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DESCRIPCION
Timidina quinasa.

Campo de la Invencién

La presente invencién se refiere a un acido nucleico que codifica un gen de timidina quinasa sustancialmente no
susceptible de remodelacion, y su uso en terapia.

Antecedentes de la Invencion

Existe un interés considerable en el uso de genes suicidas metabdlicos en terapia génica. En la bibliografia se
describen numerosos genes suicidas, tales como, por ejemplo, los genes que codifican citosina-desaminasa, purina-
nucledsido-fosforilasa o una timidina quinasa. Entre estos genes, el gen que codifica la timidina quinasa del virus del
herpes simplex tipo 1 (HSV-tk) es especialmente ventajoso desde un punto de vista terapéutico. EI gen HSV-tk
expresa una enzima que cuando se utiliza en combinacion con el analogo de nucleésido ganciclovir, es capaz de
eliminar especificamente las células en division. De particular importancia es la presencia de un efecto propagado de
toxicidad (efecto "espectador") que esta asociado con el uso de HSV-tk/ganciclovir. Este efecto se manifiesta en si
mismo en la destruccién no sélo de las células que han incorporado el gen de timidina quinasa (tk) sino también las
células vecinas.

El mecanismo de accion del sistema HSV-tk/ganciclovir puede resefiarse como sigue: las células de mamifero
modificadas para expresar la enzima TK implementan el primer paso de fosforilacién de ganciclovir para producir
ganciclovir-monofosfato. Subsiguientemente, las quinasas celulares permiten que este ganciclovir-monofosfato se
metabolice sucesivamente a difosfato y luego trifosfato. El ganciclovir-trifosfato asi generado, produce luego efectos
téxicos al incorporarse en el DNA, e inhibe parcialmente la polimerasa alfa del DNA celular, causando con ello la
detencion de la sintesis de DNA y conduciendo por consiguiente a la muerte celular (Moolten, 1986; Mullen, 1994).

El sistema HSV-tk/ganciclovir puede utilizarse en un gran numero de aplicaciones terapéuticas y se han
implementado numerosas pruebas clinicas en la Ultima década. Métodos de utilizacion del gen HSV-tk en terapia
génica se describen, por ejemplo, en los documentos WO 90/07936, US 5.837.510, US 5.861.290, WO 98/04290,
WO 97/37542 y US 5.631.236.

Una aplicacion interesante del sistema HSV-tk/ganciclovir es en la prevencion de la enfermedad de rechazo inverso
(GvHD), una afeccién que puede interferir con el resultado del trasplante alogénico de médula 6sea, el tratamiento
de eleccion para muchas enfermedades malignas hematoldgicas. La GvHD ocurre cuando las células T en el injerto
de células madre trasplantado comienzan a atacar el cuerpo del receptor. La eliminacién de las células T del injerto
puede prevenir la GvHD, pero favorece también la recurrencia de la enfermedad y el rechazo del injerto. Para
contrarrestar estos efectos, los pacientes de trasplante alogénico de médula 6sea pueden tratarse por introduccion
de linfocitos T del donante después de un cierto retardo subsiguiente al trasplante alogénico de médula 6sea. La
transferencia del gen HSV-tk a los linfocitos T del donante permite su erradicacion después de la administracion de
ganciclovir en el caso de la aparicion de GvHD. En una prueba, los pacientes recibieron un trasplante de médula
O0sea empobrecido en células T junto con dosis crecientes de linfocitos donantes transducidos con el gen HSV-tk
(Tiberghien et al., 2001). Las células circulantes que expresaban HSV-tk pudieron detectarse durante mas de un afo
después del injerto de todos los pacientes. Seis de los doce pacientes desarrollaron GvHD vy recibieron ganciclovir,
reduciendo sustancialmente el niumero de células circulantes modificadas (disminucion media de 85% en numero
absoluto).

Se han producido mutantes en el gen HSV-tk que aumentan su actividad bioldgica. Ejemplos de tales genes HSV-tk
mutantes se describen, por ejemplo, en Kokoris et al (1999), WO 95/30007, US 5.877.010, WO 99/19466 y WO
95/14102. Sin embargo, un grave problema asociado con el sistema timidina quinasa/ganciclovir es la aparicion de
resistencia a ganciclovir en las células HSV-tk transducidas. Esto tiene una importancia particular, dado que la
proporcion relativa de células que son resistentes a ganciclovir puede aumentar rapidamente a lo largo del curso de
tratamiento.

Se encontré que la presencia de resistencia a ganciclovir en una linea de células T linfoblastoides humanas
transducida con un vector retroviral que contiene el gen HSV-tk esta asociada con una delecidon de 227 pares de
bases en el gen HSV-tk (Fillat et al., 2003). La misma delecion estaba presente también en células T humanas
primarias transducidas con el vector y en 12 pacientes que recibieron células T transducidas del donante (Garin et
al., 2001). WO 01/79502 describe que la causa de esta delecién se cree es debida a la presencia de secuencias de
nucledtidos en el mRNA de HSV-tk que actian como sitios de remodelacién para causar la produccidon de una
proporcion de particulas de virus que llevan una forma aberrante del gen, llevando el resto el gen de longitud total.
Un mutante del gen de timidina quinasa se describe en WO 01/79502 y en Chalmers 2001, Molecular Therapy
4:146-148, en la cual se han eliminado los sitios de remodelacion, y que reduce la produccion de la forma aberrante
del gen de timidina quinasa. Sin embargo, este mutante esta asociado todavia con una cantidad perjudicial de
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remodelacion génica. Constructos de fusion CD34-tk se describen en Rettig et al., 2003. Estos constructos de fusion
contienen genes HSV-tk modificados. Sin embargo, no existe demostraciéon alguna de que los genes modificados
reduzcan la remodelacion del mMRNA de HSV-tk.

Asi pues, persiste la necesidad de un gen de timidina quinasa modificado que no sea susceptible de remodelacion
génica y que aborde los problemas asociados con la resistencia a ganciclovir.

Sumario de la Invencién

La presente invencion resuelve el problema arriba mencionado proporcionando un gen de HSV-tk que expresa una
mayor proporcion de mRNA que no ha sufrido remodelacion que los genes HSV-tk descritos previamente. Los
autores de la presente invencién han identificado un sitio aceptor de remodelacién 14 pares de bases aguas arriba
del sitio aceptor identificado previamente. Se demuestra que los intentos previos para inhibir la remodelacién por
modificacién de los sitios donantes y aceptores identificados previamente pueden dar como resultado la activacion
de este sitio aceptor y la remodelacion génica subsiguiente. Sorprendentemente, los autores de esta invencion
demuestran que la modificacion del gen HSV-tk en ciertos nucledtidos especificos proporciona un gen HSV-tk que
es capaz de expresar mRNA sustancialmente exento de remodelacion. En particular, se demuestra que la mutacién
de al menos uno de los nucledtidos en el sitio de remodelacion del donante puede prevenir sustancialmente la
remodelacion.

Exposicion de la Invencion

Se describe un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una timidina quinasa en
donde al menos uno de los nucleédtidos que corresponden a nucleétidos de sitios donantes de remodelacion ha sido
reemplazado por otro nucledtido y en donde los nucleétidos de los sitios aceptores de remodelacion no se han
alterado.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una timidina quinasa en donde al menos uno de los nucledtidos
correspondientes a los nucledtidos de los sitios de remodelacién del donante en las posiciones 329 y 330 de la
secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 (Tk wt) se ha reemplazado por otro nucleétido y en donde los nucleétidos de
los sitios aceptores de remodelacion no se han alterado.

En una realizacion, ambos nucleétidos correspondientes a los nucledétidos del sitio donante de remodelacion en las
posiciones 329 y 330 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se han reemplazado por otro nucleétido.

En una realizacién, el nucledtido de la posicion 330 ha cambiado de T a C.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una timidina quinasa en donde al menos uno de los nucledtidos
correspondientes a los nucledtidos de los sitios donantes de remodelacion en las posiciones 329 y 330 de la
secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 (Tk wt) se ha reemplazado por otro nucleétido y en donde al menos uno de
los nucledtidos correspondientes a los nucleétidos de los sitios aceptores de remodelacion en las posiciones 554 y
555 y al menos uno de los nucleétidos correspondientes a los nucleétidos de los sitios aceptores de remodelacion en
las posiciones 662 y 663 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 no se ha alterado.

Preferiblemente, ambos nucledtidos correspondientes a las posiciones 554 y 555 no se han alterado.
Preferiblemente, ambos nucleétidos correspondientes a las posiciones 662 y 663 no se han alterado.

En una realizacién, ambos nucleétidos correspondientes a los nucleétidos de los sitios donantes de remodelacién en
las posiciones 329 y 330 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se han reemplazado por otro nucleétido.

En una realizacién, el nucleétido de la posiciéon 330 ha cambiado de T a C.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un polinucleétido que comprende la
secuencia TkMut2 de la Figura 1.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencion, se proporciona un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una timidina quinasa en donde al menos uno de los nucleétidos donantes de
remodelacion correspondientes al o a los nucleétidos en las posiciones 329 y 330 de la secuencia de tipo salvaje de
la Figura 1 (Tk wt) se ha reemplazado por otro nucledtido y en donde al menos uno de los nucledtidos
correspondientes a los nucleétidos de los sitios aceptores de remodelacion en las posiciones 541 y 542 de la
secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se ha reemplazado por otro nucleétido.
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En una realizacion, ambos nucleétidos correspondientes a los nucleétidos de sitios donantes de remodelacion en las
posiciones 329 y 330 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se han reemplazado por otro nucleétido.

En una realizacién, el nucledtido correspondiente a la posicion 330 ha cambiado de T a C.

En otra realizaciéon, ambos nucleétidos correspondientes a los nucleétidos de sitios aceptores de remodelacion en
las posiciones 541 y 542 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se han reemplazado por otro nucleétido.

En otra realizacion, el nucleétido correspondiente al nucleétido en la posicion 541 esta cambiadode Aa T.
En otra realizacion, el nucleétido correspondiente al nucleétido en la posicion 542 esta cambiado de G a C.

En otra realizacion, al menos uno de los nucleétidos correspondientes a los nucleétidos de los sitios aceptores de
remodelacion en las posiciones 554 y 555 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se ha reemplazado también
por otro nucledétido de tal modo que no esta presente sitio alguno de remodelacion.

En una realizacién, ambos nucleétidos correspondientes a los nucledtidos de los sitios aceptores de remodelacion
en las posiciones 541 y 542 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se han reemplazado por otro nucleétido de
tal modo que no esta presente sitio alguno de remodelacion.

En otra realizacion, el nucleétido correspondiente al nucleétido de la posicion 555 ha cambiado de G a A.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invencion, se proporciona un polinucledtido que comprende la
secuencia TkMnt23 de la Figura 1.

De acuerdo con un sexto aspecto de la presente invencion, se proporciona un polinucleétido que comprende la
secuencia TkMut234 de la Figura 1.

De acuerdo con un séptimo aspecto de la presente invencién, se proporciona un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica una timidina quinasa en donde al menos uno de los nucledtidos de sitios
donantes de remodelacién correspondientes al o a los nucledtidos de las posiciones 329 y 330 de la secuencia de
tipo salvaje de la Figura 1 (Tk wt) se ha reemplazado por otro nucleétido y en donde los nucleétidos
correspondientes a los nucleétidos de sitios aceptores de remodelacion en las posiciones 554 y 555 de la secuencia
de tipo salvaje de la Figura 1 se ha reemplazado por otro nucledétido.

En una realizacién, ambos nucleétidos correspondientes a los nucledtidos de sitios donantes de remodelacion en las
posiciones 329 y 330 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1, se han reemplazado por otro nucleétido.

En otra realizacion, ambos nucleétidos correspondientes a los nucledtidos de sitios aceptores de remodelacion en
las posiciones 554 y 555 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1, se han reemplazado por otro nucleétido.

Preferiblemente, el nucledétido correspondiente al nucleétido de la posicion 330 ha cambiado de T a C.
Preferiblemente, el nucleétido correspondiente al nucleétido de la posicion 555 ha cambiado de G a A.

De acuerdo con un octavo aspecto de la presente invencion, se proporciona un polinucleétido que comprende la
secuencia Tk-Mut24 de la Figura 1.

Se describe también en esta memoria un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
una timidina quinasa en donde al menos uno de los nucledtidos correspondientes a los nucleétidos de los sitios
aceptores de remodelacion en la posicion 554 y 555 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 (Tk wt) se ha
reemplazado por otro nucleétido.

Se describe también en esta memoria un polinucleétido que comprende la secuencia Tk-Mut4 de la Figura 1.
Se describe también en esta memoria un polinucleétido que comprende la secuencia Tk-Mut34 de la Figura 1.

Preferiblemente, el nucleétido de reemplazamiento no altera la secuencia del polipéptido codificado por dicha
secuencia de nucledtidos.

De acuerdo con un noveno aspecto de la presente invencién se proporciona un vector que comprende un
polinucledtido de la presente invencion.

Preferiblemente, el vector es un vector de expresion.

De acuerdo con un décimo aspecto de la presente invencion, se proporciona una célula hospedadora que
comprende un polinucledtido o un vector de la presente invencion.
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De acuerdo con un undécimo aspecto de la presente invencion, se proporciona una composiciéon farmacéutica que
comprende un polinucleétido, un vector o una célula hospedadora de la presente invencion, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con un duodécimo aspecto de la presente invencion, se proporciona un kit que comprende
(i) un polinucleostido, un vector, una célula hospedadora o una composicion farmacéutica de la presente invencion; y
(i) un agente sustancialmente no toxico que es convertido por una timidina quinasa en un agente téxico.

De acuerdo con un decimotercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un polinucleétido, un vector, una
célula hospedadora o una composicion farmacéutica de la presente invencion para uso en medicina.

De acuerdo con un decimocuarto aspecto de la presente invencion, se proporcionan productos que contienen un
polinucledtido, un vector, una célula hospedadora o una composicién farmacéutica de la presente invencion, y un
agente sustancialmente no téxico para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de un paciente con
células en necesidad de destruccion, en donde dicho agente sustancialmente no téxico es convertido por una
timidina quinasa en un agente toxico.

Se describe también en esta memoria un método de destruccion de células que comprende:
(i) introducir en dichas células un polinucleétido o un vector de la presente invencion; y

(i) simultanea, separada o secuencialmente, poner en contacto dichas células con un agente sustancialmente
no téxico que es convertido por una timidina quinasa en un agente toxico.

Se describe también en esta memoria un método de destruccién de células que comprende:
(i) introducir en dichas células un polinucleétido o un vector de la presente invencion;
(ii) dejar que dichas células expresen timidina quinasa; y

(iii) poner en contacto dichas células con un agente sustancialmente no toxico que es convertido por una
timidina quinasa en un agente toxico.

Se describe también en esta memoria un método de tratamiento de un paciente con células en necesidad de
destruccion que comprende:

(i) introducir en el paciente un polinucleétido, un vector o una composicién farmacéutica de la presente
invencion;

(i) simultanea, separada o secuencialmente, introducir en el paciente un agente sustancialmente no téxico
que es convertido por una timidina quinasa en un agente téxico.

Se describe también en esta memoria un método de tratamiento de un paciente con células en necesidad de
destruccion que comprende:

(i) introducir en el paciente un polinucleétido, un vector o una composicion farmacéutica de la presente invencion;
(i) dejar que dicho nucleétido o vector sea capturado por dichas células;
(iii) dejar que dichas células expresen timidina quinasa; y

(iv) introducir en el paciente un agente sustancialmente no téxico que es convertido por una timidina quinasa en un
agente toxico.

Se describe también en esta memoria un método de tratamiento de un paciente con células en necesidad de
destruccion que comprende:

(i) retirar las células del paciente o células donantes;
(ii) introducir ex vivo en las células un polinucleétido o un vector de la presente invencion;
(iii) Introducir las células modificadas en el paciente;

(iv) dejar que las células expresen timidina quinasa; y
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(v) administrar al paciente un agente sustancialmente no téxico que es convertido por una timidina quinasa en un
agente toxico.

Se describe también en esta memoria un método de prevencion de la enfermedad de rechazo inverso en un
paciente que comprende:

(i) administrar a un hospedador células T modificadas por ingenieria genética para incluir un polinucleétido de la
presente invencion o un vector de la presente invencion; y

(i) administrar a dicho hospedador, antes de la aparicion de la enfermedad de rechazo inverso, un agente
sustancialmente no toxico en una cantidad eficaz para destruir dichas células T modificadas por ingenieria genética
por interaccion de dicho agente con una timidina quinasa.

Preferiblemente, el agente sustancialmente no tdéxico utilizado en la presente invencion es uno cualquiera de
ganciclovir, aciclovir, trifluorotimidina, 1-[2-desoxi, 2-fluoro, B-D-arabinofuranosil]-5-yodouracilo, ara-A, ara-1,1-p-D-
arabinofuranosil-timina, 5-etil-2'-desoxiuridina, 5-yodo-5'-amino-2,5'-didesoxiuridina, idoxuridina, AZT, AlV,
didesoxicitidina, AraC y bromovinil-desoxiuridina (BVDU).

De acuerdo con un decimoquinto aspecto de la presente invencién, se proporciona un polinucleétido, un vector o
una célula hospedadora de la presente invencién para destruir células en un paciente.

De acuerdo con un decimosexto aspecto de la presente invencion, se proporciona un polinucleétido, un vector o una
célula hospedadora de la presente invencion para uso en el tratamiento del cancer.

De acuerdo con un decimoséptimo aspecto de la presente invencidon se proporciona un polinucleétido, un vector o
una célula hospedadora de la presente invencién para uso en la prevencion de la enfermedad de rechazo inverso.

Se describe también en esta memoria el uso de un polinucleétido, un vector o una célula hospedadora de la
presente invencion en la preparacion de un medicamento para destruccion de células en un paciente.

Se describe también en esta memoria el uso de un polinucleétido, un vector o una célula hospedadora de la
presente invencion en la preparacion de un medicamento para tratamiento del cancer.

Descripcion Detallada

Diversas caracteristicas y realizaciones preferidas de la presente invencién se describiran a continuacién por via de
ejemplos no limitantes.

La practica de la presente invencidon empleard, a no ser que se indique otra cosa, técnicas convencionales de
quimica, biologia molecular, microbiologia, DNA recombinante e inmunologia, que estan dentro de las capacidades
de una persona con experiencia ordinaria en la técnica. Dichas técnicas se explican en la bibliografia. Véase, por
ejemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch, y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion,
Books 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 y suplementos periddicos; Current
Protocols in Molecular Biology, caps. 9, 13, y 16, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A.
Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing: Essential Techniques, John Wiley & Sons; J. M. Polak y James O'D.
McGee, 1990, In Situ Hybridization: Principles and Practice; Oxford University Press; M. J. Gait (Editor), 1984,
Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press; D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, Methods of
Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic
Press; y E. M. Shevach y W. Strober, 1992 y suplementos periddicos, Current Protocols in Immunology, John Wiley
& Sons, Nueva York, NY. Cada uno de estos textos generales se incorpora en la presente memoria por referencia.

Gen HSV-tk

Como se utiliza en esta memoria, la expresion "no alterado" significa no alterado con respecto a la secuencia de tipo
salvaje (Tk wt).

Como se utiliza en esta memoria, la expresiéon "reemplazado por otro nucledtido" significa reemplazado por un
nucledtido que difiere de la secuencia de tipo salvaje (Tk wt). Los reemplazamientos se hacen de tal modo que se
retira el sitio relevante donante de remodelacién o los sitios aceptores de remodelacion.

Los mutantes timidina quinasa de la presente invencién pueden prepararse a partir de una gran diversidad de
timidina quinasas. Preferiblemente, el mutante de timidina quinasa se deriva de timidina quinasa de Herpesviridae
que incluyen por ejemplo herpesvirus de primates, y herpesvirus de no primates tales como herpesvirus aviares.
Ejemplos representativos de herpesvirus adecuados incluyen el Virus del Herpes Simplex Tipo1 (McKnight et al.,
1980), el Virus del Herpes Simplex Virus Tipo 2 (Swain y Galloway, 1983), el Virus Zéster de la Varicela
(Davidson y Scott, 1986), el herpesvirus del titi (Otsuka y Kit, 1984), el herpesvirus de los felinos tipo 1
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(Nunberg et al.,, 1989), el virus de la pseudorrabia (Kit y Kit, Patente U.S. No. 4.514.497, 1985), el
herpesvirus de los equinos tipo 1 (Robertson y Whalley, 1988), el herpesvirus de los bovinos tipo 1 (Mittal
y Field, 1989), el herpesvirus del pavo (Martin et al., 1989), el virus de la enfermedad de Marek (Scott et
al., 1989), el herpesvirus saimiri (Honess et al., 1989) y el virus Epstein-Barr (Baer et al., 1984).

Tales herpesvirus pueden obtenerse facilimente de fuentes comerciales tales como la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo ("ATCC", Rockville, Maryland). Depésitos de algunos de los herpesvirus
arriba identificados pueden obtenerse facilimente de la ATCC, por ejemplo: ATCC No. VR-539 (Herpes
simplex tipo 1); ATCC Nos. VR-734 y VR-540 (Herpes Simplex tipo 2); ATCC NO. VR-586 (Virus Zoster
de la Varicela); ATCC No. VR-783 (laringotraqueitis infecciosa); ATCC Nos. VR-624, VR-987, VR-2103,
VR-2001, VR-2002, VR-2175, VR-585 (virus de la enfermedad de Marek); ATCC Nos. VR-584B y VR-
584B (herpesvirus del pavo); ATCC Nos. VR-631 y VR-842 (herpesvirus de los bovinos tipo 1); y ATCC
Nos. VR-2003, VR-2229 y VR-700 (herpesvirus de los equinos tipo 1). Los herpesvirus pueden aislarse e
identificarse también facilmente de fuentes existentes naturalmente (v.g., de un animal infectado).

El gen de timidina quinasa puede aislarse y mutarse facilmente como se describe mas adelante, con objeto de
construir moléculas de acido nucleico que codifiquen un gen de timidina quinasa que comprende una o mas
mutaciones que reducen sustancialmente la remodelacion génica, en comparacion con una timidina quinasa no
mutada. Como se utiliza en esta memoria, deberia entenderse que la expresion "timidina quinasa no mutada" hace
referencia a una timidina quinasa nativa o de tipo salvaje tal como la descrita por McKnight et al., (Nucl. Acids Res.
8:5949-5964, 1980).

Debe indicarse que en esta solicitud las posiciones de los nucledtidos se asignan tomando como referencia una
posicion de la Figura 1. Sin embargo, al asignar dichas referencias, se entendera que la invencién no debe
considerarse limitada a la secuencia exacta tal como se presenta en la figura, sino que incluye variantes y derivados
de la misma. Asi, se contempla la identificacion de las localizaciones de nucleétidos en otras secuencias de timidina
quinasa (v.g., nucledtidos en posiciones que la persona experta podria considerar corresponden a las posiciones
identificadas de la Figura 1). La persona experta en la técnica puede alinear facilmente secuencias similares y
localizar las mismas localizaciones de nucleétidos.

Construccion de Mutantes HSV-tk

Pueden construirse mutantes de timidina quinasa de la presente invencion utilizando una diversidad de técnicas. Por
ejemplo, pueden introducirse mutaciones en loci particulares por sintesis de oligonucleétidos que contienen una
secuencia mutante, flanqueada por sitios de restriccién que permiten la ligacién a fragmentos de la secuencia nativa.
Después de la ligacion, la secuencia resultante reconstruida codifica un derivado que tiene la insercion, sustitucion o
delecion de aminoacidos deseada.

Alternativamente, pueden emplearse procedimientos de mutagénesis de sitio especifico dirigida por oligonucleétidos
(o de segmentos especificos) que proporcionan un gen alterado que tiene codones particulares alterados de acuerdo
con la sustitucion, delecidn o insercion requerida. Pueden construirse también derivados por delecién o truncacion
de mutantes de timidina quinasa utilizando sitios de endonucleasas de restriccion convenientes adyacentes a la
delecion deseada. Subsiguientemente a la restriccion, pueden rellenarse los salientes, y religarse el DNA. Métodos
ilustrativos de realizacion de las alteraciones arriba indicadas han sido descritos por Sambrook et al. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 22 Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).

Pueden construirse también mutantes de timidina quinasa utilizando técnicas de mutagénesis PCR, mutagénesis
quimica, mutagénesis quimica (Drinkwater y Klinedinst, 1986) por incorporacion erronea forzada de nucledtidos
(v.g., Liao y Wise, 1990), o por el uso de oligonucledtidos mutagenizados aleatoriamente (Horwitz et al., 1989).

En una realizacién preferida de la presente invencion, los nucleétidos se modifican tomando nota del cédigo genético
de tal modo que un coddén se cambie por un codén degenerado que codifica el mismo residuo de aminoacido. De
este modo, es posible construir regiones codificantes de la proteina de interés que codifican proteina de tipo salvaje
pero que no contienen un sitio de remodelacién funcional.

Sitios de remodelacion

La proporcion de RNA que se retira (o "se corta") durante la remodelacion se denomina tipicamente un intrén, y las
dos piezas de RNA a cada lado del intron que se unen por remodelacion se denominan tipicamente exones (Figura
2).

Un sitio donante de remodelacion es un sitio en el RNA que se encuentra en el lado 5' del RNA que se elimina
durante el proceso de remodelacién y que contiene el sitio que se corta y se une de nuevo a un residuo nucleotidico
en un sitio aceptor de remodelacion. Asi pues, un sitio donante de remodelacion es la unién entre el extremo de un
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exon y el comienzo del intrén, terminando tipicamente en el dinucleétido GU. En una realizacién preferida de la
presente invencién, uno o ambos dinucledtidos terminales GU (o dinucledtidos GT en la secuencia de DNA
correspondiente) del sitio donante de remodelacién se ha(n) alterado para eliminar el sitio de remodelacion.

Un sitio aceptor de remodelacién es un sitio en el RNA que se encuentra en el lado 3' del RNA que se retira durante
el proceso de remodelacion y que contiene el sitio que se corta y se une de nuevo a un residuo de nucleétido dentro
de un sitio donante de remodelacion. Asi pues, un sitio aceptor de remodelacion es la unién entre el extremo de un
intrén (que termina tipicamente con el dinucledtido AG) y el comienzo del exdn de aguas abajo. En una realizacion
preferida de la presente invencion, uno o ambos dinucleétidos terminales AG del sitio aceptor de remodelacion
esta(n) alterados para eliminar el sitio de remodelacion.

Polinucleétidos

Los polinucleétidos utilizados en la invencion pueden comprender DNA o RNA. Los mismos pueden ser
monocatenarios o bicatenarios. Las personas expertas comprenderan que numerosos polinucledtidos diferentes
pueden codificar el mismo polipéptido como resultado de la degeneracién del cédigo genético. Adicionalmente, debe
entenderse que las personas expertas pueden, utilizando técnicas de rutina, realizar sustituciones de nucleétidos
que no afectan a la secuencia de polipéptidos codificada por los polinucleétidos utilizados en la invencion a fin de
reflejar el uso de codones en cualquier organismo hospedador particular en el cual deban expresarse los
polipéptidos. Los polinucleétidos pueden modificarse por cualquier método disponible en la técnica. Dichas
modificaciones pueden realizarse a fin de mejorar la actividad o duracién de vida in vivo de los polinucleétidos de la
invencion.

Los polinucleétidos utilizados en la invenciéon pueden codificar proteinas de fusion, por ejemplo para ayudar a la
secrecion celular de los polipéptidos expresados. En el caso en que, por ejemplo, se desea que un polipéptido HSV-
tk sea expresado por la célula, puede ser deseable afiadir secuencias de direccionamiento para direccionar las
proteinas a compartimientos particulares de la célula o a caminos secretores. Tales secuencias de direccionamiento
han sido caracterizadas extensamente en la técnica.

Los polinucledtidos tales como polinucleétidos de DNA pueden producirse por recombinacién, por sintesis, o por
cualquier medio disponible para los expertos en la técnica. Los mismos pueden clonarse también por técnicas
estandar.

Los polinucledtidos mas largos se produciran generalmente utilizando medios recombinantes, por ejemplo utilizando
técnicas de clonacion PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Esto implicara construir un par de iniciadores
(v.g. de aproximadamente 15 a 30 nucledtidos) que flanquean una regidon de la secuencia lipidica de
direccionamiento que se desea clonar, poner en contacto los iniciadores con mMRNA o cDNA obtenidos de una célula
animal o humana, realizar una reaccién en cadena de polimerasa en condiciones que provocan la amplificacién de la
region deseada, aislar el fragmento amplificado (v.g. por purificacion de la mixtura de reaccién en un gel de agarosa)
y recuperar el DNA amplificado. Los iniciadores pueden disefiarse de modo que contengan sitios de reconocimiento
por enzimas de restriccion adecuadas a fin de que el DNA amplificado pueda clonarse en un vector de clonacion
adecuado.

Se apreciara que el polinucleétido de la invencion puede contener solamente una region codificante para la timidina
quinasa mutante. Sin embargo, se prefiere que el polinucleétido comprenda ademas, en enlace operativo, una
porcién de acido nucleico que permita la traduccidn eficiente de la secuencia codificante en la célula diana.
Adicionalmente, se prefiere que el polinucleétido (cuando se encuentra en forma de DNA) comprenda ademas un
promotor en enlace operativo que permita la transcripcion de la regiéon codificante y la porcion de acido nucleico que
permita una traduccion eficiente de la region codificante en la célula diana.

Proteinas

Como se utiliza en esta memoria, el término "proteina" incluye moléculas polipeptidicas monocatenarias asi como
complejos multiples de polipéptidos en los cuales los polipéptidos individuales constituyentes estan unidos por
medios covalentes o no covalentes. Como se utiliza en esta memoria, los términos "polipéptido" y "péptido" hacen
referencia a un polimero en el cual los monémeros son aminodacidos y estan unidos unos a otros por enlaces
peptidicos o enlaces disulfuro. Los términos subunidad y dominio pueden hacer referencia también a polipéptidos y
péptidos que tienen funcién bioldgica.

Variantes, Derivados, Analogos, Homélogos y Fragmentos

Ademas de las proteinas y nucleétidos especificos mencionados en esta memoria, la presente invencion abarca
también el uso de variantes, derivados, analogos, homoélogos y fragmentos de los mismos.
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En el contexto de la presente invencion, una variante de cualquier secuencia dada es una secuencia en la cual la
secuencia especifica de residuos (sean residuos de aminoacidos o de acido nucleico) se ha modificado de tal
manera que el polipéptido o polinucledtido en cuestion retiene al menos una de sus funciones enddgenas. Una
secuencia variante puede obtenerse por adicion, delecion, sustitucion, modificacion, reemplazamiento y/o variacion
de al menos un residuo presente en la proteina existente naturalmente.

El término "derivado”, como se utiliza en esta memoria, en relacién con las proteinas o polipéptidos de la presente
invencién incluye cualquier sustitucion de, variacion de, modificacion de, reemplazamiento de, delecién de y/o
adicion de uno (o mas) residuos de aminoacido de o a la secuencia con tal que la proteina o polipéptido resultante
retenga al menos una de sus funciones endégenas.

El término "anéalogo", como se utiliza en esta memoria, en relacién con los polipéptidos o polinucledtidos incluye
cualquier mimético, es decir, un compuesto quimico que posee al menos una de las funciones enddgenas de los
polipéptidos o polinucleétidos a los cuales mimetiza.

Tipicamente, pueden hacerse sustituciones de aminoacidos, por ejemplo de 1, 2 6 3 a 10 6 20 sustituciones con tal
que la secuencia modificada retenga la actividad o aptitud requerida. Las sustituciones de aminoacidos pueden
incluir el uso de analogos no existentes naturalmente.

Las proteinas para uso en la presente invencion pueden tener también deleciones, inserciones o sustituciones de
residuos de aminoacidos que producen una carga silenciosa y dan como resultado una proteina funcionalmente
equivalente. Pueden hacerse sustituciones deliberadas de aminoacidos sobre la base de semejanza en polaridad,
carga, solubilidad, caracter hidréfobo, caracter hidrofilo y/o la naturaleza anfipatica de los residuos con tal que se
retenga la funciéon de transporte o modulaciéon. Por ejemplo, aminoacidos cargados negativamente incluyen acido
aspartico y acido glutamico; aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y aminoacidos con
grupos de cabeza polar sin carga que tienen valores similares de caracter hidréfilo incluyen leucina, isoleucina,
valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina, y tirosina.

Pueden hacerse sustituciones conservadoras, por ejemplo de acuerdo con la tabla siguiente. Los aminoacidos del
mismo bloque en la segunda columna y preferiblemente en la misma linea de la tercera columna pueden sustituirse
unos por otros:
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Los "fragmentos" son también variantes y el término hace referencia tipicamente a una region seleccionada del
polipéptido o polinucleétido que presenta interés sea funcionalmente o, por ejemplo, en un ensayo. Asi pues,
"fragmento" hace referencia a una secuencia de aminoacidos o de acido nucleico que es una porcion de un
polipéptido o polinucledtido de longitud total.

Dichas variantes pueden prepararse utilizando técnicas estandar de DNA recombinante tales como mutagénesis
orientada. En los casos en que deben hacerse inserciones, DNA sintético que codifica la insercién junto con
regiones flanqueantes 5' y 3' correspondientes a la secuencia existente naturalmente a cualquier lado del sitio de
insercion. Las regiones flanqueantes contendran sitios de restriccion convenientes correspondientes a sitios en la
secuencia existente naturalmente de tal modo que la secuencia pueda cortarse con la o las enzimas apropiadas vy el
DNA sintético pueda ligarse en el corte. El DNA se expresa luego de acuerdo con la invencion para fabricar la
proteina codificada. Estos métodos son unicamente ilustrativos de los numerosos métodos estdndar conocidos en la
técnica para manipulacién de secuencias de DNA y pueden utilizarse también otras técnicas conocidas.

Las variantes de polinucleétidos comprenderan preferiblemente secuencias de codones optimizadas. La
optimizacion de codones se conoce en la técnica como un método de aumento de la estabilidad del RNA y por tanto
de la expresion génica. La redundancia del cédigo genético significa que varios codones diferentes pueden codificar
el mismo aminoacido. Por ejemplo, leucina, arginina y serina son codificados cada uno por 6 codones diferentes. Los
diferentes organismos exhiben preferencias en su uso de los diferentes codones. Los virus tales como el HIV, por
ejemplo, utilizan un gran niumero de codones raros. Por cambio de una secuencia nucleotidica de tal modo que los
codones raros se reemplacen por los codones correspondientes de mamifero utilizados comunmente, puede
conseguirse una expresion incrementada de las secuencias en células diana de mamifero. Se conocen en la técnica
tablas de uso de codones para células de mamifero, asi como para una diversidad de otros organismos.
Preferiblemente, al menos parte de la secuencia esta optimizada en codones. Alun mas preferiblemente, la
secuencia esta totalmente optimizada en codones.

Vectores

Como es bien conocido en la técnica, un vector es un instrumento que permite o facilita la transferencia de una
entidad de un ambiente a otro. De acuerdo con la presente invencién, y a modo de ejemplo, algunos vectores
utilizados en técnicas de DNA recombinante permiten que entidades, tales como un segmento de DNA (tal como un
segmento de DNA heterdlogo, tal como un segmento de cDNA heterdlogo), se transfieran a un hospedador y/o una
célula diana con el propdsito de replicacion de los vectores que comprenden las secuencias de nucledtidos utilizadas
en la invencion y/o que expresan las proteinas utilizadas en la invencion. Ejemplos de vectores utilizados en técnicas
de DNA recombinante incluyen, pero sin caracter limitante, plasmidos, cromosomas, cromosomas artificiales o virus.

Los polinucleétidos utilizados en la invencién se incorporan preferiblemente en un vector. De modo preferible, un
polinucledtido en un vector para uso en la invencion esta enlazado operativamente a una secuencia de control que
es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia codificante por la célula hospedadora, es decir, el vector es
un vector de expresion. El término "enlazado operativamente" significa que los componentes descritos se encuentran
en una relacion que permite que los mismos funcionen de su manera deseada. Una secuencia reguladora "enlazada
operativamente" a una secuencia codificante esta ligada de tal manera que la expresion de la secuencia codificante
se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control.

Las secuencias de control pueden modificarse, por ejemplo, por la adicion de elementos reguladores de la
transcripcion adicionales que hacen que el nivel de transcripcidn dirigida por las secuencias de control sea mas
sensible a los moduladores de la transcripcion.
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Los vectores pueden transformarse o transfectarse en un hospedador adecuado para proporcionar la expresién del
producto del gen tk. Este proceso puede comprender cultivar una célula hospedadora transformada con un vector de
expresion como se ha descrito arriba en condiciones que proporcionan la expresion por el vector de una secuencia
codificante que codifica la proteina, y recuperar opcionalmente la proteina expresada.

Los vectores utilizados en la presente invencién pueden ser, por ejemplo, vectores plasmidicos o vectores de virus
provistos de un origen de replicacidon, opcionalmente un promotor para la expresiéon de un polinucleétido y
opcionalmente un regulador del promotor. Los vectores pueden contener uno o mas genes marcadores
seleccionables, y/o un marcador rastreable tal como GFP. Pueden utilizarse vectores, por ejemplo, para transfectar o
transformar una célula hospedadora.

Las secuencias de control enlazadas operativamente a secuencias que codifican proteinas para uso en la invencion
incluyen promotores/intensificadores y otras sefiales de regulacién de la expresion. Estas secuencias de control
pueden seleccionarse de modo que sean compatibles con la célula hospedadora para la cual esta disefiado el vector
de expresion a utilizar. El término "promotor" es bien conocido en la técnica y abarca regiones de acido nucleico
comprendidas en tamafio y complejidad desde promotores minimos a promotores que incluyen elementos e
intensificadores aguas arriba.

El promotor se selecciona tipicamente de promotores que son funcionales en células de mamifero, aunque pueden
utilizarse promotores procariotas y promotores funcionales en otras células eucariotas. El promotor se deriva
tipicamente de secuencias promotoras de genes virales o eucariotas. Por ejemplo, puede tratarse de un promotor
derivado del genoma de una célula en la cual debe producirse la expresion. Con respecto a los promotores
eucariotas, los mismos pueden ser promotores que funcionan de una manera ubicua (tales como promotores de a-
actina, b-actina, tubulina) o, alternativamente, de una manera especifica del tejido (tales como promotores de los
genes para piruvato-quinasa). Pueden utilizarse también promotores virales, por ejemplo el promotor de la repeticion
terminal larga del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV LTR), el promotor LTR del virus del sarcoma de
Rous (RSV), o el promotor IE del citomegalovirus humano (CMV).

Puede ser también ventajoso que los promotores sean inducibles a fin de que los niveles de expresion del gen
heterdlogo puedan regularse durante el tiempo de vida de la célula. Inducible significa que los niveles de expresion
obtenidos utilizando el promotor pueden regularse.

Adicionalmente, cualquiera de estos promotores puede modificarse por la adicion de secuencias reguladoras
adicionales, por ejemplo secuencias intensificadoras. Pueden utilizarse también promotores quiméricos que
comprenden elementos de secuencia de dos o mas promotores diferentes arriba descritos.

Preferiblemente, el vector viral transduce con preferencia un cierto tipo o tipos de células.

Vectores retrovirales

En una realizacion, el vector utilizado en la presente invencidon es un vector basado en retrovirus que ha sido
modificado por ingenieria genética de tal modo que no puede replicarse ni producir particulas de virus infecciosas de
progenie una vez que el virus ha entrado en la célula diana. Existen muchos retrovirus que se utilizan ampliamente
para suministro de genes tanto en condiciones de cultivo de tejidos como en organismos vivos. Ejemplos incluyen,
sin caracter limitante, el virus de la leucemia murina (MLV), el virus de la inmunodeficiencia humana (HN-1), el virus
de la anemia infecciosa de los equinos (EIAV), el virus del tumor mamario del ratén (MMTV), el virus del sarcoma de
Rous (RSV), el virus del sarcoma de Fujinami (FuSV), el virus de la leucemia murina de Moloney (Mo-MLV), el virus
de osteosarcoma murino FBR (FBR MSV), el virus del sarcoma murino de Moloney (Mo-MSV), el virus de la
leucemia murina de Abelson (A-MLV), el virus-29 de la mielocitomatosis aviar (MC29), el virus de la eritroblastosis
aviar (AEV) y todos los restantes retroviridae con inclusion de lentivirus. Una lista detallada de lentivirus puede
encontrarse en Coffin et al., 1997, "retroviruses”, Cold Spring Harbour Laboratory Press. Eds: JM Coffin,
SM Hughes, HE Varmus pags. 758-763.

La estructura basica de un genoma retroviral es una LTR &'y una LTR 3', entre o dentro de las cuales estan
localizadas una sefial de empaquetamiento para permitir que el genoma se empaquete, un sitio de fijacion de
iniciador, sitios de integracion para permitir la integracion en un genoma de la célula hospedadora y genes gag, pol y
env que codifican los componentes de empaquetamiento — estos son polipéptidos requeridos para el ensamblaje de
las particulas virales. Retrovirus mas complejos tienen caracteristicas adicionales, tales como las secuencias rev y
RRE en el HIV, que permiten la exportacion eficiente de transcritos de RNA del provirus integrado del nucleo al
citoplasma de una célula diana infectada.

En el provirus, estos genes estan flanqueados en ambos extremos por regiones denominadas repeticiones
terminales largas (LTRs). Las LTRs son responsables de la integracién proviral, y la transcripcion. Las LTRs sirven
también como secuencias intensificador-promotor y pueden controlar la expresion de los genes virales. La
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encapsidacion de los RNAs retrovirales ocurre en virtud de una secuencia psi localizada en el extremo 5' del genoma
viral.

Las LTRs propiamente dichas son secuencias idénticas que pueden dividirse en 3 elementos, que se denominan U3,
Ry U5. U3 se deriva de la secuencia unica del extremo 3' del RNA. R se deriva de una secuencia repetida en ambos
extremos del RNA, y U5 se deriva de la secuencia Unica del extremo 5' del RNA. Los tamafios de los 3 elementos
pueden variar considerablemente entre diferentes retrovirus.

En un genoma de vector retroviral deficiente, gag, pol y env pueden estar ausentes o no ser funcionales. Las
regiones R en ambos extremos del RNA son secuencias repetidas. U5 y U3 representan secuencias singulares en
los extremos 5'y 3' del genoma del RNA, respectivamente.

De modo mas preferible, el vector viral es un vector direccionado, es decir que tiene un tropismo tisular que se ha
alterado en comparacién con el virus nativo, de tal modo que el vector esta direccionado a células particulares. Esto
puede conseguirse por modificaciéon de la proteina retroviral Env. Preferiblemente, la proteina de la envoltura es una
envoltura no téxica o una envoltura que puede producirse en cantidades no téxicas en el interior de la célula diana
primaria, tal como por ejemplo una envoltura anfotrépica de MMLV o una envoltura anfotrépica modificada.

Preferiblemente, la envoltura es una que permite la transduccion de células humanas. Ejemplos de genes env
adecuados incluyen, pero sin caracter limitante, VSV-G, un env anfotrépico tal como el env 4070A, el evn del virus
de la leucemia de los felinos RD114 o la hemaglutinina (HA) de un virus de la gripe. La proteina Env puede ser una
que sea capaz de fijarse a un receptor en un numero limitado de tipos de células humanas, y puede ser una
envoltura modificada por ingenieria genética que contenga restos de direccionamiento. Las secuencias codificantes
de evb y gag-pol se transcriben a partir de un promotor y opcionalmente un intensificador activo en la linea de
células de empaquetamiento seleccionada, y la unidad de transcripcién termina en una sefial de poliadenilacion. Por
ejemplo, si la célula de empaquetamiento es una célula humana, una combinacién adecuada promotor-intensificador
es la del gen temprano inmediato mayor del citomegalovirus humano (hCMV-MIE) y puede utilizarse una sefial de
poliadenilacion del virus SV40. Otros promotores y sefiales de poliadenilaciéon adecuadas se conocen en la técnica.

MLV

Preferiblemente, el vector retroviral utilizado en la presente invencion es un vector del Virus de la Leucemia Murina
(MLV). Vectores retrovirales derivados del virus anfotropico de la leucemia murina de Moloney (MLV-A) se utilizan
comunmente en protocolos clinicos en todo el mundo. Estos virus utilizan receptores transportadores de fosfato de la
superficie celular para su entrada y se integran luego permanentemente en los cromosomas de las células
proliferantes. Los genes se mantienen luego durante todo el tiempo de vida de la célula. La actividad génica en
constructos basados en MLV es facil de controlar y puede ser eficaz durante largo tiempo. Pruebas clinicas
realizadas con estos sistemas basados en MLV han demostrado que los mismos son bien tolerados sin efectos
secundarios adversos de ningun tipo.

Un ejemplo de un vector MLV para uso en la presente invencién es un vector derivado de SFCMM-3, que es
portador a la vez del gen suicida HSV-tk y el gen marcador ALNGFR (Verzeletti 98, Human Gene Therapy 9:2243).
El vector original utilizado en la preparacion de SFCMM-3 es LXSN (Miller et al. Improved retroviral vectors for
gene transfer and expression. BioTechniques 7:980-990, 1989) (acceso a GeneBank #28248). El vector
LXSN se modificé por insercion del gen HSV-tk en el sitio singular Hpa | ("corte romo"), eliminacion del gen neo por
digestion con Hind 11l y Nae |, e insercion del cDNA codificante de ALNGFR en este sitio.

Vector lentiviral

En una realizacion, el vector de la presente invencion puede ser un vector lentiviral. Los vectores lentivirales forman
parte de un grupo mayor de vectores retrovirales. Una lista detallada de lentivirus puede encontrarse en Coffin et al
("Retroviruses" 1997 Cold Spring Harbour Laboratory Press Eds: JM Coffin, SM Hughes, HE Varmus pags. 758-763).

Resumidamente, los lentivirus pueden dividirse en grupos de primates y no primates. Ejemplos de lentivirus de
primates incluyen, pero sin caracter limitante: el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), el agente causal del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida humana (SIDA), y el virus de la inmunodeficiencia de los simios (SIV). El
grupo de lentivirus de no primates incluye el prototipo del virus visna/maedi (VMV) "virus lento", asi como el virus
relacionado con la artritis-encefalitis caprina (CAEV), el virus de la anemia infecciosa de los equinos (EIAV) , y el
virus de la inmunodeficiencia de los felinos (FIV) y el virus de la inmunodeficiencia de los bovinos (BIV), descritos
mas recientemente.

Una distincién entre la familia de lentivirus y otros tipos de retrovirus es que los lentivirus tienen la capacidad de
infectar tanto células en estado de division como células que no se hallan en estado de division (Lewis, 1992; Lewis
y Emerman, 1994). En contraste, otros retrovirus - tales como MLV — son incapaces de infectar las células que no se
dividen o que se dividen sélo lentamente tales como las que constituyen, por ejemplo, tejido muscular, cerebral,
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pulmonar y hepatico. Dado que los lentivirus son capaces de transducir las células diferenciadas terminalmente
/primarias, el uso de una estrategia de cribado de lentivirus permite la seleccion de bibliotecas en una célula
hospedadora primaria diana que no se divide o que se divide lentamente.

Vectores de adenovirus

En otra realizacion, el vector de la presente invencidon puede ser un vector de adenovirus. El adenovirus es un virus
lineal de DNA bicatenario que no atraviesa un compuesto intermedio de RNA. Existen mas de 50 serotipos humanos
diferentes de adenovirus, divididos en 6 subgrupos basados en la homologia de secuencia genética. La diana
natural del adenovirus son los epitelios respiratorios y gastrointestinales, que dan lugar generalmente a sintomas
s6lo moderados. Los serotipos 2 y 5 (con homologia de secuencia de 95%) se utilizan muy comidnmente en
sistemas vectores de adenovirus y estan asociados normalmente con infecciones del tracto respiratorio superior en
los jévenes.

Los adenovirus son icosaedros regulares sin envoltura. Un adenovirus tipico comprende un virus de DNA
encapsidado de 140 nm. La simetria icosaédrica del virus esta compuesta de 152 capsémeros: 240 exones y 12
pentones. El nucleo de la particula contiene el DNA duplex lineal de 36 kb que esta asociado covalentemente en los
extremos 5' con la Proteina Terminal (TP) que actia como iniciador para la replicacion del DNA. EI DNA tiene
repeticiones terminales invertidas (ITR) y la longitud de éstas varia con el serotipo.

El adenovirus es un virus de DNA bicatenario sin envoltura que es capaz de transduccion in vivo e in vitro de una
amplia gama de tipos de células de origen humano y no humano. Estas células incluyen células epiteliales de las
vias respiratorias, hepatocitos, células musculares, miocitos cardiacos, sinoviocitos, células epiteliales mamarias
primarias y células post-mitoticas diferenciadas terminalmente, tales como neuronas.

Los vectores de adenovirus son capaces también de transducir células que no se hallan en estado de division. Esto
es muy importante para enfermedades tales como la fibrosis quistica, en la cual las células afectadas en el epitelio
pulmonar tienen una tasa de renovacioén lenta. De hecho, se encuentran en fase de realizacion varias pruebas que
utilizan la transferencia mediada por adenovirus del transportador de la fibrosis quistica (CFTR) a los pulmones de
pacientes adultos afligidos de fibrosis quistica.

Los adenovirus han sido utilizados como vectores para terapia génica y para expresion de genes heterdlogos. El
genoma grande (36 kilobases) puede acomodar hasta 8 kb de DNA de insercién extrafio y es capaz de replicarse
eficientemente en lineas de células complementarias para producir titulos muy altos de hasta 1012. El adenovirus es
por tanto uno de los mejores sistemas para estudiar la expresion de genes en células primarias no replicativas.

La expresién de genes virales o extrafios del genoma del adenovirus no requiere una célula replicante. Los vectores
de adenovirus entran en las células por endocitosis mediada por receptores. Una vez en el interior de la célula, los
vectores de adenovirus se integran raramente en el cromosoma hospedador. En su lugar, el mismo funciona
episdomicamente (con independencia del genoma del hospedador) como un genoma lineal en el nucleo hospedador.
Por tanto, el uso de adenovirus recombinantes alivia los problemas asociados con la integracion aleatoria en el
genoma del hospedador.

Vectores de poxvirus

Pueden utilizarse vectores de poxvirus de acuerdo con la presente invencién, dado que los fragmentos grandes de
DNA se clonan facilmente en su genoma y se han descrito variantes recombinantes atenuadas de vaccinia (Meyer et
al., 1991; Smith y Moss, 1983).

Ejemplos de vectores de poxvirus incluyen, pero sin caracter limitante, leporipoxvirus: Upton, et al., 1986, (fibromavirus
de Shope); capripoxvirus: Gershon, et al., 1989, (oveja-1 de Kenia); ortopoxvirus: Weir, et al., 1983, (vaccinia);
Esposito, et al.,1984, (poxvirus de los monos y virus variola); Hruby, et al., 1983, (vaccinia); Kilpatrick, et al., 1985,
(virus del tumor de los monos Yaba); avipoxvirus: Binns, et al., (1988) (Yaba); Boyle, et al., 1987, (poxvirus de las
aves de corral); Schnitzlein, et al., 1988, (poxvirus de las aves de corral, poxvirus de la codorniz); entomopox
(Lytvyn, et al., 1992.

Los vectores de poxvirus se utilizan extensamente como vehiculos de expresion para genes de interés en células
eucariotas. Su facilidad de clonacién y propagacion en una diversidad de células hospedadoras ha conducido, en
particular, al uso generalizado de vectores de poxvirus para expresion de proteinas extrafias y como vehiculos de
suministro para antigenos de vacunas (Moss, 1991).

Vectores virales de vaccinia

El vector de la presente invencion puede ser un vector de virus vaccinia tal como MVA o NYVAC. El més preferido
es el virus modificado de la cepa vaccinia ankara (MVA) o una cepa derivada del mismo. Alternativas a los vectores
vaccinia incluyen los vectores avipox tales como el poxvirus de las aves de corral o el poxvirus del canario conocido
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como ALVAC y cepas derivadas de los mismos que pueden infectar y expresar proteinas recombinantes en células
humanas pero son incapaces de replicarse.

Sistemas de Suministro

La invencion proporciona adicionalmente un sistema de suministro para el polinucleétido mutante tk de la presente
invencion.

El sistema de suministro de la presente invencién puede ser un sistema de suministro viral o no viral. Mecanismos
de suministro no virales incluyen, pero sin caracter limitante, transfecciéon mediada por lipidos, liposomas,
inmunoliposomas, lipofectina, anfifilos faciales catiénicos (CFAs) y combinaciones de los mismos.

Los polinucleétidos pueden administrarse a la poblacion de células diana por cualquier Vehiculo de Suministro de
Genes, GDV, adecuado. Esto incluye, pero sin caracter limitante, DNA, formulado en complejos lipidicos o
proteinicos o administrado como DNA desnudo por inyeccién o suministro biolistico, virus tales como retrovirus,
adenovirus, poxvirus, lentivirus, herpesvirus, virus vaccinia, virus adeno-asociados, virus de la leucemia murina, virus
del bosque de Semliki y virus baculovirales. Alternativamente, los polinucledtidos son suministrados por células tales
como monocitos, macrofagos, linfocitos o células madre hematopoyéticas. Se utiliza en particular un sistema de
suministro dependiente de células. En este sistema, los polinucleétidos que codifican la proteina TK se introducen en
una o mas células ex vivo y se introducen luego en el paciente.

Los agentes de la presente invencion pueden administrarse solos, pero generalmente se administran como una
composicion farmacéutica.

Células Hospedadoras

Los vectores y polinucledtidos de la invencién pueden introducirse en células hospedadoras para el propésito de
replicacion de los vectores/polinucleétidos y/o expresion del TK codificado por el polinucleétido de la invencion. La
célula hospedadora puede ser una célula bacteriana o una célula eucariota, por ejemplo una célula de levadura,
insecto o mamifero.

La célula hospedadora puede ser una célula para empaquetamiento y propagacién de un virus, tal como lineas de
células de empaquetamiento retrovirales que son bien conocidas en la técnica.

La célula hospedadora puede ser una célula en un animal o paciente (sea humano o animal) que se desea destruir.
Los polinucledtidos y vectores de la presente invencion son Utiles para direccionamiento a las células a destruir. Las
células que expresan TK pueden ponerse en contacto con un agente que es sustancialmente no toxico, que es
convertido en una forma toxica por una TK.

Método de destruccion de células

En un aspecto de la presente invencién se proporciona un método de destruccion de células que comprende
(i) Introducir en dichas células un polinucleétido o un vector de la presente invencion;
(i) dejar que dichas células expresen timidina quinasa; y

poner en contacto dichas células con un agente sustancialmente no téxico que es convertido por la timidina quinasa
en un agente toxico.

La introduccion en las células del polinucleétido o vector, y el contacto de las células con el agente sustancialmente
no téxico, puede realizarse en cualquier orden. Las células a destruir pueden encontrarse in vitro, tales como células
que crecen en cultivo, o puede tratarse de células que son parte de un animal. Ejemplos representativos de células
que se desea destruir son células T, células autoinmunes, células tumorales, células que no expresan o expresan
inadecuadamente un gen particular, y células infectadas con bacterias, virus, u otros parasitos intracelulares.

Tratamiento

Debe apreciarse que todas las referencias a tratamiento en esta memoria incluyen tratamiento curativo, paliativo y
profilactico. Se prefiere particularmente el tratamiento de mamiferos. Tratamientos tanto humanos como veterinarios
estan dentro del alcance de la presente invencion.

En un aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de tratamiento de un paciente con células que es
necesario destruir, que comprende

(i) introducir en el paciente un polinucleétido, un vector a una composicion farmacéutica de la presente invencion;
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(i) dejar que dicho nucledétido o factor de expresion sea absorbido por dichas células;
(iii) dejar que dichas células expresen timidina quinasa; y

(iv) introducir en el paciente un agente sustancialmente no téxico que es convertido por una timidina quinasa en un
agente toxico.

En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de tratamiento de un paciente con células que
es necesario destruir, que comprende

(i) retirar las células del paciente o células donantes;
(i) introducir ex vivo en las células un polinucleétido o un vector de expresion de la presente invencion;
(ii) introducir las células modificadas en el paciente;
(iv) dejar que las células expresen timidina quinasa; y

administrar al paciente un agente sustancialmente no téxico que es convertido por la timidina quinasa en un agente
toéxico.

Ejemplos representativos de enfermedades que pueden ser tratadas por los polinucleétidos, vectores y métodos de
la presente invencion incluyen enfermedades tales como cancer, hiperqueratosis, hipertrofia prostatica,
hipertiroidismo, una gran diversidad de endocrinopatias, enfermedades autoinmunes, alergias, restenosis, una gran
diversidad de enfermedades virales tales como HN y SIDA, hepatitis y enfermedades por parasitos intracelulares.

Los polinucledtidos, vectores y métodos de la presente invencion pueden utilizarse en el curso de terapia
subsiguiente al trasplante alogénico de médula dsea. El trasplante alogénico de médula ésea es el tratamiento de
eleccion para muchas enfermedades malignas hematoldgicas, tales como leucemia, linfoma y mieloma multiple. Se
ha demostrado que el trasplante alogénico de médula osea, particularmente cuando se emplea con
quimiorradioterapia a dosis alta, produce resultados superiores en comparacion con los trasplantes autdélogos o
singénicos.

En la realizacion del trasplante alogénico de médula 6sea, los linfocitos T alorreactivos pueden retirarse del injerto
para prevenir la enfermedad de rechazo inverso (GvHD). La GvHD ocurre cuando las células T en el injerto
trasplantado de células madre pueden comenzar a atacar el cuerpo del receptor. Sin embargo, dicha retirada de
células puede aumentar la incidencia de relapso de la enfermedad, rechazo del injerto y reactivacion de la infeccion
viral. Para contrarrestar estos efectos, los pacientes de trasplante alogénico de médula 6sea pueden ser tratados
por introduccion de linfocitos T del donante después de un retardo subsiguiente al trasplante alogénico de médula
Osea. Sin embargo, la terapéutica prometedora de la introduccion retardada de linfocitos T del donante después del
trasplante alogénico de médula ésea esta limitada por la GvHD, una combinacion frecuente y potencialmente letal
del tratamiento. Este problema ha sido abordado por la administracion a un paciente de células T modificadas por
ingenieria genética para incluir un polinucleétido que codifica un "gen suicida". A este respecto pueden utilizarse los
polinucledtidos y vectores de la presente invencion que codifican la TK mutante.

Asi pues, en un aspecto de la presente invencién se proporciona un método para prevenir la enfermedad de rechazo
inverso en un paciente que comprende:

(i) administrar a un hospedador células T modificadas por ingenieria genética que incluyen un polinucleétido o
vector de la presente invencion;

y

(i) administrar a dicho hospedador, antes de la aparicion de la enfermedad de rechazo inverso, un agente
sustancialmente no téxico en una cantidad eficaz para destruir las células T modificadas por ingenieria genética
capaces de producir un efecto de rechazo inverso en dicho paciente por interaccion de dicho agente con una
timidina quinasa.

Las células que comprenden el polinucleétido o vector que codifica el gen mutante tk comprenden preferiblemente
un gen marcador que puede utilizarse para monitorizar la presencia del gen tk mutante. Preferiblemente, el gen
marcador esta codificado por el polinucleétido o vector de expresion de la presente invencion. Un ejemplo de un gen
marcador de este tipo es un receptor del factor de crecimiento de los nervios de afinidad baja modificado (ALNGFR).
El LNGFR modificado, cuando se expresa en la superficie de células transducidas, retiene las propiedades de
fijacion del receptor NGF no modificado correspondiente con respecto a su ligando, pero no puede efectuar la
transduccion de sefiales como resultado de la fijacion del ligando. Ejemplos de modificaciones especificas del
LNGFR se describen en la Solicitud US No. 08/602.791.
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Composiciones farmacéuticas

Una composicién farmacéutica es una composicion que comprende o esta constituida por una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente farmacéuticamente activo. La misma incluye preferiblemente un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, diluyente o excipientes (con inclusion de combinaciones de los mismos). Vehiculos o
diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica, y se describen, por
ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro Edit. 1985). La eleccion del
vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico puede seleccionarse con relacién a la ruta de administracion propuesta
y la practica farmacéutica estandar. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender como - o ademas de - el
vehiculo, excipiente o diluyente cualesquiera aglomerante(s), lubricante(s), agente(s) de suspension, agente(s) de
recubrimiento(s), y agente(s) solubilizantes adecuados.

Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, agua, soluciones salinas, alcohol,
silicona, ceras, petrolatum, aceites vegetales, polietilenglicoles, propilenglicol, liposomas, azucares, gelatina, lactosa,
amilosa, estearato de magnesio, talco, agentes tensioactivos, acido silicico, parafina viscosa, aceites perfumados,
monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, ésteres petroetrales de acidos grasos, hidroximetil-celulosa,
polivinilpirrolidona, y analogos.

En caso apropiado, las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por uno cualquiera o mas de: inhalacion,
en forma de un supositorio o pesario, tépicamente en forma de una locién, solucion, crema, ungiiento o polvo de
espolvoreo, por el uso de un parche en la piel, por via oral en forma de tabletas que contienen excipientes tales
como almidén o lactosa, o en capsulas u 6vulos sea solos o en mezcla con excipientes, o en forma de elixires,
soluciones o suspensiones que contienen agentes saborizantes o colorantes, o pueden inyectarse por via
parenteral, por ejemplo por las rutas intracavernosa, intravenosa, intramuscular o subcutanea. Para administracion
parenteral, las composiciones pueden utilizarse 6ptimamente en la forma de una solucién acuosa estéril que puede
contener otras sustancias, por ejemplo sales 0 monosacaridos suficientes para hacer la solucién isoténica con la
sangre. Para administracion bucal o sublingual, las composiciones pueden administrarse en forma de tabletas o
pastillas que pueden formularse de manera convencional.

Pueden existir diferentes requerimientos de la composicidn/formulacion que dependen de los diferentes sistemas de
suministro. A modo de ejemplo, la composicién farmacéutica de la presente invenciéon puede formularse para ser
suministrada utilizando una minibomba o ruta mucosal, por ejemplo, como pulverizacién nasal o aerosol para
inhalacion o solucion ingerible, o por via parenteral en la cual la composicion esta formulada en forma inyectable,
para suministro, por ejemplo, por ruta intravenosa, intramuscular o subcutanea. Alternativamente, la formulacion
puede disefiarse para suministro por ambas rutas.

Caracteristicas y realizaciones preferidas adicionales de la presente invencion se describiran a continuacién a modo
de ejemplo no limitante y con referencia a los dibujos que se adjuntan, en los cuales:

La Figura 1 muestra la alineacidon multiple de secuencias de nucleétidos de mutantes del gen de la timidina quinasa
de HSV-1 (HSV-tk) (TkMut2 (SEQ ID NO 2), TkMut23 (SEQ ID NO:3), TkMut24 (SEQ ID NO:4), TkMut34 (SEQ ID
NO:5), TkMut4 (SEQ ID NO:6) y TkMut234 (SEQ ID NO: 7). Las bases se numeran a partir del codén de inicio ATG
de la secuencia de tipo salvaje de HSV-tk. Las secuencias se alinean contra la secuencia TK wt (TK wt, SEQ ID NO:
1). La posiciéon de las mutaciones se indica por un ndmero encima de la alineacion. Las mutaciones en las
posiciones (330), (541 y 542), y (555) se representan por los numeros 2, 3 y 4 respectivamente.

La Figura 2 muestra la secuencia de remodelacién de consenso.

La Figura 3 muestra el producto HSV-tk PCR de cDNA preparado a partir del sobrenadante de la linea de células de
empaquetamiento ecotrépico GP+E86 preparado a partir de la linea de células de empaquetamiento anfotrépico
gp+envAm12 (Am12) transfectada con el vector SFCMM-3 (Verzelletti, 1998, Human Gene Therapy 9:2943-2951)
y/o TK3 (scSFCMM-3) (Chalmers, 2001).

La Figura 4 muestra HSV-tk amplificado por PCR en linfocitos de sangre periférica (PBL) transducidos con el vector
SFCMM-3 y/o TK3 (scSFCMM-3).

La Figura 5 muestra la secuencia de la porcion critica del gen HSV-tk en SFCMM-3 frente a TK3 (scSFCMM-3). Las
posiciones de los nucledtidos diferentes entre SFCMM-3 y TK3 (scSFCMM-3) estan limitadas por un cuadrado. Los
segmentos de genes que estan delecionados en las formas remodeladas de SFCMM-3 y TK3 se indican en cursiva.
Se indican los sitios donantes y aceptores de remodelacion correspondientes.

La Figura 6 muestra un resumen esquematico de las mutaciones introducidas en el vector SFCMM-3.
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La Figura 7 muestra el producto HSV-tk PCR de cDNA derivado de sobrenadantes de células E86 transfectadas
transitoriamente con plasmidos recombinantes derivados de SFCMM-3 que comprenden los mutantes HSV-tk que
se muestran de la Figura 1.

La Figura 8 muestra el producto HSV-tk PCR de cDNA derivado de sobrenadantes de cultivos Am 12 que se ha
transducido con los sobrenadantes recogidos de los cultivos E86 descritos en la Figura 7.

La Figura 9 muestra el producto TKA1/TKB1 HSV-tk PCR de DNA derivado de células CEM A301 transducidas con
los sobrenadantes recogidos de los cultivos Am12 descritos en la Figura 8.

La Figura 10 muestra los productos TKY1/TKY2 y TKZ1/TKZ2 HSV-tk PCR de DNA derivado de células CEMA 301
transducidas con los sobrenadantes recogidos de los cultivos Am12 descritos en la Figura 8.

La Figura 11 muestra el producto TKA1/TKB1 HSV-tk PCR de DNA derivado de PBLs transducidos con los
sobrenadantes recogidos de los cultivos Am12 descritos en la Figura 8.

La Figura 12 muestra el producto PCR TKZ1/TKZ2 HSV-tk de DNA derivado de PBLs transducidos con los
sobrenadantes recogidos de los cultivos Am12 descritos en la Figura 8.

Ejemplo 1 — Frecuencia relativa de la forma remodelada de HSV-tk en sobrenadante SFCMM-3#35 y células
transducidas

La frecuencia relativa de la forma remodelada (porcentaje de forma remodelada frente a remodelada mas no
remodelada) se evalud por dos RT-PCR cuantitativas en tiempo real (RNA del sobrenadante) o PCR (DNA de los
linfocitos transducidos), especifica para cada forma de HSV-tk, utilizando el sistema TagMan 7700.

Materiales y métodos

Vector retroviral SFCMM-3

La linea de células productoras derivada de GP+enAm12 (Am12), clon 35 SFCMM-3 (Am12/SFCMM-3#35) se
expandié durante 5 dias en medio DMEM (Cambrex) que contenia 2 mM glutamina y 10% de FBS irradiado
(Hyclone). Los sobrenadantes retrovirales se cosecharon a partir de matraces confluentes en medio X-VIVO15
(Cambrex) complementado con 2 mM glutamina después de 24 horas de incubacion de las células a 33°C. Los
sobrenadantes que contenian virus se filtraron y se guardaron a -80°C hasta su uso posterior.

Transduccién de las células T

Se recogieron células mononucleares de sangre periférica de donantes sanos y se aislaron por centrifugacién en
Lymphoprep (Nycomed).

Los linfocitos de sangre periférica (PBLs) se estimularon con OKT3 (30 ng/ml) (Orthoclone) y se cultivaron en RPMI
(Hyclone) que contenia 3% de plasma autélogo, 2 mM glutamina y complementado con interleuquina humana
recombinante (2600 Ul/ml) (Proleukin). La transduccion de los PBLs se realizd por centrifugacion de particulas de
vector retroviral (sobrenadante de Am12/SFCMM-3#35) sobre PBLs estimulados con OKT3. Se realizaron dos ciclos
de centrifugacion los dias segundo y tercero después de estimulacion con OKT3.

Después de la fase de transduccion, se recogieron los linfocitos y se evalué el porcentaje de células transducidas
realmente por analisis FACS, gracias a la moléculaALNGFR, utilizada como marcador de la supe rficie celular. Las
células transducidas se clasificaron luego por anticuerpos conjugados a cuentas magnéticas (Dynabeads), se
expandieron por cultivo durante varios dias, y se congelaron luego después de un total de 10 dias en cultivo.

Preparacion de las muestras

Se purificé el DNA a partir de 1-2 X 106 células utilizando el Minikit QlAamp DNA (Qiagen) siguiendo los protocolos
del fabricante y se determiné el rendimiento por medida de la DO260. Se purifico el RNA a partir de 140 pl de
sobrenadante utilizando el Minikit QlAamp Viral RNA (Qiagen) de acuerdo con los protocolos del fabricante. Se
sometieron primeramente 13,5 yl de RNA purificado a tratamiento con DNasa a 25°C durante 20 min, y 95°C durante
5 min para desactivar la DNasa. La mitad del RNA tratado con DNasa se sometié luego a transcripcion inversa a
42°C durante 1 hora utilizando la Transcriptasa Inversa M-MLV (Invitrogen) y Oligo dT. El cDNA sintetizado se diluyé
5 veces antes de utilizarlo en la PCR en tiempo real.

Cuantificacién de la forma remodelada por PCR en tiempo real

Se ha preparado una curva estandar de DNA por subclonacion de la forma no remodelada y truncada de HSV-tk en
el vector pCR2.1 TOPO (Invitrogen). Se han disefiado dos series diferentes de iniciadores y sondas utilizando el
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software Primer ExpresswI 1.5 (PE Applied Biosystems), capaz de amplificar y detectar selectivamente la forma no
remodelada y la remodelada de HSV-tk. Se realizaron dos PCRs cuantitativas en tiempo real, especificas para cada
forma de HSV-tk, utilizando el sistema de deteccion de secuencias TagMan/ABI Prism 7700.

Para preparar una PCR Cuantitativa en tiempo real especifica para la forma de HSV-tk no remodelada, se disefaron
iniciadores y sonda en la region remodelada del gen HSV-tk. La PCR en tiempo real para la forma no remodelada se
realizé en una mixtura de reaccion de 25ul que contenia 100 -500 ng de DNA genémico o 10 ul de cDNA preparado
como se ha descrito arriba, 1X TagMan Universal PCR Master Mix (PE Applied Biosystems) 300 nM de cada uno de
los dos iniciadores TKwtfor (5'-CGG CGG TGG TAA TGA CAA G-3') and Tkwtrev (5'-GCG TCG GTC ACG GCA TA-
3") y 200 nM de TK wt sonda MGB (5'- FAM CCA GAT AAC AAT GGG C-3').

Se disefié una sonda TagMan que abarcaba la uniéon de remodelacién para detectar selectivamente la forma de
HSV-tk remodelada. La PCR cuantitativa en tiempo real especifica para la forma TK remodelada (truncada) se
realizé en una mixtura de reaccion de 25 ul que contenia 100 -500 ng de DNA gendémico o 10ul de cDNA preparado
como se ha descrito arriba, 1X Master Mix (PE Applied Biosystems) 300 nM de cada uno de los dos iniciadores
TKSP18 (5'- GGA TGA GGG CCA CGA A-3') y TKSP16 (5'- CGA ACA TCT ACA CCA CAC AAC A-3") y 200nM de
sonda Taq Man PSP10 (5' FAM -CCA GCA CGG CCC TGG TCG-TAMRA 3'). Las condiciones de ciclacion térmica
eran como sigue: activacion inicial de UNG a 50°C durante 2 min, seguida por activacion de Taq Gold y
desactivacion de UNG a 25°C durante 15 minutos. Subsiguientemente, se realizaron 40 ciclos de amplificacién a
95°C durante 15 s y 60°C durante 1 min. Ambas PCRs se realizaron en paralelo en placas de reaccién MicroAmp
Opticas de 96 pocillos (Applied Biosystems) utilizando los Sistemas de Deteccion de Secuencias ABI Prism 7700
(Applied Biosystems). La fluorescencia media de la linea base se calculd a partir de los ciclos PCR 3 a 15, y se
defini6 Ct como el ciclo PCR en el cual la intensidad de fluorescencia normalizada del tinte informador era igual a
0,05. Se generaron dos curvas estandar con nimeros de copias conocidos (desde 106 a 4 copias para reaccion) en
cada ensayo TagMan por representacion grafica de los valores Ct contra el logaritmo de la cantidad inicial de aporte
de DNA. Se analizaron diluciones estandar y muestras de cDNA por duplicado y triplicado, respectivamente. Se
validaron ambas PCRs y exhibian un intervalo dinamico extendido (6 log), sensibilidad alta (< 10 copias/relacion), asi
como reproducibilidad (CV < 5%) y repetibilidad (CV < 5%) satisfactorias.

Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 1. Se analizaron 6 lotes de grado clinico de sobrenadante del vector
SFCMM-3, asi como 9 preparaciones de linfocitos transducidos. La frecuencia relativa de la forma remodelada es
inferior a 5% en la totalidad de los 6 lotes de grado clinico de sobrenadante SFCMM-3 (1,12 + 0,75, intervalo 0,65-
2,60), asi como en 9 preparaciones de linfocitos T transducidos con sobrenadante SFCMM-3 (1,89 + 1,22, intervalo
0,84-4,00).

Ejemplo 2 — Variante de TK remodelada en sobrenadantes scSFCMM-3 y células transducidas

Materiales y métodos

Vector retroviral scSFCMM-3 y lineas de células productoras

El vector DNA TK3 (TK3 Mohned y TK3 son preparaciones diferentes del mismo plasmido scSFCMM-3, descrito en
Chalmers 2001, Molecular Therapy 4:146-148) se transfectod en la linea de células de empaquetamiento ecotropico
GP+E-86 (E86) por coprecipitacion con fosfato de calcio. El sobrenadante obtenido a partir de la transfeccion
transitoria de las células E86 se filtrd y se utilizé luego para infectar la linea de células Am12. La fraccion de células
que contenian TK3 se aisld utilizando selecciéon inmunomagnética, y el cultivo a granel Am12/TK3 resultante se
expandio. Después de dilucién limitante del cultivo a granel Am12/TK3, se seleccionaron los clones #53, #71, y #80
sobre la base de alta capacidad de crecimiento y eficiencia de transduccion de los linfocitos T.

Los clones Am12/TK3 se expandieron en DMEM (Cambrex) que contenia 2 mM glutamina y 10% de FBS irradiado
(Hyclone). Los sobrenadantes retrovirales se cosecharon en medio X-VIVO 15 (Cambrex) complementado con 2 mM
glutamina después de 24 horas de incubacion de las células a 33°C. Los sobrenadantes que contenian virus se
filtraron con filtros de 0,22 ym y se guardaron a -80°C hasta su uso ulterior.

Transduccion de las células T

Se recogieron células mononucleares de sangre periférica de varios donantes sanos y se aislaron por centrifugacion
en Lymphoprep (Nycomed).

Los linfocitos de la sangre periférica (PBLs) se estimularon con OKT3 (30 ng/ml) (Orthoclone) y se cultivaron en
RPMI (Orthoclone) que contenia 3% de plasma autdlogo, 2 mM glutamina y estaba complementado con 2600 Ul/mi
de interleuquina humana recombinante (Proleukin). La transduccion de los PBLs se efectu6 por centrifugacion de las
particulas de vector retroviral sobre PBLs estimulados con OKT3. Se realizaron dos ciclos de centrifugacion los dias
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segundo y tercero después de la estimulaciéon con OKT3. Después de la fase de transduccion, se recogieron los
PBLs y se evalu6 el porcentaje de células transducidas realmente por analisis FACS, gracias a la molécula
ALNGFR, utilizada como marcador de la superficie celular. Las células transducidas se clasificaron luego por
anticuerpos conjugados a cuentas magnéticas (Dynabeads), se expandieron durante unos cuantos dias en cultivo, y
se prepararon pelets para analisis PCR.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Se analizaron la linea de células productoras a granel (Am12/TK3 Bulk2) asi como clones simples de células
productoras obtenidos por dilucién limitante (Am12/TK3 #53, #71 y #80). El RNA se extrajo de los sobrenadantes de
cultivo que contenian particulas virales infecciosas.

Se realizé la RT-PCR con iniciadores HTK4+ (5'- TTC TCT AGG CGC CGG AAT TCG TT-3') y HTK2- (5'- ATC CAG
GAT AAA GAC GTG CAT GG-3') o iniciadores TKA1 (5'- CGT ACC CGA GCC GAT GAC TT-3") y TKB1 (5'-TGT GTC
TGT CCT CCG GAA GG-3'). La RT-PCR se realizé utilizando el Sistema RT-PCR Titan One Tube (Roche) en una
mixtura de reaccién de 50 pl que contenia 10ul de RNA tratado con DNa sa, 1 X RT-PCR tampén con 1,5 mM de
MgCI2 (PE Applied Biosystems), 200 uym de cada desoxinucleétido (dNTP), 200 nM de cada iniciador, 5 mM de
ditiotreitol (DDT), 20 U de inhibidor de RNasa, y 1 pl de mixtura Titan Enzyme.

Se utilizaron como controles sobrenadantes de Am12/SFCMM-3 #35 y DNA de SFCMM-3 linfocitos SFCMM-3
transducidos. Se ejecutaron también en paralelo controles RT-.

El perfil de la ciclacion RT-PCR consistia en un primer paso de transcripcion inversa durante 30 min a 50°C, un
paso de desnaturalizacién durante 2 min a 94°C seguido por 40 ciclos con desnaturalizacion durante 30 s a 95°C,
reasociacion durante 30 s a 60°C y elongacion durante 1 min 30 s a 68°C, y un paso de elongacion final de 10 min a
68°C. Se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 10 microlitros del producto amplificado.

Se extrajo DNA gendmico de PBLs de varios donantes transducidos con SFCMM-3 o vector TK3. La PCR se realizé
en una mixtura de reaccién de 25ul que contenia 1 00-500 ng de DNA gendmico, 1 X tampén PCR con 1,5 mM de
MgCI2 (Applied Biosystems), 200 uM de cada dNTP, 1600 nM de cada iniciador TK2S (5'-CCA TAG CAA CCG ACG
TAC G-3") y TKS (5'-GAA TCG CGG CCA GCA TAG C-3). El perfil de la ciclacion PCR estaba constituido por un
primer paso de desnaturalizacién durante 15 min a 94°C seguido por 38 ciclos con desnaturalizacion durante 1 min a
95°C, reasociacion durante 30 s a 65°C y extension durante 1 min a 72°C, y un paso final de extension de 10 min a
72°C. Se analizaron 10 microlitros de producto amplificado por electroforesis en gel de agarosa.

Se realiz6 sobre las mismas muestras una PCR en una mixtura de reaccion de 25 yl que conteria 100 -500 ng de
DNA gendmico, 1 x PCR tampoén con 1,5 mM MgCI2 (Applied Biosystems), 200 yM de cada dNTP, 300 nM de cada
iniciador HTK4+ (5'-TTC TCT AGG CGC CGG AAT TCG TT-3') y HTK2- (5'-ATC CAG GAT AAA GAC GTG CAT
GG-3'), 1,25 U de AmphTaq Gold (Applied Biosystems). El perfil de la ciclacion PCR estaba constituido por un primer
paso de desnaturalizacion durante 15 min a 94°C seguido por 40 ciclos con desnaturalizaciéon durante 30 s a 95°C,
reasociacion durante 50 s a 60°C y extension durante 1 min a 72°C, y un paso final de extensién de 10 min a 72°C.
Se analizaron 10 microlitros del producto amplificado por electroforesis en gel de agarosa.

Anélisis de la secuencia de cDNA de la forma TK3 remodelada

La banda inferior del producto amplificado con iniciadores HTK4+/HTK2 del sobrenadante Am12/TK3#53 se
secuencié utilizando un aparato secuenciador de DNA fluorescente automatico. La secuencia fue realizada por
PRIMM (Milan, ltalia).

Resultados
HSV-tk RT-PCR de: RNA de los sobrenadantes de cultivo

Se detectaron dos productos PCR por analisis de RNA de vectores SFCMM-3 y TK3, producidos por lineas de
células de empaquetamiento Am12 y E86 (Figura 3). El vector TK3 corresponde al vector scSFCMM-3 descrito
(Chalmers, 2001). El producto principal (banda superior) corresponde a la forma no remodelada de HSV-tk (1020
pares de bases (pb) con iniciadores HTK4+/HTK2-; 401 pb con iniciadores TKA1/TKB1) en todas las muestras. El
tamafio del producto menor (banda inferior) en las muestras SFCMM-3 corresponde a la forma remodelada descrita,
en la cual se han delecionado 227 pb (Garin 2001, Blood 97:122-129).

Por el contrario, el tamafio del producto menor en las muestras TK3 es ligeramente mayor, sugiriendo la presencia
de una forma diferente remodelada, en la cual se ha delecionado un fragmento mas pequefo; esta diferencia entre
las muestras SFCMM-3 y TK3 es particularmente evidente con los iniciadores TK2S/TKAS. Los productos
intermedios adicionales observados con los iniciadores HTK4+/HTK2- se consideraron Unicamente como posibles
artefactos de la PCR.
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PCR de HS V-tk en DNA de linfocitos transducidos

Se detectaron dos productos PCR analizando el DNA de SFCMM-3 asi como PBLs transducidos TK3 (Figura 4). El
producto principal (banda superior) corresponde a la forma no remodelada de HSV-tk (644 pb con iniciadores
TK2S/TKAS, 1020 pb con iniciadores HTK4+/HTK2-). El tamafio de la banda inferior (correspondiente a la forma
descrita remodelada) en las muestras SFCMM-3 es 417 pb con iniciadores TK2S/TKAS y 793 pb con iniciadores
HTK4+/HTK2-.

Secuencia de la porcién critica del gen HSV-tk en SFCMM-3 frente a TK3

La secuencia de la porcion critica del gen HSV-tk en SFCMM-3 frente a TK3 se muestra en la Figura 5. Los
segmentos de gen que estan delecionados en las formas remodeladas de SFCMM-3 y TK3 se indican en cursiva.
Los sitios correspondientes donantes y aceptores de remodelacién correspondientes estan subrayados.

Los datos de secuencia confirman que se generan formas remodeladas diferentes en las muestras SFCMM-3
(delecion de 227 pb) y TK3 (delecion de 214 pb). Como seria de esperar, en ambos casos estan presentes los
dinucledétidos GU y AG en los limites 5' y 3' de la secuencia delecionada, respectivamente.

Ejemplo 3 — Eliminacién de la remodelacion por mutagénesis orientada

Materiales y Métodos

Partiendo del vector SFCMM-3 de tipo salvaje, se prepararon plasmidos recombinantes por mutagénesis orientada
con mutaciones diferentes en el gen HSV-tk (Figura 6). Se introdujeron cambios degenerados en la tercera base,
con lo que se conservé en todos los casos la secuencia de aminoacidos de tipo salvaje de la enzima HSV-tk.

Mutagénesis orientada

Para generar el plasmido pcDNA3.1-tk, se digirié6 el plasmido SFCMM-3 con EcoRl y Xhol, y el fragmento
EcoRI/Xhol se ligé a pcDNAS3.1 digerido con EcoRI/Xhol (Invitrogen).

A partir del plasmido pcDNA3.1-tk, se generaron todos los mutantes HSV-tk por mutagénesis orientada utilizando el
kit de Mutagénesis Orientada QuickChange (Stratagene). Los iniciadores oligonucleotidicos utilizados para introducir
la mutacion deseada eran cada uno complementario a cadenas opuestas del vector. Las secuencias de los
iniciadores de sentido se consignan en la tabla siguiente:
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Los vectores resultantes se secuenciaron para confirmar las sustituciones de nucleétidos corregidas. El fragmento
de HSV-tk mutado se retiré luego de pcDNA3.1 por digestion con EcoRI y Xhol, y se cloné después en el plasmido
SFCMM-3 para generar mutantes SFCMM-3 HSV-tk.

Después de la confirmacion de la secuencia de los mutantes SFCMM-3 HSV-tk (Figura 1), se utilizé un clon
plasmidico de cada tipo para transfectar transitoriamente células E86. Como controles se utilizaron los plasmidos
SFCMM-3 y TK3. Se recogio el sobrenadante de los cultivos E86 y se utilizé para transducir establemente la linea de
células de empaquetamiento anfotrépico Am12 como se describe en la seccion Materiales y Métodos del Ejemplo 2.
Las poblaciones de células resultantes se seleccionaron para expresiéon de ALNGFR.

Se extrajo el RNA de los sobrenadantes de cultivo E86 y Am12 que contenian particulas retrovirales infecciosas. Se
llevaron a cabo reacciones RT-PCR sobre el RNA de los sobrenadantes E86 y Am12 utilizando los iniciadores TKA1
y TKB1 de acuerdo con el protocolo descrito en la seccion de Materiales y Métodos del Ejemplo 2.

Transduccién y analisis PCR de la linea de células CEM A301 y PBLs

Se cultivaron células CEM A301 en RPMI 1640 (Hyclone) complementado con 10% FBS (Hyclone) y 2 mM
glutamina. Las células CEM A301 se infectaron con sobrenadante de cultivo Am12 que contenia los mutantes 2 y
234 de SFCMM-3 HSV-tk. El dia anterior a la transduccién se cultivaron 5 x 105 células/ml. Se realizé luego la
transduccion por un ciclo de centrifugacion de particulas vector retrovirales en células. Después de la fase de
transduccion, se recogieron las células y el porcentaje de células transducidas realmente se evalu6 por analisis
FACS. Se transdujeron PBLs de 3 donantes diferentes (como se describe en la seccidon Materiales y Métodos del
Ejemplo 2) con el sobrenadante Am12 que contenia el mutante 2 de SFCMM-3 HSV-tk asi como SFCMM-3.

Las células transducidas se clasificaron luego respecto a la expresion dJALNGFR y se expandieron unos cuantos
dias en cultivo.

Se prepard un pelet para analisis PCR a partir de las células transducidas no seleccionadas y a partir de células
transducidas seleccionadas como se describe en la seccion Materiales y Métodos del Ejemplo 2. Se extrajo el DNA
genomico de las células del pelet y se llevd a cabo una reaccién PCR con los iniciadores TKA1 y TKB1 o TKY1 y
TKY2 o TKZ1 y TKZ2 (como se indica en la tabla siguiente) en una mixtura de reaccion de 25ul que contenia 100 -
500 ng de DNA gendmico, 1X PCR tampdn con 1,5 mm de MgCI2 (Applied Biosystems), 200 nM de cada uno de los
dNTPs, 300 nM de cada iniciador y 1,25 unidades de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems). El perfil de la ciclacion
PCR estaba constituido por un primer paso de desnaturalizacién durante 15 min a 94°C seguido por 40 ciclos con
desnaturalizaciéon durante 30 s a 94°C, reasociacion durante 50 s a 60°C y extension durante 1 min a 72°C, y un
paso de extension final de 10 min a 72°C. Se analizaron 10 microlitros del producto amplificado por electroforesis en
gel de agarosa.

N::‘?ll;;zgfl Secuencia del iniciador Longitud del producto PCR (HSV-tk no remodelado)
TKA1 5'-CGT ACC CGA GCC GAT GAC TT-3' 401b
TKB1 5-TGT GTCTGT CCT CCG GAA GG-3 P
TKY1 B'-TTATAT AGA CGG TCC TCA CGG G-3 542 b
TKY2 5-CCA GCA TAG CCA GGT CAA GC-3 P
TKZ1 5'-GCC ACC ATG GCT TCG TAC-3' 1149 b
TKZ2 5-CGAGTTAAT TCTCAGTTAGCC TCC-3 P
Resultados

Propiedades de remodelacion de los mutantes HSV-tk en los sobrenadantes E86

El producto principal (banda superior) correspondiente a la forma no remodelada de HSV-tk (401 pb) se detecta en
todas las muestras excepto en el control negativo (sobrenadante de las células E86 no transfectadas, E86 C-)
(Figura 7).
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El producto menor (banda inferior) es menos abundante en el RNA de todos los vectores mutantes, en lo que
respecta a los vectores SFCMM-3 y TK3, producidos por lineas de células de empaquetamiento E86.

Propiedades de remodelaciéon de los mutantes HSV-tk en los sobrenadantes Am12

La forma de HSV-tk no remodelada se detecta en todas las muestras excepto los controles negativos (sobrenadante
de células no infectadas, Am12 C-, y H20) (Figura 8). Se detecta una banda inferior en los mutantes TkMut4
(mutacion 4) y TkMut34 (mutaciones 3 + 4), correspondiente a la banda inferior de las muestras TK3 y SFCMM-3,
respectivamente. La intensidad de la sefal de bromuro de etidio es menor comparada con TK3 y SFCMM-3, lo que
indica que el producto remodelado estd menos representado en los mutantes. Esta banda no se detecta en los
mutantes TkMut2 (mutacion 2), TkMut234 (mutaciones 2 + 3 + 4) y TkMut24 (mutaciones 2 + 4). De hecho, se
detectan dos bandas muy débiles de aproximadamente 100 y 200 pb en los mutantes TkMut2, TkMut234 y TkMut24.

Propiedades de remodelacion de los mutantes HSV-tk en las células transducidas CEM A301 y PBLs

ElI DNA gendmico de CEM A301 transducido con los mutantes TkMut2 y TkMut234, asi como con los sobrenadantes
SFCMM-3 y TK3 se realizé por PCR utilizando los iniciadores TKA1/TKB1. La forma de HSV-tk no remodelada (401
pb) se detecta en todas las muestras excepto en los controles negativos (células no transducidas, CEM NT y H20)
(Figura 9). Se detecta una banda inferior en la muestra preseleccidon y postselecion TK3 y SFCMM-3,
correspondiente a la forma no remodelada del gen HSV-tk. No se observa banda inferior alguna en las CEM
transducidas con los mutantes TkMut2 y TkMut234, antes y después de la seleccion.

Para excluir la posibilidad de que ocurran sucesos alternativos de remodelacién en las diferentes regiones del gen
HSV-tk, se realiz6 un analisis mas a fondo de CEM A301 transducidas con TkMut2 y con los sobrenadantes
SFCMM-3 utilizando los iniciadores TKY1/TKY2 y TKZ1/TKZ2.

La forma de HSV-tk no remodelada (542 pb y 1149 pb, respectivamente) se detecta en todas las muestras (Figura
10). Se detecta una banda inferior en las muestras de preseleccién y postseleccion SFCMM-3, correspondiente a la
forma remodelada del gen HSV-tk. No se observa banda inferior alguna en CEM transducidas con TkMut2, ni con los
iniciadores TKY1/TKY2, ni con TKZ1/TKZ2 PCR.

El DNA gendémico de PBLs de 3 donantes diferentes (Don1, Don2, Don3) transducidos con los sobrenadantes
SFCMM-3 y/o TkMut2 se analizé por PCR utilizando los iniciadores TKA1/TKB1. La forma no remodelada de HSV-tk
(401 pb) se detecta en todas las muestras (Figura 11). Se detecta una banda inferior en la muestra de SFCMM-3,
correspondiente a la forma remodelada del gen HSV-tk. No se observa banda inferior alguna en los PBLs
transducidos con TK2. Se obtuvo el mismo resultado utilizando los iniciadores TKZ1/TKZ2 (Figura 12), lo que abarca
el gen HSV-tk de longitud total (1149 pb), excluyendo asi la posibilidad de que la mutacién introducida pudiera
generar variantes de remodelacion diferentes.

En conjunto, estos descubrimientos indican que las mutaciones introducidas anulan o al menos reducen muy
significativamente cualquier forma remodelada del gen HSV-tk en CEM transducidas asi como en linfocitos
transducidos.
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Tabla 1. Analisis de la forma remodelada HSV-tk en sobrenadantes SFCMM-3 y PBLs transducidos
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REIVINDICACIONES

1.- Un polinucledtido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una timidina quinasa, caracterizado
porque en el al menos uno de los nucledtidos correspondientes a los nucleétidos de los sitios donantes de
remodelacion en las posiciones 329 y 330 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 (TK wt) se ha reemplazado
por otro nucleétido y en donde los nucleétidos de los sitios aceptores de remodelacion no se han alterado.

2.- Un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque en el mismo ambos nucleétidos
correspondiente a los nucledtidos de los sitios donantes de remodelacion en las posiciones 329 y 330 de la
secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se han reemplazado por otro nucleétido.

3.- Un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque en el mismo el polinucledtido
correspondiente a la posicion 330 esta cambiado de T a C.

4.- Un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una timidina quinasa caracterizado
porque en el mismo al menos uno de los nucledtidos correspondientes a los nucleétidos de los sitios donantes de
remodelacion en las posiciones 329 y 330 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 (Tk wt) se ha reemplazado
por otro nucleoétido y

los nucleodtidos correspondientes a los nucledtidos de los sitios aceptores de remodelacion en las posiciones 554 y
555 y los nucledtidos correspondientes a los nucleétidos de los sitios aceptores de remodelacion en las posiciones
662 y 663 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 no se han alterado.

5.- Un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque en el mismo ambos nucleétidos
correspondientes a las posiciones 329 y 330 se han reemplazado por otro nucledtido.

6.- Un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 4 6 5, caracterizado porque en el mismo el nucleétido
correspondiente a la posicion 330 esta cambiado de T a C.

7.- Un polinucledtido que comprende la secuencia TkMut2 de la Figura 1.

8.- Un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una timidina quinasa caracterizado
porque en el mismo al menos uno de los nucleétidos de los sitios donantes de remodelaciéon correspondientes al o a
los nucleétidos de las posiciones 329 y 330 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 (Tk wt) se ha reemplazado
por otro nucleétido y en donde al menos uno de los nucledtidos correspondientes a los nucleétidos de los sitios
aceptores de remodelaciéon en las posiciones 541 y 542 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se ha
reemplazado por otro nucleétido.

9.- Un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque en el mismo ambos nucleétidos
correspondientes a las posiciones 541 y 542 se han reemplazado por otro nucleétido.

10.- Un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 8 6 9, caracterizado porque en el mismo ambos nucleétidos
correspondientes a las posiciones 329 y 330 se han reemplazado por otro nucleétido.

11.- Un polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 caracterizado porque en el
mismo el nucledtido correspondiente a la posicion 330 esta cambiado de T a C.

12.- Un polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 caracterizado porque en el
mismo el nucledtido correspondiente a la posicion 541 esta cambiado de Aa T.

13.- Un polinucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 caracterizado porque en el
mismo el nucledtido correspondiente a la posicion 542 esta cambiado de G a C.

14.- Un polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13 caracterizado porque en el
mismo al menos uno de los nucledtidos correspondiente a los nucleétidos de los sitios aceptores de remodelacion en
la posicion 554 y 555 de la secuencia de tipo salvaje de la Figura 1 se ha reemplazado también por otro nucleétido
de tal modo que no esté presente sitio alguno de remodelacién.

15.- Un polinucledtido de acuerdo con la reivindicacion 14, caracterizado porque en el mismo el nucleétido
correspondiente a la posicion 555 esta cambiado de G a A.

16.- Un polinucleétido que comprende la secuencia TkMut23 de la Figura 1.

17.- Un polinucledtido que comprende la secuencia TkMut234 de la Figura 1.
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18.- Un polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 caracterizado porque en el
mismo el nucleétido de reemplazamiento no altera la secuencia del polipéptido codificado por dicha secuencia de
nucledtidos.

19.- Un vector que comprende un polinucledtido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

20.- Una célula hospedadora que comprende un polinucledtido como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18 o un vector como se define en la reivindicacion 19.

21.- Una composicion farmacéutica que comprende un polinucledtido como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18, un vector como se define en la reivindicacion 19, o una célula hospedadora como se define
en la reivindicacion 20 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

22.- Un kit que se caracteriza por comprender

(i) un polinucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18; o un vector como se define en la
reivindicacion 19, o una célula hospedadora como se define en la reivindicacion 20, o una composicion farmacéutica
como se define en la reivindicacién 21; y

(i) un agente sustancialmente no toxico que es convertido por una timidina quinasa en un agente téxico.

23.- Un polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, un vector como se define en la
reivindicacién 19, una célula hospedadora como se define en la reivindicacién 20 o una composiciéon farmacéutica
como se define en la reivindicacién 21 para uso en medicina.

24.- Un polinucleétido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, un vector como se define en
la reivindicacién 19 o una célula hospedadora como se define en la reivindicacion 20 para destruir células en un
paciente.

25.- Un polinucledtido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, un vector como se define en la
reivindicacion 19 o una célula hospedadora como se define en la reivindicacion 20 para tratamiento del cancer.

26.- Un polinucledétido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, un vector como se define en la
reivindicacién 19 o una célula hospedadora como se define en la reivindicacion 20 para prevenir la enfermedad de
rechazo inverso.

27.- Productos que contienen un polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, un
vector como se define en la reivindicacion 19, una célula hospedadora como se define en la reivindicacion 20 o una
composicion farmacéutica como se define en la reivindicacion 21, y un agente sustancialmente no téxico para uso
simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de un paciente con células que precisan destruccion, en donde
dicho agente sustancialmente no téxico es convertido por una timidina quinasa en un agente téxico.

28.- Un producto de acuerdo con la reivindicacion 27 o un kit de acuerdo con la reivindicacién 22 en donde el agente
sustancialmente no téxico es uno cualquiera de ganciclovir, aciclovir, trifluorotimidina, 1-[2-desoxi, 2-fluoro, B-D-
arabinofuranosil]-5-yodouracilo, ara-A, ara 1,1-B-D-arabinofuranosil-timina, 5-etil-2'-desoxiuridina, 5-yodo-5'-amino-
2,5'-didesoxiuridina, idoxuridina, AZT, AlV, didesoxicitidina, Ara C y bromovinil-desoxiuridina (BVDU).
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atggcttogtaccoctgocatcaacacgegictgogttogaccaggotgogegttetege
atggcttogtaccoctgocatcascacgegtetgogttogaccaggetgegeqttetoge
atggettogtacccetgecatocaacacgegictgcgttogacsagyctigegegttetoge
atggcttcegtaccoctgecatcaacacgogictgogttegaccaggetgogegttctege
atggcttegtaccoetgecatcaacacgegictgegttogaccaggetgogegttetege
atggcttogtaccootgccatcaacacgegtctgcgttocgaccaggotgegegtbeckoge
atggcttocgtaccocoigocatcaacacgegtoctgcgt tegacraggetgegegttetege

ggcecatagcaaccgacgtacggegttgogecctegccggocagcaagaagocacggaagte
ggocatagcaaccgacdtacggogttgogecctcgeccggoagcaagaagocacggaagto
ggccatagcaaccgacgtacggegttgogoococtogocggoagecaagaagocacggaagte
ggccatagcaaccgacgtacogegttgooccctogocggocagcaagaagecacggaagte
ggcoatagoaaccgacgtacggegttgegecctegoecggeagcaagaagecacggaagte
ggccatagceaaccgacgtacggeogttgogecctogccggocagcaagaagecacggaagtc
ggccatagoaaccgacgtacggeogttgcgecctegocgygcagcaagaagocacggaagtc

cgcoctggagcagaaaatgeccacgotactgogggtttatatagacggtecctcacgggatg
cgococtggagoagaaaatgeccacgetactgegggtttatatagacggtectecacgggatg
cgcc‘tggag cagaaaatgecccacygctactgogggtttatatagacggt cotcacg ggat g
cgoctggagcagaaaatgeccacgctactgegggtttatatagacggtectcacgggatg
cgcctggagcagaaaatgcccacgetactgogggtttatatagacggtcctecacgggatg
cgcctggageagaaaatgeccacgetactgogqggtttatatagacggtectcacgggatyg
cgoctggagoagaaaatgeccacgetactgogggtttatatagacggteectcacgggatg

gggaaaaccaccaccacgoaactgotggtggeocctaggt tegegegacgatategtetae
gggaaaaccaccaccacgeaactgectggbggecotggygt tegegegacgatategtetac
gggaaaaccaccaccacgcaactgotggtggecctgggttegegegacgatategtetac
gggaaaaccaccaccacgeaactgotggtggeoctgggttegegegacgatategtoctac
gggaaaaccaccaccacgeaactgotggtggocctgggt tegegegacgatatogtctac
gggaaaaccaccaccacgoaactgotggtggecctgggttegogegacgatategtetas
gygaaaaccaccaccacgcaactgotggtggooctgggt togogogacgatategtotan

gtacccgagncgatgacttantggcaggtgctgggggcttccgagacaatcgcﬁaacatn
gtaccogagoccgatgacttactggcaggtgoctggyggcttcogagacaatocgogaacate
gtaccogagoecgatgacttactggcaggtgctgggggettccgagacaabecgogaacate
gtacccgagecgatgacttactggeaggtgetgggggctteccgagacaatogegaacate
gtacccgagoogatgacttactagocaggtoctgagggct tecgagacaategegaacate
gtaccecgagocgatgacttactggocaggtgetgggggot tocgagacaategegaacate
gtacccgagecgatgacttactggoaggtgctgggggcttocgagacaatogegaacate
2

tacaccacacaacaccegcctogaccaggatgagatatoggeoocggggacgsggeggtggta
tacaccacacaacacegectegaceagggegagatateggecggggacgeggeggtagta
tacaccacacaacaccgoctogaccagggegagatatoggecggggacgeggeggtagta
tacaccacacaacaccgcctocgaccagggegagatateggecggggacgeggaggtgata
tacaccacacaacaccgcctocgaccagggtgagatat cggoocggggacgoggoggtggta
tacaccacacaacaccgoctocgaccagggtgagatatocggeooggggacgeggoggtggta
tacacecacacaacacogocticgaccagggegagatateggocgoggacgogaaggtggta

atgacaagcgceccagataacaatgggoatgeocttatgeocgtgacecgacgoegttotgget
atgacaagegoccagataacaatgggoatgecttatgocgtgaccgacgecgttectgget
atgacaagcgoccagataacaatgggeatgecttatgoecgtgacegacgoogttoctgget
atgacaagcgcccagataacaatgogoatgoocttatgoogbtgaccgacgoocgttotggeot
atgacaagocgococagataacaatgggoatgocttatgocgtgaccgacgocgttotgget
atgacaagocgoccagataacaatgggcatgecttatgecgtgacogacgocgttotaget
atgacaagcgoocagataacaatgggcatgeocttatgecgtgaccgacgoegttetgget

cotcatgtegggggggaggctgggagttcacatgoccogeccoceggooctecacecteate
cotcatgtoggggggoaggetgggagitocacatgoocoogooctoggocctcacoctoate
cotcatgtogggggggagactgggagitcacatgoccogecococggoccicaccotocate
ccteatgtegggggggaggctgggagiteacatgeccegoocooggecctoaccoteate
ccteatgtougggggggagactgagagttcacatgceccegececeggeccteaccoteate
cotecatgtoggggggoaggctgggagtitcacatgoccogooocceggococctcacoctcate
cotoatgtegggggggaggctgggagiteacatgecoogooocoggocctoacooteate
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ttcgaccgecateoccategecgeectcoctgtgotacecggecgegegataccttatggge
ttegaccgocatcoccategoecgooctcoctgtgotacococggoogougegataccttatggge
ttgqaccgccatcccatcgccqccctcctgtgctacccgqc:g:gcgataccttatqggc
ttecgaccgocateceategecgoectocectgtgectacceggecgegogataccttatggge
ttegacegocatcccategecgooctooctgtgetacecoggeoogegegataccttatggge
ttegaccgecatcoccategecgoocctocotgtgetaccocggeocgogegatacettatggge
ttcgaccgocatcccategecgococtectgtgctaccecggecgegegataccttatggge
k) 4
agcatgacceececaggeegtgotggegttegtggecct catcocogocgacct tgoecgge
agecatgaccecccaggoegtgetggogttogtggocctcatcocgocgaccttgocogge
toccatgaccoccccaggoogtgoctggogttegtggoecctecatecccgecgaccttgoocegge
agcatgaccccccaageegtgetggegttegtggecoet catcecgoogacect tgocegge
:ccatqaccccccaagccgtgctggchtcthQCCctcatcccgccgaccttgcccggc
ageatgaccoccccaageocgtgotggogttogtggcocctcatocococgoogaccttgoocogge
tecatgaccococcaagecgtgotggogttogtggoocteatoccgoogaccttgooogge

acaaacatcgtgttgggggoccttecggaggacagacacatocgacocgectggccaaacge
acaaacatcgtgttgggggeccettcoggaggecagacacatcgacocgectggocaaacye
acaaacategtgttgggggeoocttecggaggacagacacategacegectggeoaaacge
acaaacatcgtgttgoggggecocticcggaggacagacacatcgaccgaectggocaaacge
acaaacatcgtgttgggggeccttooggaggecagacacatcgaccgectggocaaacge
acaaacatcgtgttgggggocccticeggaggacagacacatcgacecgectggocaaacge
acaaacatcgtgttgggggoocticcggaggacagacacatcgaccgactggocaaacge

cagegeccoggogageggettgacctggetatgotggecgegattegeogegtttacggg
cagcgoccoggogageggettgacetggetatgetggecgegattegecgogtttacggg
cagogccccggogagoggettgacctggetatgotggeegegattegeogegtttacgag
cagogccccggogageggekbgacctggetatgetggecgegattecgecgogtttacgag
cagocgocecggogageggottgacetggetatgctagecgegat tegeegegtttacyggg
cagogeccsggogageggettgacetggetatgetggeegegattegecgegtttacggy
cagegecooggogageggottgacctggotatgotggoegegat tegeogegtttacggy

ctgcttgccaatacggtgcggtatetgcagggeggegggtegtggtgggaggattgggga
ctgettgocaatacggtgoggtatotgcagggoggcggategtggtgggaggattgggga
ctgettgocaatacgghtgeggtatctgoagggeggegggtegtggtgygaggattgggga
ctgcttgecaatacggtgoggtatetgoagggoggogggtogtggtgggaggattgggga
ctgettgocaatacggtgoggtatectgeagggoggogggtogtggtgggaggattgggga
ctgettgocaatacggtocggtatetgcagyggoggcgggtogtggtgggaggattgggga
ctgcttgeocaatacggtgcoggtatetgoaggocggegggtegtggtgggaggattgggga

cagctttoggggacggecgtgocgeoccagggtgocgagoocccagageaacgegggeeesa
cagctttoggggacggocgtgocgooocagggtgocgagoccecagageaacgegggeeca
cagettteggggacggeegtgcegececagggtgocgageccecagagoaacgogggocca
cagetttoggggacggecgtgocgocccagggtgocgagococcagagecaacgcgggecca
cagetttoggggacggocgtgcogoceccaggygtgocgagocccagageaacgcgggccca
cagctbtoggggacggocgtgoocgocccagggtgocgagooocagageaacgegggooca
cagetttoggggacggecgtgocgeccecagggtgocgagocccagageaacdecgggoaca

cgaccccatatcggggacacgttatttacectgtttegggeoccocgagtigotggeccee
cgaccceatatocggggacacgttatttacectgtttegggeccocgagtigotggececee
cgaccccatatcggggacacgttatttaceetgtttegggeoocecgagtigotggeceee
cgaccccatatcggggacacgttatttacectgtttegggeccocegagttgotggoccoe
cgaccccatatcggggacacgtitatttaceotgtttcgggeccoegagttgetggeceee
cgaccccatatcggggacacgttatttaceetgtttocgggeccocgagttgotggeacee
cgaccocatateggggacacgttatttacectgtttcgggeececgagttgetggececee

aacggcgacbtgtataacgtgtttgcctqqgccttggacqtcttqgccaaacq:ctccgt
aacggeogacctgtataacgtgtttgootgggecttggacgtettggecaaacgecteegt
aacggcgacctgtataacgtgttigoctgggecttagacgtocttggecaaacgecteegt
aacggogacctgtataacgtgtttgectgggecttggacgtottggecaaacgoctcegt
aacggcogacctgtataacgtgtttgectgggecttggacgtcttggecaaacgootoogt
aacggogacctgtataacgtgtttgoctgggecttagacgtettggecaaacgecteegt
aacggegacctgtataacgtgtttgectgggecttggacgtettggecaaacgeetecegt
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cccatqcacgtctttatcctqqattacgaccaathCCCQCngthCEggqacgccctg
cccatgeacgtctttatectggattacgaccaategeccgecggectgoegggacgeecty
cocatgeacgtetbtatectggattacgaccaatcgeccgecggctgococgggacgeectg
cceatgeacgtetttatectggattacgaccaategeccgecggetgoogggacgeecty
ceecatgeacgtetttatectggattacgaccaategoccgecggectgccgggacgecetg
cccatgeacgtotttatoctggattacgaccaategeccgecggectgocgggacgeeotg
coccatgeacgtetttatectggattacgaccaatecgeccgecggotgcegggacgeoctg

ctgcaacttaccteocgggatggtccagacccacgteaccaceccaggctocatacogacy
ctgecaacttacctocgggatggtoccagaccecacgtecaccacoccecaggectocatacecgacg
ctgcaacttacctecgggatggtocagacecacgtcaccaccocaggotocatacegacy
ctgcaacttacctcecgggatggtccagaccecacgtecaccaccocaggctccataccgacyg
ctgcaacttacctcogggatggtocagacccacgtecaccaccocaggoctccatacegacyg
ctgcaacttacctecgggatggtocagacecacgteaccacococaggetooatacegacyg
ctgeoaacttacctecgggatggtocagacccacqgtcaccacococaggotocatacegacyg

atctgegacctggegogeacgtttgocecgggagatgggggaggetaactga 1131
atctgogacctggegegeacgtttgocegggagatgggggaggetaactga
atctgcgacctggogogoacgtttgocecgggagatgggggaggetaactga
atctgcgacctggegogoacgtttgoccgggagatgggggaggctaactga
atctgcgacctggogogecacgtttgoccgggagatgggggaggctaactga
atctgcgacctggogogeacgttbgoccgggagatgggggaggctaactga
atctgegacctogegegeacgtttgoccgggagatgggggaggetaactga
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