modo de ejemplo el esquema de la generacion de lineas celulares
productoras de virus terapéuticos. En una primera etapa, un vector de etiquetado retroviral y las funciones auxiliares
gagpol y env se integran de manera estable en el genoma del huésped. Tanto el vector retroviral como el gen env
estan flanqueados por sitios FRT, permitiendo de ese modo el reemplazo especifico de sitio de los casetes de
expresion por un vector terapéutico y/o un gen env alternativo.

Figura 2:
Generacion de una linea celular productora madre con un casete intercambiable

A: Se estableci6 un vector de etiquetado retroviral que porta un gen indicador (GFP), un elemento IRES de
EMCV y un gen de resistencia a higromicina fusionados al gen de la timidina cinasa (para una mejor vision
general no se muestra el elemento de EMCV). En la regiéon U3 en 3’ de la LTR se integré un casete de
etiqguetado que comprende dos sitios FRT que no interaccionan (mostrados como tridngulos) y un codon de
iniciacion deficiente, por tanto, un gen de neomicina fosfotransferasa (npt) no funcional (carril superior). Este
vector se transdujo de manera estable en células de empaquetamiento PG13. Para el etiquetado, se
infectaron células 293 con el sobrenadante del virus usando una multiplicidad de infeccion inferior a 0,01
para garantizar la integracion de una Unica copia. En las células infectadas, el vector retroviral se integra de
manera estable segun el carril inferior. Como consecuencia de la transcripcién inversa, la region U3 en 3’
gue incluye el casete de etiquetado se duplica en el extremo 5’, dando como resultado el estado proviral
representado.

B: Se analizaron las células etiquetadas, infectadas, segun su expresion de GFP. La figura muestra un
histograma de superposicién de un andlisis por citometria de flujo de un clon celular etiquetado (linea
gruesa) en comparacion con células no infectadas (linea delgada).

C: Se transfect6 el clon celular etiquetado 1B2 en etapas posteriores con las funciones auxiliares virales, es
decir el vector de expresion gagpol pCeB (Cosset et al., J. Virol. 69:7430-7436, 1995) y pENVA-his (Spitzer
etal., J. Virol 77, 6070-6075, 2003), un vector de expresion de env anfotrpico. Se seleccionaron las células
para integracion estable. Se examinaron las células para detectar la expresion equilibrada de la funcién
auxiliar gagpol y env, dando como resultado un alto titulo retroviral. La figura muestra la eficacia de la
liberacion de los retrovirus que transducen GFP de los subclones individuales (1B2-8-F, lIC2 y A-E) en
comparacioén con la linea celular etiqguetada 1 B2.

D: Se muestra la produccién de virus del clon 1 B2-8F a lo largo del tiempo. Tal como se demuestra, la
produccioén de virus es estable a lo largo de 12 semanas.

Figura 3:
Generacion de una linea celular que produce virus terapéuticos

A: Se seleccion6 el clon celular madre 1B2-8-F segun el esquema representado. Se construyd un vector de
direccionamiento en el que el vector de retrovirus que transduce colageno VII terapéutico estaba
flanqueado con los sitios FTR que no interaccionan y porta ademas un codén ATG y un elemento IRES
adicional para iniciar la neoexpresion. Tras el direccionamiento, se obtiene la expresion de npt mediante
iniciacion de la traduccién mediada por IRES a partir de una LTR derivada de ARN.
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B. Se analizaron clones celulares resistentes a G418 obtenidos tras el direccionamiento del casete del
vector retroviral para detectar la expresion de GFP. La superposicion de histogramas muestra la expresion
de GFP de clones resistentes a G418 en comparacion con el clon 1B2-8-F original y células 293 como
control.

C: Se confirmo el direccionamiento correcto mediante transferencia de tipo Southern de clones resistentes a
G418. Para este fin, se digiri6 ADN cromosomico de la linea celular madre original 1B2-8-F e llIC2 y
subclones independientes con Sacl y se hibrid6 frente a una sonda de EMCYV. El direccionamiento correcto
dio como resultado un fragmento de 2 kb en clones seleccionados como diana correctamente y la
eliminacion de la sefial original de 4 kb. Se llevo a cabo tal andlisis para aproximadamente 50 subclones
generados independientemente, mostrando méas del 95% de los mismos intercambio dirigido correcto (no
mostrado).

D: Se analizaron células seleccionadas como diana segun la expresion de ColVIl. Para este fin, se tifieron
inmunolégicamente las células usando un anticuerpo contra hColVIl. Como control, se tifieron las células
etiquetadas.

Figura 4:

A: se monitorizd la produccion de virus. Se infectaron células NIH3T3 de raton con el sobrenadante del virus
de un subclén resistente a G418. Se tifieron inmunolégicamnete las células infectadas y control para
detectar hColVII.

B: Se monitoriz6 el titulo de virus ColVII tras dirigir el vector pMSIRcolVIl a las células 1B2-8-F. Se aislaron
clones resistentes a G418, se confirmd el intercambio dirigido mediante transferencia de tipo Southern (no
mostrado) y se analizaron para determinar su produccion de virus. La figura B muestra el titulo uniforme de
subclones generados tras la transfeccion segun el protocolo descrito en el ejemplo.

C: Se monitoriz6 el titulo retroviral de un subclén seleccionado como diana resistente a G418 individual a lo
largo del tiempo. La figura C muestra la estabilidad del titulo a lo largo de 4 semanas.

Figura 5:
Intercambio del casete de etiquetado GFP por diferentes casetes

Se muestran el titulo de la linea celular original, M, y el titulo de los clones seleccionados como diana con
pMSIReGFP, carriles 1 a 8, y de clones seleccionados como diana con pMLIReGFP, carriles a a e. Se obtuvieron
titulos de virus altos y reproducibles en subclones independientes tras dirigir el casete de GFP etiquetado mediante
recombinacion con Flp.

Tabla 1:
Eficacia del intercambio dirigido y los titulos retrovirales tras el direccionamiento

En el lado izquierdo, se muestran los diversos constructos usados para experimentos de direccionamiento
descritos en el ejemplo 3.

En el lado derecho, se ilustra la eficacia del direccionamiento con los diversos vectores. Se logra un
direccionamiento altamente eficaz. Ademas, los clones obtenidos muestran un direccionamiento correcto con un
titulo promedio muy alto.

Descripcion detallada de lainvencién

Se indica que tal como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen el significado
indicado a continuacion:

La expresion “nucledtido de interés, NOI” tal como se usa en el presente documento pretende significar una
molécula de acido nucleico que puede incluir ARNm eucariota, ADNc a partir de ARNm eucariota,
secuencias gendémicas de ADN eucariota y secuencias de ADN o ARN sintéticas. Preferiblemente, el NOI
es una secuencia de acido nucleico derivada de una secuencia de ADN o ARN humana. Por ejemplo, el
NOI codifica para una molécula seleccionada del grupo que consiste en proteinas, péptidos, secuencias de
acido nucleico antisentido, ribozimas y ARNip.

La expresion “operativamente unido” tal como se usa en el presente documento pretende significar
disposiciones de elementos en las que los componentes asi descritos estan configurados de modo que realizan su
funcion habitual. Por tanto, un promotor dado operativamente unido a una secuencia codificante puede efectuar la
expresion de la secuencia codificante cuando esta presente la enzima apropiada.

El término “virus” se usa indistintamente con la expresién “particula de virus” en la presente solicitud.
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La expresion “célula (linea celular) que produce virus” tal como se usa en el presente documento pretende
significar una célula que contiene todos los elementos necesarios para la produccién de un virus 0 una particula de
virus, incluyendo todos los elementos cis necesarios para la produccion de virus.

La expresion “linea celular” se refiere a una poblacion de células isogénicas que pueden crecer y dividirse
de manera continua in vitro.

La expresion “célula (linea celular) productora madre” tal como se usa en el presente documento pretende
significar una célula o linea celular que contiene integrada de manera cromosémica al menos una secuencia que
codifica para gag/pol, un casete de expresion que contiene secuencias que permiten la integracion especifica de
sitio, secuencia(s) para un marcador de seleccién y un dominio de seleccién no funcional, y un casete de expresion
diferente que preferiblemente pero no necesariamente contiene secuencias que permiten la integracion especifica
de sitio, secuencia(s) para un marcador de selecciéon diferente al marcador de seleccidon en el otro casete de
expresion y un dominio de seleccién no funcional.

La expresion “marcador de seleccion” tal como se usa en el presente documento pretende significar un
marcador que permite la diferenciacion de restos, como células, que pueden o no contener dicho marcador de
seleccién. Por ejemplo, un marcador de seleccion puede ser la expresion de una molécula especifica, un marcador
de resistencia, como un marcador que confiere resistencia a farmacos a una célula, etc. Por tanto, el marcador de
seleccién permite una preparacion, fabricacion, caracterizacion o pruebas mas sencillas de la célula o linea celular.

La expresion “dominio de seleccion funcional” tal como se usa en el presente documento pretende significar
un dominio que es funcional porque contiene un elemento que permite la seleccion de células. El dominio de
seleccion funcional comprende al menos dos fragmentos de seleccion no funcionales.

Fragmentos de seleccion no funcionales significa que el elemento de seleccidn no esta presente en una
forma funcional y, por tanto, no puede usarse para fines de seleccion entre diferentes células. Los “fragmentos de
seleccién no funcionales” son fragmentos que no contienen todos los elementos necesarios para permitir la
selecciéon basada en el elemento de seleccién. La combinacién de al menos dos fragmentos de seleccién no
funcionales que se complementan da como resultado un dominio de seleccién funcional. El dominio de seleccion
puede ser un marcador de seleccién tal como se indicé anteriormente, como un marcador de resistencia u otro
marcador que permite la caracterizacion de las células. Ademas, el fragmento de selecciéon no funcional puede ser
un marcador de seleccién silencioso pero funcional. Es decir, el marcador de seleccion funcional no se transcribe
debido a que falta un promotor o falta un potenciador o faltan secuencias iniciadoras de la traduccion. Obsérvese
gue el marcador de seleccion del dominio de seleccion debe ser diferente al marcador de seleccion del casete de
expresion presente en la linea celular productora madre.

La expresion “integracion especifica de sitio” tal como se usa en el presente documento pretende significar
gue la integracion de elementos, como casetes de expresion, se realiza solo en sitios predefinidos.

El término “etiquetado” tal como se usa en el presente documento pretende significar un estado en el que
un sitio cromosOmico esta marcado genéticamente mediante integraciébn de una secuencia de nucleétidos que
permite la integracién especifica de sitio y la posterior seleccion.

El término “dirigido” tal como se usa en el presente documento pretende significar el estado de una
secuencia de nucledtidos que se ha integrado en un sitio de manera especifica en un sitio de integracion
cromosoémico previamente etiquetado.

La presente invencion se refiere a un método para la generacion de una linea celular que produce virus que
comprende las siguientes etapas:

a.) introducir en una linea celular productora madre un constructo de nucleétidos que comprende un casete
de nucledtido de interés (NOI) que comprende:

i) al menos un NOI operativamente unido a un promotor;

i) repeticiones terminales largas (LTR) ubicadas en el sentido de 5 y en el sentido de 3’ de la
secuencia de NOI, respectivamente;

iii) un fragmento de seleccion no funcional la ubicado en el sentido de 3’ de la LTR en 3’ que permite
la formacion de un dominio de seleccion funcional | cuando se combina con el fragmento
complementario Ib presente en la linea celular productora madre; y

iv) secuencias que permiten la integracion especifica de sitio del casete NOI en un primer casete de
expresion presente en dicha linea celular productora madre, dichas secuencias flanquean el casete
NOI en ambos sitios de dicho casete; e

b.) introducir en la linea celular productora de células madre un constructo de nucleétidos que comprende
un casete de expresién env que comprende

i) secuencia(s) de gen(es) env operativamente unida(s) a un promotor;

6
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i) un fragmento de marcador de seleccién no funcional lla que permite la formacién de un dominio de

seleccién funcional Il que puede ser idéntico o diferente del dominio de seleccidon funcional | cuando se

combina con el fragmento complementario Ilb presente en la linea celular productora madre, estando

dicho fragmento de seleccién no funcional lla ubicado en el sentido de 3’ de la(s) secuencia(s) de
5 gen(es) env;

iii) secuencias que permiten la integracion especifica de sitio de dicho casete env en un segundo
casete de expresion etiquetado presente en dicha linea celular productora madre, dichas secuencias
flanquean el casete env en ambos sitios de dicho casete;

c.) iniciar el reemplazo del casete NOI y/o el casete env por el casete de expresién correspondiente
10 presente en la linea celular productora madre;

d.) seleccionar lineas celulares que han integrado de manera estable el casete NOI y/o el casete env
basandose en el/los dominio(s) de seleccion funcional(es);

en el que no se determina el orden de la etapa a.) y b.) y en el que las etapas c.) y d.) pueden llevarse a cabo tras
cada una de las etapas a.) y b.) o tras llevar a cabo las etapas a.) y b.);

15  con la condicién de que la linea celular productora madre usada en a.) y b.), respectivamente, pueda obtenerse

I) integrando de manera estable un casete de expresion en el genoma de una célula huésped o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que comprende desde el
extremo 5’ hasta el extremo 3

i) una primera secuencia que permite la integracion especifica de sitio;
20 ii) un promotor;

iii) una secuencia que codifica para un marcador de seleccion A, dicha secuencia esta operativamente
unida con el promotor de ii);

iv) una segunda secuencia que permite la integracion especifica de sitio, dicha secuencia es diferente
de la primera secuencia de i);

25 v) un fragmento de seleccion no funcional Ib;

II) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de () esta integrado de
manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida etiquetada
con el casete de expresion de 1);

) integrando de manera estable un casete de expresién diferente en el genoma de la célula o linea celular,
30 dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que comprende desde el extremo 5’
hasta el extremo 3

i) una primera secuencia que permite la integracion especifica de sitio;
if) un promotor;

iii) una secuencia que codifica para un marcador de seleccion B que es diferente del marcador de
35 seleccién A, dicha secuencia esta operativamente unida con el promotor de ii);

iv) una segunda secuencia que permite la integracién especifica de sitio, dicha secuencia es diferente
de la primera secuencia de i);

v) un fragmento de seleccién no funcional llb que puede ser igual o puede ser diferente al fragmento
de seleccién Ib;

40 en el que las secuencias que permiten la integracion especifica de sitio pueden ser idénticas o pueden ser
diferentes a dichas secuencias del casete de expresion de I);

(IV) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (lll) esta integrado de
manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida etiquetada
con el casete de expresion de (lll);

45 (V) integrando de manera estable un casete de expresion diferente en el genoma de la célula o linea
celular, dicho casete de expresiéon comprende un constructo de nucleétidos que contiene un promotor
operativamente unido a una secuencia que codifica para gag/pol;

(V1) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (V) esta integrado de
manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida etiquetada
50 con el casete de expresion de V;
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y en el que no se determina el orden de la integracion de los diferentes casetes de expresion segun (1), (Il) y (V).

En otra realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la generacion de una

linea celular que produce virus que comprende las siguientes etapas:

a.) introducir en una linea celular productora madre un constructo de nucleétido que comprende un casete
de nucledtidos de interés (NOI) que comprende:

i) al menos un NOI operativamente unido a un promotor;

ii) repeticiones terminales largas (LTR) ubicadas en el sentido de 5 y en el sentido de 3’ de la
secuencia de NOI, respectivamente;

iii) un fragmento de seleccion no funcional la ubicado en el sentido de 3’ de la LTR en 3’ que permite
la formacion de un dominio de seleccion funcional | cuando se combina con el fragmento
complementario Ib presente en la linea celular productora madre; y

iv) secuencias que permiten la integracién especifica de sitio del casete NOI en un primer casete de
expresion presente en dicha linea celular productora madre, dichas secuencias flanquean el casete
NOI en ambos sitios de dicho casete; y opcionalmente

b.) introducir en la linea celular productora de células madre un constructo de nucleétidos que comprende
un casete de expresion env que comprende

i) secuencia(s) del/de los gen(es) env operativamente unida(s) a un promotor;

i) un fragmento de seleccion no funcional lla que permite la formacion de un dominio de seleccién
funcional Il que puede ser idéntico o diferente del marcador de seleccién funcional | cuando se
combina con el fragmento complementario Ilb presente en la linea celular productora madre, estando
dicho fragmento de seleccién no funcional lla ubicado en el sentido de 3’ de la(s) secuencia(s) del/de
los gen(es) env;

iii) secuencias que permiten la integraciéon especifica de sitio de dicho casete env en un casete de
expresion env presente en dicha linea celular productora madre, dichas secuencias flanquean el
casete env en ambos sitios de dicho casete;

c.) iniciar el reemplazo del casete NOI y/o el casete env con el casete de expresién correspondiente
presente en la linea celular productora madre;

d.) seleccionar lineas celulares que han integrado de manera estable el casete NOI y/o el casete env
basandose en el/los dominio(s) de seleccion funcional(es);

en el que no se determina el orden de la etapa a.) y opcionalmente b.) y en el que la etapa c.) y d.) pueden
llevarse a cabo tras cada una de las etapas a.) y b.) o tras llevar a cabo las etapas a.) y b.);

con la condicion de que la linea celular productora madre usada en a.) y b.), respectivamente, pueda
obtenerse

I) integrando de manera estable un casete de expresidon en el genoma de una célula huésped o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucledtidos que comprende desde el
extremo 5’ hasta el extremo 3’

i) una primera secuencia que permite la integracion especifica de sitio;
if) un promotor;

iii) una secuencia que codifica para un marcador de seleccién A, dicha secuencia esta operativamente
unida con el promotor de ii);

iv) una segunda secuencia que permite la integracién especifica de sitio, dicha secuencia es diferente
de la primera secuencia de i);

v) un fragmento de seleccion no funcional Ib;

II) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de () esta integrado de
manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida etiquetada
con el casete de expresion de 1);

I) integrando de manera estable un casete de expresion env en el genoma de dicha célula o linea celular,
dicho casete de expresién env comprende un constructo de nucleétidos que comprende:

i) opcionalmente una primera secuencia que permite la integracion especifica de sitio;

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2356 553 T3

if) un promotor;
iii) secuencia(s) del/de los gen(es) env operativamente unida(s) al promotor de ii);

iv) opcionalmente una segunda secuencia que permite la integracion especifica de sitio, dicha
secuencia es diferente de la primera secuencia de i);

v) opcionalmente un fragmento de seleccién no funcional Ilb que puede igual o puede ser diferente al
fragmento de seleccion Ib;

en el que las secuencias que permiten la integracion especifica de sitio pueden ser idénticas o pueden ser
diferentes a dichas secuencias del casete de expresion de I);

V) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (lll) esta integrado
de manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de (lll);

V) integrando de manera estable un casete de expresién diferente en el genoma de la célula o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que contiene un promotor
operativamente unido a una secuencia que codifica para gag/pol;

VI) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (V) esta integrado
de manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de V;

y en el que no se determina el orden de la integracion de los diferentes casetes de expresion segun (1), (Il) y (V).

En una primera etapa, se produce una linea celular productora madre segun las etapas (l) a (VI) de los
métodos anteriores. Por supuesto, cuando se inicia el método con una célula o linea celular que ya contiene uno de
los elementos que van a introducirse en la célula, sélo han de realizarse las etapas restantes.

Ademas, la integracion de los diferentes casetes segun (1), (Ill) y (V) puede llevarse a cabo al mismo
tiempo. En particular, puede realizarse simultaneamente la integracion del casete de expresion gag/pol y otro casete,
en particular el casete de expresion env.

Con la primera fase, se produce una “linea celular productora madre”. Esta linea celular productora madre
se genera una vez que se proporciona en una primera realizacion de la presente invenciéon una linea celular
etiqguetada que ha incorporado en su genoma un casete de expresion gag/pol y dos casetes de expresion que
contienen cada uno un marcador de seleccion. En una segunda realizacion, el método segun la presente invencion
proporciona una linea celular etiqguetada que ha incorporado en su genoma un casete de expresion gag/pol, un
casete de expresion env que puede sustituirse opcionalmente y un casete de expresion adicional que contienen un
marcador de seleccion reemplazable.

Por tanto, la linea celular productora madre representa una linea celular seleccionada para la expresion
optimizada de los diversos casetes de expresion. Las etapas de seleccién han de realizarse sélo una vez para cada
casete de expresion etiquetado en la linea celular.

En la segunda fase segun el método de la presente invencién, se selecciona como diana la linea celular
madre con el NOI y el gen env de interés si la linea celular productora madre contiene dos casetes de expresién que
contienen dos marcadores de seleccion diferentes. En otra realizacion, se selecciona como diana la linea celular
madre con el NOI y opcionalmente un gen env de interés si la linea celular productora madre contiene un casete de
expresion que contiene un marcador de seleccion y un segundo casete de expresion que contiene un gen env.

Es decir, la segunda fase comprende un reemplazo del casete génico en la que el reemplazo del casete
génico tiene lugar en los sitios previamente etiquetados, las secuencias de integracién especifica de sitio, en el
genoma de la linea celular productora madre. Por tanto, el/los casete(s) se integra(n) en los locus cromosémicos
etiquetados de la linea celular productora madre. La integracion del/de los casete(s) de interés en los sitios
conocidos particulares da como resultado lineas celulares que producen virus que tienen una expresion 6ptima de
los casetes dirigidos. Ademas, dado que el reemplazo tiene lugar en los sitios que permiten la integracion especifica
de sitio en el genoma del huésped, no es necesaria ninguna etapa de seleccién laboriosa. En particular, el/los
casete(s) de expresion introducido(s) no se integrara(n) de manera aleatoria en el genoma del huésped sino
especificamente en los locus cromosémicos etiquetados que tienen los sitios de integraciéon especifica de sitio. En
consecuencia, en la linea celular productora de virus final los sitios cromosomicos en los que se integran los
componentes auxiliares y el vector retroviral son idénticos a los sitios correspondientes de la linea celular productora
madre. Por tanto, la linea celular productora de virus final tendra exactamente las mismas propiedades que la linea
celular productora madre, en particular en vista de la eficacia de la producciéon de virus, las condiciones de
fermentacion y las caracteristicas de seguridad. Ademas, la tasa de direccionamiento correcto del casete es del 95%
al 100%, preferiblemente del 97% al 100%. Esto significa que casi todos los clones obtenidos tras la etapa de
direccionamiento contienen un casete de reemplazo correctamente dirigido.
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Ademas, la presencia de las secuencias LTR en el casete NOI permite la produccion de un genoma viral
recombinante que no contiene ninguna secuencia adicional, por ejemplo secuencias que codifican para un marcador
de seleccion, como resistencia a antibiéticos, etc. El casete NOI y también el casete env no contienen ningan gen
que codifica para un marcador de seleccion dentro de la LTR sino que los fragmentos de los dominios de seleccion
preestablecidos en los casetes estan fuera de las secuencias de LTR, por tanto, dichas secuencias de marcador de
seleccién no estaran presentes en el virus. Ademas, el virus no contiene secuencias adicionales derivadas de la
etapa de reemplazo, como secuencias que permiten la integracion especifica de sitio, por ejemplo un sitio loxP o un
sitio FRT. Por tanto, el virus o particula de virus producida segin el método de la presente invencion esta libre de
componentes adicionales que puedan afectar de manera adversa a los beneficios terapéuticos del NOI. Esta dentro
del alcance de la presente invencidon que puedan sustituirse las secuencias de LTR por secuencias que tienen la
misma funcién, es decir, que permiten la generacion del vector viral que contiene el NOI.

En mas detalle, la primera fase que da como resultado una linea celular productora madre comprende las
etapas de etiquetar sitios de integracion cromosémica integrando los diferentes casetes de expresién en el genoma
del huésped y seleccionando células apropiadas. Al menos uno de los diferentes casetes de expresion introducidos
en el genoma comprende las secuencias en el sitio 5’ del casete que permite la integracion especifica de sitio,
ademas, un promotor adicional esta presente en el sentido de 3’ del sitio 5’ anteriormente mencionado. El promotor
adicional esta operativamente unido con una secuencia que codifica para un marcador de seleccion A y B,
respectivamente. Los marcadores de seleccion A y B son diferentes entre si. El al menos un casete que tiene un
sitio de integracion especifica de sitio en el extremo 5’ también contiene en el sitio 3' una segunda secuencia que
permite la integracion especifica de sitio. Adicionalmente en el sentido de 5, esta presente un fragmento de
seleccion no funcional Ib y Ib, respectivamente. Los sitios de integracidon especifica de sitio en el extremo 5’ y el
extremo 3’ son diferentes entre si.

Con “secuencias que permiten la integracion especifica de sitio” quiere decirse secuencias que permiten un
intercambio por reemplazo del casete integrado en el genoma del huésped, el casete etiquetado, por un casete
diferente, el casete de direccionamiento, que debe integrarse en el genoma mediante el reemplazo del casete
etiqguetado integrado. Preferiblemente, se usa un mecanismo asistido por recombinasa para el intercambio por
reemplazo. Este sistema facilita el intercambio. De los sistemas de recombinasa conocidos, los sitios de
reconocimiento recombinasa Cre/loxP del bacteriéfago P1 o la recombinasa FLP especifica de sitio de S. cerevisae
son los que se usan mas frecuentemente.

En la técnica se conoce bien el procedimiento general llevado a cabo en la primera fase para establecer
una linea celular transducida o linea celular productora madre que contiene tres casetes etiquetados, es decir el
casete gag/pol, un casete env y un tercer casete de expresiéon que contienen el NOI. La seleccién de las lineas
celulares productoras madre conocidas se basa en diversas caracteristicas de expresion como la expresion de un
marcador de seleccion, introducido dentro del casete de etiquetado. Criterios adicionales para la seleccion de una
linea celular apropiada son un nivel de expresion 6ptimo que es estable a lo largo del tiempo, el mantenimiento de
las condiciones de fermentacién, el crecimiento celular, la estabilidad gendmica del sitio de integracion y
caracteristicas de seguridad. Sin embargo, se conocen bien en la técnica la integracion especifica del casete de
expresion que contiene el marcador de seleccién en combinacion con el dominio de seleccién no funcional y las
secuencias para la integracion especifica de sitio.

No se determina el orden de la integracion de los casetes de expresion segun las etapas (1), (1) y (V). Es
decir, puede comenzarse con la integracion del primer casete gag/pol. Ademas, si ya estan presentes lineas
celulares que tienen al menos uno de los casetes de las etapas (1), (lll) y (V) integrados de manera estable en su
genoma, pueden usarse dichas lineas celulares para la integracién adicional de los casetes aun no integrados en el
genoma. Ademas, al menos dos casetes pueden integrarse simultdneamente. En particular, es posible introducir el
casete gag/pol y otro casete de expresién, en particular, el casete env, al mismo tiempo para su integracion en el
genoma celular.

El casete de expresion que va a integrarse en las etapas (I) y/o (Ill) comprende al menos los siguientes
elementos:

Elementos de integracion especifica de sitio en el extremo 5’ y 3’ de la secuencia de marcador de seleccion.
Estos elementos incluyen sitios de reconocimiento para enzimas que permiten el intercambio especifico
para las secuencias flanqueadas por los mismos sitios de reconocimiento en la secuencia de nucleétidos
integrada de manera cromosOmica especifica. Un ejemplo tipico de este sistema es el sistema de
recombinasa Flp de levadura. Para evitar la delecion del producto integrado en un punto de tiempo
posterior, se prefiere usar dos sitios de recombinaciéon que no interaccionan en el extremo 5 y en el
extremo 3'.

Un promotor y/u otro elemento (por ejemplo un elemento IRES) para permitir la transcripciéon y/o la
traduccion del marcador de seleccion.

Un marcador de selecciéon. El marcador de seleccion puede ser un marcador de resistencia a farmacos
como neomicina fosfotransferasa, un marcador de expresion dentro de la célula (por ejemplo GFP, B-galactosidasa)
0 en su superficie (por ejemplo, receptores) o éste puede ser la propia proteina env.
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Un fragmento de seleccion no funcional. Este fragmento de seleccidn no funcional representa un marcador
de seleccidn incompleto, por ejemplo un marcador de resistencia a farmacos. Dado que el fragmento representa un
dominio incompleto, no es posible la seleccion basandose en este marcador de seleccidon especifico, sino que
requiere que se complete con al menos un fragmento de seleccién no funcional adicional. Este fragmento adicional
se suministra mas tarde mediante la integracion del NOI y/o el casete env segun las etapas a) y/o b)
respectivamente, por tanto, sélo la integracion especifica y precisa en la etapa c) del procedimiento reivindicado
hace que la célula esté en una posicién que pueda seleccionarse basandose en el marcador de seleccion presente
en el dominio de seleccion.

Tal como se indico anteriormente, las secuencias que permiten la integracion especifica de sitio en el sitio 5’
y 3’ de los casetes preferiblemente no interaccionan. El uso de diferentes secuencias evita la escisién no deseada
del inserto. Ademas, las secuencias para la integracion especifica de sitio pueden ser idénticas o pueden ser
diferentes en los casetes de la etapa (1) y (Ill). Preferiblemente, dichas secuencias son diferentes entre si. Por tanto,
se lleva a cabo la integracién o el intercambio especifico de sélo un casete.

El procedimiento de seleccién para seleccionar células transducidas que han integrado de manera
cromosémica el casete deseado se lleva a cabo segun técnicas bien conocidas que tienen en cuenta la
caracteristica deseada de las células transducidas, como produccion a alto nivel, estabilidad y seguridad.

La primera fase del método segun la presente invencion da como resultado una linea celular transducida o
linea celular productora madre que ha integrado de manera cromosomica habitualmente al menos tres casetes. Los
sitios de integracion se denominan también locus cromosdmicos etiquetados. Esta linea celular se selecciona para
los parametros deseados, como estabilidad de los casetes integrados, seguridad, produccién a alto nivel si es
aplicable, etc. Cuando se usa la proteina env como uno de los marcadores de seleccion A o B, las células
resultantes tienen todos los elementos genéticos requeridos para la produccion de virus recombinante. Ademas, si
se usa una secuencia que codifica para la proteina env para la generacion de la linea celular madre, en la que la
secuencia que codifica para la proteina env representa la secuencia que codifica para el marcador de seleccion o
bien A o bien B, el casete env etiquetado no contiene necesariamente secuencias en el extremo 5’y 3’ que permiten
la integracién especifica de sitio.

En la segunda fase, se establece la linea celular que produce virus. Usando sitios de integraciéon especifica
de sitio que son idénticos a los sitios de integracion especifica de sitio presentes en los casetes integrados de
manera cromosomica, es posible reemplazar especificamente el casete presente en la linea celular productora
madre por el NOI y, opcionalmente, el casete env.

El uso de la linea celular productora madre permite una eficacia de integracion especifica de sitio de mas
del 95%. Ademas, se mantienen las caracteristicas de expresion tras el intercambio del marcador de seleccion
etiquetado introducido en la primera fase por el NOI y/o casete env. Ademas, los diferentes clones obtenidos en la
segunda fase del método segun la presente invencién demuestran un titulo que es estable y predecible en todos los
subclones.

El casete NOI o el casete env introducido en la segunda fase del método segun la presente invencion
comprenden los sitios de integracion especifica de sitio en el lado 5’ y 3’ que flanquean a los casetes. Estos sitios de
integracion especifica de sitio son idénticos a al menos uno de los sitios de integracion especifica de sitio presentes
en los casetes de expresion que estan integrados de manera cromosomica en la linea celular productora madre.
Ademas, los casetes introducidos durante la segunda fase contienen un fragmento de seleccion no funcional que
permite la formacién de un dominio de seleccién funcional cuando se combina con el fragmento complementario
presente en los locus cromosdmicos etiquetados.

La formacion de un dominio de seleccion funcional proporciona un procedimiento de seleccién
extremadamente eficaz para el reemplazo del casete correcto. Por tanto, se evita un trabajo de seleccién laborioso
aunque solo pueden seleccionarse células en las que tuvo lugar el reemplazo del casete correcto basandose en el
dominio de seleccién funcional.

El dominio de seleccién funcional contiene un marcador de seleccién, como un marcador de selecciéon de
resistencia a farmacos, antibioticos, etc. Por ejemplo, el locus cromosémico etiquetado de la linea celular productora
madre abarca la secuencia para codificar para la resistencia a farmacos excepto el codén de iniciaciéon o la
secuencia promotora. Complementando el fragmento con el fragmento de seleccion no funcional presente en el
casete de direccionamiento (NOI y/o casete env), se introduce el promotor o el coddn de iniciacién en marco que
falta, proporcionando asi un dominio de seleccion funcional que puede usarse para fines de seleccién.

El sistema descrito anteriormente supera el trabajo laborioso y que requiere mucho tiempo para la seleccion
de clones adecuados. Ademas, el método segun la presente invencién permite el uso de la linea celular productora
madre para la produccién de una variedad de diferentes lineas celulares que producen virus para la produccion de
virus que tienen diferentes proteinas env o que contienen un vector viral que codifica para diferentes nucleétidos de
interés, por ejemplo diferentes genes terapéuticos, etc., permitiendo la expresion de proteinas terapéuticamente
utiles en la célula diana.

Ademas, es posible un pseudotipado sencillo y rapido del virus. El término pseudotipado significa incorporar
en al menos una parte de, o sustituir al menos una parte de, o reemplazar la totalidad de, un gen env de un genoma
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viral por un gen env heterélogo, por ejemplo un gen env de otro virus. El pseudotipado puede mejorar la estabilidad
del vector viral y la eficacia y especificidad de la transduccion.

Si es necesario, los casetes introducidos en la célula o linea celular contienen un promotor que esta
operativamente unido con el marcador de seleccidn o el NOI o la secuencia env. El promotor puede seleccionarse
de secuencias promotoras conocidas que incluyen promotores constitutivos (por ejemplo CMV y promotores para la
expresion restringida (controlada) en el tiempo (por ejemplo promotores dependientes de tTA, controlables por Tet).

Sin embargo, no es necesario un promotor adicional ademas de las secuencias de LTR, dado que la propia
LTR representa una estructura que promueve la transcripciéon de las secuencias en el sentido de 3’ de la secuencia
de LTR, probablemente mediante transcripcion por translectura.

Por tanto, el casete NOI comprende adicionalmente todos los elementos cis retrovirales genéticos
requeridos para el empaquetamiento apropiado del ARN, la transcripcion inversa y la integracién, por ejemplo
repeticion terminal larga (LTR) flanqueante. Las LTR son responsables de la integracion proviral y de la
transcripcion. También sirven como secuencias potenciadoras-promotoras. Es decir, las LTR pueden controlar la
expresion de los genes terapéuticos recombinantes. El flanqueo de la secuencia de NOI por las LTR permite la
produccién de vectores virales que no contienen ninguna secuencia adicional que codifica para una molécula que
puede afectar de manera adversa a la eficacia terapéutica del virus. En particular, el vector viral no contiene ninguna
secuencia que codifica para un marcador de selecciébn u otras moléculas necesarias durante el proceso de
produccién del virus. Los elementos cis retrovirales incluyen las repeticiones terminales largas retrovirales, el sitio de
unién del cebador, la sefial de empaquetamiento y el tramo de polipurinas (PPT).

En una realizacién preferida, el promotor al que esta operativamente unido el NOI y/o el gen env, es la
secuencia de LTR ubicada en el sentido de 5’ del NOI y env, respectivamente. En otra realizacién preferida, por
ejemplo cuando se prepara un vector SIN, esta presente una secuencia promotora adicional en el casete NOI y env,
respectivamente, por ejemplo uno de los promotores mencionados anteriormente.

En una realizacion preferida adicional, el vector viral producido por la linea celular que produce virus es un
vector retroviral autoinactivante (SIN). Los vectores SIN tienen una regién U3 modificada de la LTR en 3’ en la que
se delecionan los potenciadores transcripcionales conduciendo a un promotor de LTR no funcional tras la
transcripcion inversa y la integracion del casete viral en el genoma del huésped. Por tanto, en una realizacion
preferida de la presente invencion, el casete NOI que va a integrarse segln la presente invencion tiene una
secuencia de LTR en 3’ modificada, una denominada SIN LTR.

En un método preferido segun la presente invencion, se transducen los casetes de expresion de las etapas
(I) y (Ill) mediante transferencia génica retroviral y por tanto contienen una LTR en 5’ y una LTR en 3'. En la region
U3 dela LTR en 3', puede integrarse el fragmento de seleccion no funcional. Ademas, la LTR en 3’ contiene sitios de
integracion especifica de sitio. Como consecuencia del proceso de infeccion retroviral, se duplica el inserto del
inserto U3 en 3" al U3 de la LTR en 5’, flanqueando de ese modo los casetes de expresién con sitios de integracion
especifica de sitio.

Alternativamente, se realiza la introduccién de los casetes que van a integrarse en las células mediante
métodos de transfeccién no retroviral que conoce bien el experto. Por ejemplo, la introduccion de los casetes puede
comprender infeccidn con vectores virales, transfeccion con liposomas también denominado lipofeccion, transfeccion
usando la técnica de fosfato de calcio bien conocida o electroporacién. Transfeccion generalmente se refiere a la
captacion de ADN foraneo por una célula.

El reemplazo de los casetes de expresion intregados en la linea celular productora madre segun las etapas
(I) y (1) se lleva a cabo por ejemplo con la ayuda de una recombinasa o una enzima de restriccion. Es decir, la
enzima necesaria para promover o catalizar el intercambio es por ejemplo la recombinasa Cre o la recombinasa FLP
o cualquier otra recombinasa conocida en la técnica. Alternativamente, el intercambio puede promoverse usando
enzimas de restriccion especificas como SCEIL.

Los genes, que codifican para las enzimas anteriormente mencionadas pueden introducirse en las células
mediante transfeccion o infeccion de vectores de expresion apropiados. La transfeccion puede ser una transfeccion
estable o una transitoria. Ademas, el sistema de recombinasa puede ser un sistema inducible. Alternativamente, la
enzima como tal puede proporcionarse directamente en el sistema de cultivo celular.

La seleccion de las lineas celulares que han integrado de manera estable el casete NOI y/o el casete env
se lleva a cabo basandose en la expresion de los marcadores de seleccién presentes en el dominio de seleccién.
Debido al reemplazo de los casetes, se ensamblan ambos fragmentos de dominio de seleccién no funcional para dar
como resultado un dominio de seleccién funcional. En particular, el suministro de uno de los fragmentos de seleccién
no funcionales necesarios para completar el fragmento de seleccion no funcional en el locus cromosémico
etiquetado proporciona un marcador de seleccion, por ejemplo un gen marcador de resistencia a farmacos que tiene
actividad funcional sélo en células en las que tuvo lugar un intercambio de casetes. Por tanto, la seleccion es un
proceso facil y fiable que supera el trabajo laborioso y que requiere mucho tiempo que es necesario para seleccionar
clones.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2356 553 T3

Ademas, dado que el proceso mantiene y no afecta a la estructura de los sitios de integracion cromos6mica,
la expresion del NOI tendra las mismas caracteristicas de expresién que el gen marcador en la linea celular
productora madre.

La presente invencién se refiere ademas a la propia linea celular que produce virus. La célula que produce
virus segun la presente invencién permite la produccién de un virus o una particula de virus que contiene un vector
viral. De manera importante, este vector no necesita contener ninguna secuencia codificante que pueda afectar de
manera adversa a los beneficios terapéuticos del NOI. Proporcionando una LTR en 5’ y una LTR en 3’ en el sentido
de 5 y en el sentido 3' de la secuencia de NOI, respectivamente, junto con los elementos de actuacion en cis
conocidos, psi y el tramo de polipurina requerido para el empaquetamiento y la transcripcion inversa, es posible
obtener un vector viral que contiene sélo la secuencia de NOI. Este vector viral se empaqueta en el virus que puede
usarse posteriormente para infectar la célula diana. En una realizacién preferida particular, el vector viral es un
vector retroviral autoinactivante.

Dentro del alcance de la presente invencion, esta el virus que puede obtenerse con el método reivindicado.
El virus se caracteriza porque tiene un vector viral que no contiene ninguna secuencia adicional cuyo producto
pueda afectar de manera adversa a los beneficios terapéuticos del NOI presente en el vector viral. En particular, el
virus segun la presente invencién no necesita codificar para un marcador de seleccién que va usarse durante el
proceso de produccion para la generacién del virus.

Por tanto, el virus segun la presente invencion es particularmente Util en terapia génica. Por tanto, la
presente invencion se refiere también a métodos para tratar pacientes usando el virus segun la presente invencion.
Ademas, la presente invencién se refiere a una preparacion terapéutica o farmacéutica para su uso en terapia
génica. El experto es muy consciente de la composicién que contiene el virus como principio activo.

Preferiblemente, el virus es un retrovirus, por ejemplo lentivirus o retrovirus de ratdon. En particular los
retrovirus incluyen: virus de tipo C de mamifero como virus de la leucemia murina de Moloney (VLM-Mo), virus del
sarcoma de Moloney (VSM-Mo), virus de la leucemia murina de Abelson (VLM-A), virus de tipo B de mamifero como
virus de tumor mamario de ratén (VTMR), virus de la leucosis-sarcoma aviar como virus del sarcoma de Rous (VSR)
y virus del sarcoma de Fujinami (VSFu), lentivirus como virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y virus de la
inmunodeficiencia de simios (VIS), virus de la anemia infecciosa equina (VAIE), espumavirus y virus de la leucemia
de células T humanas HTLV.

El env introducido en la linea celular productora madre para llegar a una linea celular que produce virus
segun la presente invencion puede ser el env obtenido del mismo virus que las proteinas gag pol. Alternativamente,
puede usarse una proteina env de un virus heterélogo, cuando se pseudotipa el virus. El pseudotipado puede
mejorar la estabilidad viral y la eficacia de la transduccion, la especificidad de la transduccion tal como se explicé
anteriormente. Las proteinas env que van a usarse en el método segin la presente invencién pueden incluir env
10A1, 4070A, env ecotrépica, env de GALV, RD114 y LMCV, y env genéticamente modificadas por ejemplo que
confieren estabilidad al complemento, o tipos de células especificas diana y env quiméricas.

Ademas, las lineas celulares productoras madre que producen proteinas tdxicas o dafiinas como VSV-G
pueden establecerse usando casetes de expresion que proporcionan una expresion restringida (condicional) en el
tiempo de la proteina.

En el método segun la presente invencion la célula huésped usada para la produccién de la linea celular
productora madre puede seleccionarse del grupo que consiste en células de mamifero como HT1080, HEK293,
lineas celulares inmortalizadas por Tert, etc. El experto es muy consciente de las células o lineas celulares
adecuadas que pueden usarse para la produccién de la linea celular productora madre y la generacion de la linea
celular que produce virus segun la presente invencion.

La presente invencion también proporciona el uso de un vector viral, en particular de un vector retroviral, de
la invencion en la fabricacion de una composiciéon farmacéutica. La composicion farmacéutica puede usarse para
administrar un NOI a una célula diana que necesita el mismo. En particular, la composiciéon farmacéutica puede
usarse en terapia génica. La composicion puede contener opcionalmente un vehiculo, diluyente, excipiente o
adyuvante farmacéuticamente aceptable. La composicion puede contener adicionalmente componentes
farmacéuticos conocidos como aglutinantes, etc.

Ejemplos
Ejemplo 1 Generacién de una linea celular productora madre

Etapa a Etiguetado de células con un casete indicador de GFP

Se construy6 un vector de etiquetado retroviral pROL. Este vector contiene LTR derivadas de MSCV y
transduce un casete de expresién bicistrénico que comprende GFP (proteina fluorescente verde) e higromicina B
fosfotransferasa. Ademas, en la LTR en 3’ (sitio Nhel) se integraron dos sitios FTR que no interaccionan y una
secuencia que comprende un gen de neomicina fosfotransferasa no funcional, deficiente en ATG (véase la figura 2a,
carril superior para un dibujo esquematico del vector). Este vector (pROL) se transfecté de manera estable en la
linea celular de empaquetamiento PG13 tal como se describe en Spitzer et al., Hum Gene Ther. 10, 1893-1902
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(1999). En resumen, se transfectaron 5 ng de pROL a 1 x 10° células. Se seleccionaron las células para resistencia
a higromicina (200 U/ml). Se determind el titulo de GFP. Posteriormente, se infectaron 1 x 10° células HEK293 en
presencia de polibreno 8 pg/ml tal como se describe en Spitzer et al., Hum Gene Ther. 10, 1893-1902 (1999),
aplicando de ese modo una multiplicidad de infecciébn por debajo de 0,01. Dos dias tras la infeccién, se
seleccionaron las células para resistencia a higromicina. Se aislaron células resistentes a higromicina con expresion
de GFP 6ptima mediante clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) (figura 2b).

Etapa b Integracién de env y gag/pol

Se comprobé que los clones de alta expresion de GFP tenian una integracion de una Unica copia mediante
andlisis de transferencia de tipo Southern. Posteriormente, se transfectaron conjuntamente clones individuales de
manera secuencial con las funciones auxiliares. Para este fin, se transfectaron 5 pg del vector de expresion de env
anfotropico pENVA-his (Spitzer et al., J. virol 77, 6070-6075 (2003)) a 3 x 10° células del clon celular etiquetado. Se
seleccionaron las células en medio que contenia histidinol 11 mM y se confirmé la expresion de env en los clones
aislados mediante citometria de flujo. Entonces, se transfecté pCeB, un vector de expresion de gag/pol que confiere
resistencia a blasticidina (Cosset, et al. J. Virol. 69:7430-7436 (1995)), usando de nuevo 5 ug del vector y 3 x 10°
células. Se caracterizaron adicionalmente los clones celulares resistentes a blasticidina 3 ug/ml. Se examinaron los
clones para detectar la maxima produccion de retrovirus que transducen GFP (figura 2c). Se monitorizaron los
clones celulares individuales para detectar la produccion de retrovirus estable. La figura 2d muestra la produccién de
virus a partir del clon 1 B2-8F. En este ejemplo, el segundo constructo de expresion (envA) no es intercambiable.

Ejemplo 2 Generacién de una linea celular productora de virus

Intercambio del casete de etiquetado GFP por un casete de expresion de colageno

Se integrd un vector terapéutico segun la figura 3a. Se transfectaron conjuntamente 2 pg del vector de
direccionamiento pMSIRcolVIl (que contenia un vector retroviral basado en VLM que transducia ADNc de ColVII
humano) con 10 pg de un vector que codificaba para recombinasa Flp pSVFIpe usando coprecipitacion de
ADN/fosfato de calcio en 3 x 10° células HEK293 en placas de 6 pocilllos tal como se describe en Spitzer et al., Hum
Gene Ther. 10, 1893-1902 (1999). Se renové el medio 6 horas tras la transfeccion. Se incubaron las células durante
4 dias para permitir que tuviese lugar el proceso de direccionamiento, y entonces se sembraron de 1*10* a 5*10°
células en placas de cultivo de 10 cm y se dispusieron bajo presion de seleccién de G418 (1000 ug/ml) durante al
menos dos semanas. Se aislaron clones celulares individuales y se confirmé el direccionamiento correcto mediante
la pérdida de la expresion de GFP (figura 3b) y analisis de transferencia de tipo Southern (figura 3c). La
inmunotincion frente a ColVII mostré una sefial especificamente en las células seleccionadas como diana (figura 3d).

Titulo estable de células con células correctamente seleccionadas como diana

Se uso6 el sobrenadante de virus de células seleccionadas como diana con ColVIl para infectar células
NIH3T3 en presencia de polibreno 8 ug/ml (Spitzer et al., Hum Gene Ther. 10, 1893-1902 (1999)). Se documento la
expresion de ColVIl mediante inmunotincién usando un anticuerpo frente a ColVIlI (figura 4a). Se analizo la
produccién de virus tras el direccionamiento. La figura 4b muestra el titulo de virus de clones celulares
independientes obtenidos tras el direccionamiento y la seleccidn para resistencia a G418. De manera importante,
todos los subclones seleccionados como diana analizados muestran un titulo constante (figura 4b) y estable (figura
4c) durante al menos 4 semanas, lo que demuestra que este método conduce a una produccion de virus predecible
y estable.

Ejemplo 3 Optimizacién del disefio del vector retroviral

Intercambio del casete de etiguetado GFP por casetes GFP alternativos

Para evaluar la eficacia de la produccion de virus, se integraron diferentes vectores de GFP segun la figura
3a. Los vectores se resumen en la tabla 1. En este experimento, se incluyeron LTR derivadas tanto de MSCV como
de VLM asi como un vector autoinactivante con un promotor elFa interno. Se transfectaron conjuntamente 2 ug de
los vectores de direccionamiento pMSIReGFP, pMLIREGFP y pSINeGFP (tabla 1), respectivamente, con 10 pg de
un vector que codificaba para recombinasa Flp pSVFIpe usando coprecipitacion de ADN/fosfato de calcio en 3 x 10°
células HEK293 en placas de 6 pocillos tal como se describe en Spitzer et al., Hum Gene Ther. 10, 1893-1902
(1999). Se renovo el medio 6 horas tras la transfeccion. Se incubaron las células durante 4 dias para permitir que
tuviese lugar el proceso de direccionamiento, y entonces se sembraron de 1*10* a 5*10° células en placas de cultivo
de 10 cm y se dispusieron bajo presiéon de seleccion de G418 (1000 pg/ml) durante al menos dos semanas. Se
aislaron clones celulares individuales y se confirmé el direccionamiento correcto mediante analisis por transferencia
de tipo Southern (no mostrado). Se determiné el titulo (tabla 1). La figura 5A muestra el titulo de la linea celular
original (M) asi como el titulo de los clones seleccionados como diana con pMSIReGFP (carriles 1 a 8) y los clones
seleccionados como diana con pMLIReGFP (carriles a a e).

El resultado de los experimentos de direccionamiento se resume en la tabla 1. Muestra que el
direccionamiento es altamente eficaz y que se obtienen altos titulos a partir de vectores de direccionamiento
disefiados de manera diferente incluyendo vectores autoinactivantes.
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REIVINDICACIONES
Método para la generacion de una linea celular que produce virus que comprende las siguientes etapas:

a.) introducir en una linea celular productora madre un constructo de nucleétidos que comprende un
casete de nucleétidos de interés (NOI) que comprende:

i) al menos un NOI operativamente unido a un promotor;

i) repeticiones terminales largas (LTR) ubicadas en el sentido de 5’ y en el sentido
de 3’ de la secuencia de NOI, respectivamente;

iii) un fragmento de marcador de seleccion no funcional la ubicado en el sentido de
3 de la LTR en 3' que permite la formacion de un marcador de seleccion funcional |
cuando se combina con el fragmento de marcador complementario Ib presente en la linea
celular productora madre; y

iv) secuencias que permiten la integracion especifica de sitio del casete NOI en un
primer casete de expresion presente en dicha linea celular productora madre, dichas
secuencias flanquean el casete NOI en ambos sitios de dicho casete; e

b.) introducir en la linea celular productora de células madre un constructo de nucleétidos que
comprende un casete de expresion env que comprende

i) secuencia(s) del/de los gen(es) env operativamente unida(s) a un promotor;

ii) un fragmento de marcador de seleccion no funcional lla que permite la formacion
de un marcador de seleccion funcional Il que puede ser idéntico o diferente del marcador
de seleccién funcional | cuando se combina con el fragmento de marcador
complementario llb presente en la linea celular productora madre, estando dicho
fragmento de marcador de seleccion no funcional lla ubicado en el sentido de 3’ de la(s)
secuencia(s) del/de los gen(es) env;

iii) secuencias que permiten la integracion especifica de sitio de dicho casete env en
un segundo casete de expresion etiquetado presente en dicha linea celular productora
madre, dichas secuencias flanquean el casete env en ambos sitios de dicho casete;

c.) iniciar el reemplazo del casete NOI y/o el casete env por el casete de expresién correspondiente
presente en la linea celular productora madre;

d.) seleccionar lineas celulares que han integrado de manera estable el casete NOI y/o el casete env
basandose en el/llos marcador(es) de seleccion funcional(es);

en el que no se determina el orden de la etapa a.) y b.) y en el que las etapas c.) y d.) pueden llevarse a
cabo tras cada una de las etapas a.) y b.) o tras llevar a cabo las etapas a.) y b.);

con la condicién de que la linea celular productora madre usada en a.) y b.), respectivamente, pueda
obtenerse

1) integrando de manera estable un casete de expresion en el genoma de una célula huésped o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que comprende desde el
extremo 5’ hasta el extremo 3

i) una primera secuencia que permite la integracion especifica de sitio;
i) un promotor;
iii) una secuencia que codifica para un marcador de seleccion A, dicha secuencia

esta operativamente unida con el promotor de ii);

iv) una segunda secuencia que permite la integracion especifica de sitio, dicha
secuencia es diferente de la primera secuencia de i);

V) un fragmento de marcador de seleccion no funcional Ib que permite la formacion
de un marcador de seleccion funcional | cuando se combina con el fragmento
complementario la presente en el casete NOI,

1) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (l) esté integrado de
manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de I);
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IIl) integrando de manera estable un casete de expresion diferente en el genoma de la célula o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que comprende desde el
extremo 5’ hasta el extremo 3

i) una primera secuencia que permite la integracién especifica de sitio;
i) un promotor;
iii) una secuencia que codifica para un marcador de seleccion B que es diferente del

marcador de seleccién A, dicha secuencia esta operativamente unida con el promotor de
in);

iv) una segunda secuencia que permite la integracion especifica de sitio, dicha
secuencia es diferente de la primera secuencia de i);

V) un fragmento de marcador de seleccioén no funcional llb que permite la formacion
de un marcador de selecciéon funcional Il cuando se combina con el fragmento
complementario lla presente en el casete de expresion env que puede ser igual o puede
ser diferente al fragmento de marcador de seleccion Ib;

en el que las secuencias que permiten la integracion especifica de sitio pueden ser idénticas o pueden
ser diferentes a dichas secuencias del casete de expresion de );

IV) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (lll) esta integrado
de manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de (l11);

V) integrando de manera estable un casete de expresién diferente en el genoma de la célula o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que contiene un promotor
operativamente unido a una secuencia que codifica para gag/pol;

VI) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (V) esta integrado
de manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de V;

y en el que no se determina el orden de la integracion de los diferentes casetes de expresion segun (1), (IIl)
y (V) y en el que el marcador de seleccidon |y Il son diferentes de A o B.

Método para la generacion de una linea celular que produce virus que comprende las siguientes etapas:

30

35

40

45

50

a.) introducir en una linea celular productora madre un constructo de nucleétidos que comprende un
casete de nucleotidos de interés (NOI) que comprende:

i) al menos un NOI operativamente unido a un promotor;

ii) repeticiones terminales largas (LTR) ubicadas en el sentido de 5’ y en el sentido
de 3’ de la secuencia de NOI, respectivamente;

iii) un fragmento de seleccion no funcional la ubicado en el sentido de 3' de la LTR
en 3’ que permite la formacion de un dominio de seleccién funcional | cuando se combina
con el fragmento complementario Ib presente en la linea celular productora madre; y

iv) secuencias que permiten la integracion especifica de sitio del casete NOI en un
primer casete de expresion presente en dicha linea celular productora madre, dichas
secuencias flanquean el casete NOI en ambos sitios de dicho casete; y opcionalmente

b.) introducir en la linea celular productora de células madre un constructo de nucleétidos que
comprende un casete de expresiéon env que comprende

i) secuencia(s) de gen(es) env operativamente unida(s) a un promotor;

ii) un fragmento de marcador de seleccion no funcional lla que permite la formacion
de un marcador de seleccion funcional Il que puede ser igual o diferente del marcador de
seleccion funcional | cuando se combina con el fragmento de marcador complementario
IIb presente en la linea celular productora madre, estando dicho fragmento de marcador
de seleccion no funcional lla ubicado en el sentido de 3’ de la(s) secuencia(s) de gen(es)
env;

iii) secuencias que permiten la integracion especifica de sitio de dicho casete env en
un casete de expresion env presente en dicha linea celular productora madre, dichas
secuencias flanquean el casete env en ambos sitios de dicho casete;
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c.) iniciar el reemplazo del casete NOI y/o el casete env por el casete de expresién correspondiente
presente en la linea celular productora madre;

d.) seleccionar lineas celulares que han integrado de manera estable el casete NOI y/o el casete env
basandose en el/los dominio(s) de seleccidn funcional(es);

en el que no se determina el orden de la etapa a.) y opcionalmente b.) y en el que la etapa c.) y d.) pueden
llevarse a cabo tras cada una de las etapas a.) y b.) o tras llevar a cabo las etapas a.) y b.);

con la condiciéon de que la linea celular productora madre usada en a.) y b.), respectivamente, pueda
obtenerse

1) integrando de manera estable un casete de expresion en el genoma de una célula huésped o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que comprende desde el
extremo 5’ hasta el extremo 3

i) una primera secuencia que permite la integracién especifica de sitio;
i) un promotor;
iii) una secuencia que codifica para un marcador de seleccion A, dicha secuencia

esté operativamente unida con el promotor de ii);

iv) una segunda secuencia que permite la integracién especifica de sitio, dicha
secuencia es diferente de la primera secuencia de i);

V) un fragmento de marcador de seleccion no funcional Ib que permite la formacion
de un marcador de seleccion funcional | cuando se combina con el fragmento
complementario la presente en el casete NOI,

II) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de () esta integrado
de manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de |);

1) integrando de manera estable un casete de expresion env en el genoma de dicha célula o linea
celular, dicho casete de expresion env comprende un constructo de nucle6tidos que comprende:

i) opcionalmente una primera secuencia que permite la integracion especifica de
sitio;

ii) un promotor;

iii) secuencia(s) de gen(es) env operativamente unida(s) al promotor de ii);

iv) opcionalmente una segunda secuencia que permite la integracion especifica de

sitio, dicha secuencia es diferente de la primera secuencia de i);

V) opcionalmente un fragmento de marcador de seleccion no funcional llb que
permite la formacién de un marcador de seleccién funcional Il cuando se combina con el
fragmento complementario lla presente en el casete de expresion env que puede ser igual
0 puede ser diferente al fragmento de marcador de seleccién Ib;

en el que las secuencias que permiten la integracion especifica de sitio pueden ser idénticas o pueden
ser diferentes a dichas secuencias del casete de expresion de );

(IV) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (lll) esta
integrado de manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular
transducida etiquetada con el casete de expresion de (l11);

(V) integrando de manera estable un casete de expresion diferente en el genoma de la célula o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que contiene un promotor
operativamente unido a una secuencia que codifica para gag/pol;

(VI) seleccionando una linea celular transducida en la que el casete de expresién de (V) esta integrado
de manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de V;

y en el que no se determina el orden de la integracion de los diferentes casetes de expresion segun (1), (I11)
y (V) y en el que el marcador de seleccion | y Il son diferentes al marcador de selecciéon A o B.

Método para la generacion de una linea celular productora madre que comprende las etapas de
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1) integrar de manera estable un casete de expresién en el genoma de una célula huésped o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que comprende desde el
extremo 5’ hasta el extremo 3

i) una primera secuencia que permite la integracién especifica de sitio;
if) un promotor;

iii) una secuencia que codifica para un marcador de seleccion A, dicha secuencia esta
operativamente unida con el promotor de ii);

iv) una segunda secuencia que permite la integracion especifica de sitio, dicha secuencia
es diferente de la primera secuencia de i);

v) un fragmento de marcador de seleccion no funcional Ib que permite la formacion de un
marcador de seleccion funcional | cuando se combina con el fragmento complementario la
presente en el casete NOI;

II) seleccionar una linea celular transducida en la que el casete de expresién de (l) esta integrado de
manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de |);

Ill) integrar de manera estable un casete de expresion diferente en el genoma de la célula o linea
celular, dicho casete de expresién comprende un constructo de nucleétidos que comprende desde el
extremo 5’ hasta el extremo 3

i) una primera secuencia que permite la integracion especifica de sitio;
i) un promotor;

iii) una secuencia que codifica para un marcador de seleccién B que es diferente del
marcador de seleccion A, dicha secuencia esta operativamente unida con el promotor de

ii);
iv) una segunda secuencia que permite la integracion especifica de sitio, dicha secuencia
es diferente de la primera secuencia de i);

v) un fragmento de marcador de seleccion no funcional Ilb que permite la formacién de un
marcador de seleccion funcional Il cuando se combina con el fragmento complementario
lla presente en el casete de expresion env que puede ser igual o puede ser diferente al
fragmento de marcador de seleccion Ib;

en el que las secuencias que permiten la integracion especifica de sitio pueden ser idénticas o pueden
ser diferentes a dichas secuencias del casete de expresion de );

IV) seleccionar una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (Ill) esta integrado de
manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de (l11);

V) integrar de manera estable un casete de expresion diferente en el genoma de la célula o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que contiene un promotor
operativamente unido a una secuencia que codifica para gag/pol;

VI) seleccionar una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (V) esta integrado de
manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de V;

y en el que no se determina el orden de la integracion de los diferentes casetes de expresion segun (1), (I11)
y (V).

Método para la generacion de una linea celular productora madre que comprende las etapas de:

1) integrar de manera estable un casete de expresién en el genoma de una célula huésped o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucleétidos que comprende desde el
extremo 5’ hasta el extremo 3

i) una primera secuencia que permite la integracion especifica de sitio;
if) un promotor;

iii) una secuencia que codifica para un marcador de seleccion A, dicha secuencia esta
operativamente unida con el promotor de ii);
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iv) una segunda secuencia que permite la integracion especifica de sitio, dicha secuencia
es diferente de la primera secuencia de i);

v) un fragmento de marcador de seleccidn no funcional Ib que permite la formacion de un
marcador de seleccion funcional | cuando se combina con el fragmento complementario la
presente en el casete NOI;

II) seleccionar una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (I) esta integrado de
manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de |);

Ill) integrar de manera estable un casete de expresion env en el genoma de dicha célula o linea
celular, dicho casete de expresién env comprende un constructo de nucleétidos que comprende:

i) opcionalmente una primera secuencia que permite la integracién especifica de sitio;
i) un promotor;
iii) secuencia(s) de gen(es) env operativamente unida(s) al promotor de ii);

iv) opcionalmente una segunda secuencia que permite la integracion especifica de sitio,
dicha secuencia es diferente de la primera secuencia de i);

Vi) opcionalmente un fragmento de marcador de seleccion no funcional Ilb que
permite la formacién de un marcador de seleccién funcional Il cuando se combinan con el
fragmento complementario Ila presente en el casete de expresion env que

puede igual o puede ser diferente al fragmento de marcador de seleccion Ib;

en el que las secuencias que permiten la integracién especifica de sitio pueden ser idénticas o pueden
ser diferentes a dichas secuencias del casete de expresion de 1);

(IV) seleccionar una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (lll) esta integrado
de manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de (Il);

(V) integrar de manera estable un casete de expresion diferente en el genoma de la célula o linea
celular, dicho casete de expresion comprende un constructo de nucle6tidos que contiene un promotor
operativamente unido a una secuencia que codifica para gag/pol;

(VI) seleccionar una linea celular transducida en la que el casete de expresion de (V) esta integrado
de manera estable en el genoma del huésped dando como resultado una linea celular transducida
etiquetada con el casete de expresion de V;

y en el que el no se determina el orden de la integraciéon de los diferentes casetes de expresion segun (1),
1y y (V).

Método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que los casetes de expresion de (1) y/o
(1) contienen adicionalmente una LTR en 5’y en 3.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la introduccién del/de los
constructo(s) de nucleétidos se realiza mediante transfeccién o una infeccion.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5, 6, en el que la integracién de los casetes se
efectla mediante un sistema de recombinasa y/o mediante enzimas de restriccion.

Método segun la reivindicacion 7, en el que el sistema de recombinasa son los sitios de reconocimiento
recombinasa Cre/loxP del bacteriéfago P1 o la recombinasa FLP especifica de sitio de S. cerevisae.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el sistema de recombinacién para la integracion especifica
de sitio es el sistema FLP que usa diferentes variantes de dianas de reconocimiento de FLP (FRT) en el
que las secuencias que flanquean el casete NOI y el casete env en ambos sitios y que permiten la
recombinacién especifica de sitio son secuencias que no interaccionan siendo diferentes entre si.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 a 9, en el que el fragmento de marcador de
seleccién no funcional presente en el casete NOI y/o el casete env contiene un promotor o un elemento
IRES operativamente unido a una secuencia de coddén de iniciacion que permite la expresion de un
marcador de seleccion diferente al marcador de seleccién A o B cuando se complementa con el fragmento
de marcador de seleccion no funcional complementario.
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Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 a 10, en el que el fragmento de marcador de
seleccion no funcional presente en el casete NOI y/o el casete env contiene sélo un promotor que activa un
marcador de seleccién silencioso pero funcional integrado tras la etapa de etiquetado.

Método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 a 11, en el que el fragmento de marcador de
seleccién no funcional presente en el casete NOI y/o el casete env contienen una sefial de corte y empalme
gue permite la traduccién del marcador de seleccion.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el NOI codifica para una molécula seleccionada del grupo
gue consiste en proteinas, péptidos, secuencias de acido nucleico antisentido, ribozimas y ARNip.

Método segun la reivindicacion 1, 2 6 13, en el que el NOI es una molécula terapéuticamente Uutil.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3, 5 a 14, en el que los marcadores de seleccion A
y/o B se seleccionan del grupo que consiste en marcadores de resistencia a antibiéticos, de resistencia a
farmacos, de expresioén celular y extracelular.

Método segun la reivindicacién 15, en el que los marcadores de seleccion A y/o B se seleccionan del grupo
gue consiste en GFP, B-galactosidasa, fosfatasa alcalina secretada y marcadores de superficie celular.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 a 16, en el que el promotor al que el NOI y/o el
gen env esta operativamente unido segun a.) i) o b.) i) es una LTR ubicada en el sentido de 5’ del NOI y/o
el gen env, respectivamente.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que al menos un casete contiene un
promotor adicional operativamente unido a las secuencias que van a transcribirse.

Método segun la reivindicacion 18, en el que el promotor adicional se selecciona del grupo que consiste en
promotores constitutivos y promotores para la expresion controlada o restringida en el tiempo.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 a 19, en el que se introduce la recombinasa en
la célula de empaquetamiento mediante transfeccion o infeccion.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 a 19, en el que se introduce la recombinasa en
el sistema proporcionando directamente la enzima a las células.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 a 19, en el que el gen que codifica para la
recombinasa esta integrado de manera estable en el genoma del huésped operativamente unido con un
promotor inducible.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el virus esta pseudotipado.

Linea celular que produce virus que puede obtenerse con un método segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1, 2,y 5 a 23.

Linea celular productora madre que puede obtenerse con un método segun una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 22.

Uso de la linea celular que produce virus segun la reivindicacion 24 o la linea celular productora madre
segun la reivindicacion 25 para la produccion de virus.

Uso segun la reivindicacion 26 para la produccién de una preparacion terapéutica que contiene un virus o
una particula de virus para terapia génica.
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