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DESCRIPCION
Produccién de VAA recombinantes de alto titulo.
1.0 Antecedentes de la invencion
1.1 Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al campo de la biologia molecular. Mas especificamente, la invencién se refiere a
procedimientos para la produccion a gran escala de virus adenoasociado recombinante (VAAr) para su utilizacion en
aplicaciones de terapia génica.

1.2 Descripcion de la técnica relacionada

La terapia génica se refiere al tratamiento de enfermedades genéticas sustituyendo, alterando o complementando un
gen responsable de la enfermedad. Esto se consigue mediante la introduccién de un gen o genes correctores en una
célula huésped, generalmente por medio de un vehiculo o vector. La terapia génica es muy prometedora para el
tratamiento de muchas enfermedades. Ya ha conseguido cierto éxito de manera preclinica utilizando AVV
recombinantes (VAAr) para la insercion y la expresién a largo plazo de genes introducidos en células en animales,
incluyendo células que no se dividen clinicamente importantes del cerebro, higado, musculo esquelético y pulmén.
Los ensayos clinicos que utilizan esta tecnologia han incluido la utilizacion de VAAr que expresan el gen cftr como
tratamiento para la fibrosis quistica (Flotte et al., 1998; Wagner et al. 1998).

Se han desarrollado procedimientos para producir VAAr en los que se hace que células que se han hecho crecer en
cultivo produzcan VAA, que luego se recogen de las células y se purifican. Los procedimientos de produccién para
VAA implican la insercion de tres elementos necesarios para las células productoras: 1) un gen de interés
flanqueado por secuencias de repeticion terminal invertidas (ITR) de VAA, 2) genes rep y cap de VAA, y 3) proteinas
viricas auxiliares (“funciones auxiliares”). El protocolo convencional para insertar los dos primeros es mediante
transfeccion de las células con ADN de plasmido que contiene los casetes génicos recombinantes apropiados. Las
funciones auxiliares se han insertado tradicionalmente infectando las células con un virus auxiliar tal como
adenovirus (Ad). (Samulski et al., 1.998; Hauswirth et al., 2000).

El documento WQO95/06743 describe un procedimiento para producir viriones de VAA recombinantes, que
comprende introducir en una célula huésped un vector de VAA recombinante, infectar la célula con adenovirus
recombinante o virus de herpes que pueden expresar una proteina de VAA esencial y cultivar la célula para producir
viriones de VAA.

1.3 Problemas cuantitativos asociados con la produccion de cantidades de VAAr necesarias para la terapia
génica

A pesar de los beneficios potenciales de la terapia génica como tratamiento para enfermedades genéticas humanas,
una grave limitacion practica obstaculizan su utilizacion extendida en la clinica. Con el fin de producir incluso una
dosis unica clinicamente eficaz para un paciente humano, deben prepararse mas de 10" particulas de VAAr
(Snyder, et al., 1997; Ye et al., 1999). Preparar este nimero de particulas utilizando la tecnologia actual requiere
mas de 2 x 10" células productoras. A escala de laboratorio, este nimero de células requeriria aproximadamente
7500 matraces de cultivo tisular. A escala comercial, este nivel de cultivo celular plantea una grave barrera practica
para la produccion a gran escala de VAAr en “fabricas celulares”.

Los beneficios de mejora el rendimiento de particulas por célula seran muy significativos desde un punto de vista de
la produccién comercial. Por ejemplo, una mejora que dé como resultado un aumento de dos veces en el
rendimiento de VAAr por célula permitiria cultivar la mitad de células. Un aumento de diez veces permitiria que se
preparase la misma cantidad de producto de VAAr en una décima parte del nimero de células productoras. Se
requieren mejoras significativas de esta magnitud con el fin de conseguir una viabilidad econémica para esta
tecnologia.

Las metodologias de produccion de VAAr actuales utilizan procedimientos conocidos para limitar el nimero de VAAr
que puede producir una unica célula productora. El primero de éstos es la transfeccion utilizando plasmidos para la
insercién de ADN en las células. Se conoce bien que la transfeccién de plasmidos es un proceso inherentemente
ineficaz que requiere un alto nimero de copias del genoma y por tanto grandes cantidades de ADN (Hauswirth et al.,
2000). Adicionalmente, la utilizacion de Ad reduce significativamente los titulos de VAAr finales porque es un
contaminante que debe retirarse del producto final. No so6lo deben emplearse procedimientos eficaces para eliminar
la contaminacion por Ad, sino que también son necesarios ensayos rigurosos para determinar la contaminacion por
Ad de VAAr. Los procedimientos de purificacién y seguridad dictados por la utilizacién de Ad dan como resultado la
pérdida de VAAr en cada etapa. Por tanto, deben desarrollarse procedimientos practicos desde el punto de vista
comercial que superen estas barreras para proporcionar VAAr en las enormes cantidades requeridas para
aplicaciones clinicas.
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2.0 Sumario de la invencion

La presente invencién trata de superar algunas de las deficiencias en la técnica anterior abordando los problemas
que limitan la produccion de VAAr en cantidades suficientes para procedimientos de terapia génica eficaces. En la
invencion, se obtienen altos titulos de VAAr infeccioso que son al menos un orden de magnitud mayor que los
notificados previamente.

Segun la presente invencién, se proporciona un procedimiento para producir virus adenoasociado recombinante
(VAAr) de alto titulo que comprende: (a) coinfectar simultaneamente una célula 293 con (i) un primer virus de herpes
simple recombinante (VHSr) de replicacion defectuosa que comprende un acido nucleico que comprende un gen rep
de VAA y uno cap de VAA, estando cada uno funcionalmente unido a un promotor, y (ii) un segundo VHSr de
replicacién defectuosa que comprende un acido nucleico que comprende repeticiones terminales internas (ITR) de
VAAr, un gen de interés, y un promotor funcionalmente unido a dicho gen de interés, en el que el gen esta
flanqueado por las ITR; (b) incubar la célula 293; y (c) tras la incubacién, recoger los VAAr de la célula 293 de la
etapa (b) en la que se producen 2.300-6.000 particulas infecciosas por célula infectada.

La invencién se refiere a un procedimiento para producir VAAr de alto titulo. En el procedimiento, las células
productoras se coinfectan simultaneamente con al menos dos virus de herpes simple recombinantes (VHSr). Los
dos VHSr son vectores disefiados para dotar a las células, tras la infeccion, de todos los componentes necesarios
para producir VAAr.

La infeccién de las células productoras con VHSr que no pueden replicarse se utiliza porque, a diferencia de los
procedimientos que implican la utilizacion de adenovirus, el VHSr no se convierte en un contaminante significativo
del producto de VAAr. Esto aumenta el rendimiento final de VAAr eliminando las etapas de purificacion asociadas
con la eliminacion de Ad. En una realizacion particular de la invencion, se construyé el VHSr a partir de un mutante
de VHS-1 en el que la incapacidad para replicarse se debe a una mutacién en el gen ICP27. También puede
utilizarse cualquier otro mutante de VHS que muestre un fenotipo de replicacion defectuosa para construir el VHSTr.

Una realizacién de la invencion implica infeccion de una célula productora con dos vectores de VHSr diferentes. El
primer vector de VHSr contiene los genes rep y cap de VAA incluyendo los hallados en diversos serotipos de VAA
incluyendo VAA-1, VAA-2, VAA-3, VAA-4, VAA-5 y VAA-6, VAA-7 y VAA-8, y variantes de tales genes, por ejemplo,
los de otros serotipos de VAA y los preparados mediante recombinacién o mutacion de los genes rep y/o cap de los
serotipos anteriores.

En determinadas formas de realizacién, los genes rep y cap de VAA-2 en el primer VHSr pueden dirigirse mediante
sus promotores nativos, y se inserta el constructo génico en el gen tk del virus VHSr. También pueden utilizarse
cualquier otro sitio o sitios en el genoma de VHS adecuado(s) para la integracion de los genes rep y cap.
Adicionalmente, pueden utilizarse promotores heter6logos para dirigir la expresion de los genes de VAA. Los
ejemplos de otros promotores que pueden utilizarse en el procedimiento dado a conocer incluyen pero no se limitan
al promotor precoz de SV40, promotor de CMV, promotor de tk de herpes, promotor inducible de metalotionina,
promotor de virus de tumor mamario de ratén y promotor de -actina de pollo.

El segundo VHSr contiene ITR de VAA con uno o mas genes de interés dirigidos por uno o mas promotores. El gen
de interés puede ser un gen que probablemente sea de valor terapéutico. Los ejemplos de genes terapéuticos
incluyen pero no se limitan a a-1-antitripsina, GAA, eritropoyetina y PEDF. Cuando es deseable seleccionar o
identificar la expresion transgénica satisfactoria, el gen de interés puede ser un gen indicador. Se conocen muchos
ejemplos de genes utilizados como indicadores o para seleccién, y pueden utilizarse en la invencion. Estos incluyen
pero no se limitan a los genes que codifican para beta-galactosidasa, neomicina fosforotransferasa, cloranfenicol
acetiltransferasa, timidina cinasa, luciferasa, beta-glucuronidasa, aminoglicésido, fosfotransferasa, higromicina B,
xantina-guanina fosforribosil luciferasa, DHFR/metotrexato y proteina verde fluorescente (GFP).

En una forma de realizacion, la invencion proporciona un procedimiento de produccién de VAAr de alto titulo en el
que el rendimiento de VAAr estd en el intervalo de al menos hasta 5000-6000 particulas infecciosas por célula
productora. En el desarrollo del nuevo sistema sin Ad, basado en VHSr para la produccién de VAAr, se descubrieron
factores que afectaban en gran medida al rendimiento de VAAr infecciosos por célula. Entre estos, fue altamente
significativa la utilizacién de la coinfeccion simultdnea de las células productoras con dos VHSr diferentes. La
infeccion en serie fue en el mejor de los casos el 35% tan eficaz como la coinfeccién simultanea, y en el peor de los
casos dio como resultado una produccion insignificante de VAAr. Otros factores que afectan a los rendimientos
incluyen las proporciones relativas del primer y el segundo VHSr, la duracion de los tiempos de incubacién tras la
coinfeccion simultanea, la eleccién de las células productoras, las condiciones de cultivo para las células
productoras, y las células utilizadas para la titulacion de las disoluciones madre de VAAr.

La invencion es la primera en utilizar la coinfeccion simultanea de células productoras con al menos dos vectores de
VHSr diferentes para conseguir la produccién de VAA. Se consiguio un rendimiento inesperadamente alto de VAA a
través de la utilizacion de la infeccidén simultanea de células productoras con los VHSr, en contraposicion a la adicién
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de dos VHSr en tiempos diferentes. El efecto del momento de la infeccion por VHSr sobre los rendimientos de VAAr
mostré que la desviacion del protocolo de coinfeccion simultadnea fue notablemente perjudicial para el rendimiento de
VAAr. Por ejemplo, la introduccion de un retardo de simplemente 4 horas entre la infeccion con el primer y el
segundo VHSr dio como resultado una reduccién de hasta aproximadamente el 35% del nivel de VAAr producido
mediante coinfeccion simultanea. Con retardos de 12 y 24 horas, la produccion de VAAr disminuy6 hasta niveles no
significativos.

Otro factor en la maximizacion de la produccién de VAAr es la razén de los dos virus VHSr utilizados en el
procedimiento de coinfeccidn simultanea. En una realizacién particular de la invencién en la que el primer VHSr era
VHSr/rc (descrito a continuacion) y el segundo VHSr (descrito a continuacion) era VHSr/VAA-GFP, se obtuvieron los
mejores resultados cuando la razén del primer VHSr con respecto al segundo VHSr era de aproximadamente 8:1. Es
probable que esta razon difiera de otro VHSr utilizado en la invencién, y puede determinarse experimentalmente con
cada combinacion del primer y el segundo VHSr seleccionado para su utilizacion.

Los procedimientos de la invencién descritos en la presente memoria utilizan la coinfeccién simultdnea con al menos
dos VHSr para insertar el conjunto minimo de componentes requeridos para producir VAAr en las células
productoras. Los expertos en la materia reconoceran que el procedimiento de coinfeccién simultdnea dado a
conocer puede modificarse para incluir etapas adicionales disefiadas para insertar otros componentes en las células.
Los ejemplos de etapas adicionales de este tipo incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, infeccién con al menos
otro virus, incluyendo 1) otro VHSr que difiere en construccién del primer y el segundo VHSr, o 2) otras cepas de
virus recombinantes o que se producen de manera natural tales como Ad, VAAr o Ad recombinante (Adr). La
infeccion con el virus adicional puede ser o bien simultanea a la coinfeccién con el primer y el segundo VHSr, o bien
puede llevarse a cabo o bien antes o bien después de la coinfeccién simultdnea con el primer y el segundo VHSr.
Alternativamente, 0 ademas de la etapa de infeccion con al menos un virus adicional, el procedimiento puede incluir
una etapa adicional que implica la transfeccion con al menos un ADN de plasmido, incluyendo un vector de
expresion de AVV, siempre que se realice una etapa de coinfeccion simultanea.

Se describe una poblacién de células productoras que contiene al menos 6000 VAAr infecciosos por célula. Una
poblacién de este tipo puede producirse segln los procedimientos dados a conocer.

También se describe un kit para la produccién de VAAr de alto titulo que incluye un primer VHSr que contiene genes
rep y cap, un segundo VHSr que incluye ITR de VAA y un promotor, e instrucciones para su utilizacién. En el kit
puede incluirse cualquier combinacion del primer y el segundo VHSr tal como se describieron anteriormente. La
inclusién de virus adicionales o plasmidos para su utilizacion con el primer y el segundo VHSr también esta dentro
del alcance del kit. El kit puede incluir ademas una linea celular productora y una linea celular para la titulacién del
VAAr.

El aumento de la eficiencia del rendimiento de VAAr por célula que puede conseguirse utilizando los procedimientos
dados a conocer de la invenciéon serd particularmente ventajoso para la produccion comercial de VAAr.
Proporcionando el beneficio de una reduccion de al menos diez veces en los requisitos para el cultivo celular, la
invencion ofrece el potencial de ahorros significativos en instalaciones que producen VAAr a la escala necesaria
para su utilizacion terapéutica en terapia génica.

Aunque pueden utilizarse procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente
memoria en la practica o las pruebas de la presente invencién, se describen a continuaciéon procedimientos y
materiales adecuados.

3.0 Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico de datos de produccion de VAAr comparativos utilizando protocolos de coinfeccion
simultéanea e infeccion individual.

La figura 2 es un grafico que muestra el efecto sobre la produccion de VAAr de variar el momento de adicion de
VHSr/rc y VHSIr/GFP a las células productoras.

La figura 3 son dos graficos que muestran el efecto sobre la produccién de VAAr de variar la proporcién de VHSr/rc
(R) y VHSI/GFP (G) en el protocolo de coinfeccién.

La figura 4 es un grafico que muestra el efecto sobre la produccion de VAAr de variar el momento de la recogida de
las células productoras.

La figura 5 es un grafico que muestra el efecto de la densidad de siembra de las células productoras (293) sobre la
produccion de VAAr.

La figura 6 es un grafico que muestra el efecto de la densidad de siembra de células C12 sobre la cuantificacién de
VAAr/GFP.
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La figura 7 es un grafico que muestra una comparacién de rendimientos de VAAr/GFP utilizando 293 y Vero como
células productoras.

4.0 Descripcion detallada
4.1 Definiciones

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “infeccion” se refiere a la insercién de ADN heterélogo en una
célula por un virus. La expresion “coinfeccién simultanea” indica la infecciéon simultanea (es decir, al mismo tiempo
que o en el plazo de al menos 5, 10, 30, 45, 60, 90 6 120 minutos de) de una célula productora con al menos dos
virus. La infeccion de una célula productora con dos (0 mas) virus en diferentes tiempos se denominara
“coinfeccién”.

Por el término “gen” se entiende una molécula de acido nucleico que codifica para una proteina particular, o en
determinados casos, una molécula de ARN funcional o estructural. Un “transgén” se refiere a un gen o genes
heterdlogos en un vector, que es/son, o va(n) a introducirse en una célula. Por el término “vector” se entiende un
constructo viral o de pldsmido recombinante utilizado como vehiculo para introducir un gen en una célula.

Los términos/las expresiones “VHS recombinante,” “VHSr” y “vector de VHSr” se refieren a formas genéticamente
modificadas, aisladas de VHS que contienen genes heterélogos incorporados en el genoma viral. Por la expresion
“VHSr/rc” o “virus VHSI/rc” se entiende un VHSr que presenta un gen rep de VAA y un gen cap de VAA incorporados
en su genoma. Las expresiones “virus de expresion de VHSr” y “VHSr/VAA” indican un VHSr que presenta
secuencias ITR de VAA incorporadas en su genoma.

4.2 Procedimientos biolégicos

En la presente memoria, se describen procedimientos que implican técnicas de biologia molecular convencionales.
En la técnica, se conocen generalmente técnicas de este tipo y se describen en detalle en la tratados de
metodologia tales como Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2001; y Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et
al., Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York, 1992 (con actualizaciones periddicas). Se comentan
procedimientos para la sintesis quimica de acidos nucleicos, por ejemplo, en Beaucage y Carruthers, Tetra. Letts.
22:1859-1862, 1981, y Matteucci et al., J. Am. Chem. Soc. 103:3185, 1981. La sintesis quimica de acidos nucleicos
puede realizarse, por ejemplo, en sintetizadores de oligonucleétidos automatizados comerciales. También pueden
adaptarse procedimientos convencionales de transferencia génica y terapia génica para su utilizacion en la presente
invencion. Véanse, por ejemplo, Gene Therapy: Principles and Applications, ed. T. Blackenstein, Springer Verlag,
1999; Gene Therapy Protocols (Methods in Molecular Medicine), ed. P.D. Robbins, Humana Press, 1997; y Retro-
vectors for Human Gene Therapy, ed. C.P. Hodgson, Springer Verlag, 1996.

4.3 Protocolo de coinfeccién simultanea basado en virus de herpes recombinante para la produccion de VAAr

Una forma de realizacion de la invencion proporciona un procedimiento sin transfeccion, sin Ad de preparacion de
VAAr, basado en la utilizacion de dos o mas virus VHSr recombinantes utilizados para coinfectar células productoras
con todos los componentes necesarios para la produccion de VAAr. Como Ad, VHS-1 puede soportar
completamente la replicacién y el empaquetamiento de VAA (Knipe, 1989, Knipe, 1989, Buller, 1981, Mishra y Rose,
1990, Weindler et al., 1991, Johnson et al., 1997). El conjunto minimo de genes de VHS-1 requerido para replicar y
empaquetar VAA es UL5, UL8, UL52 y UL29 (Weindler et al., 1991). En la presente invencion, la funcién auxiliar
necesaria para la produccion de VAAr se proporciona preferiblemente mediante un virus VHSr que presenta al
menos el conjunto minimo de genes requeridos para replicar y empaquetar VAA.

En el procedimiento de la invencion, se utilizan al menos dos formas diferentes de VHSr para coinfectar una célula
productora. En la forma de realizacién descrita en la seccién de ejemplos a continuacion, las dos formas de VHSr
utilizadas se denominan el virus VHSI/rc y el virus de expresion de VHSr. El virus VHSr/rc contiene un casete génico
en el que se insertan los genes rep y cap de VAA en el genoma de VHS. Los genes rep son responsables de la
replicacién y el empaqguetamiento del genoma de VAAr en células huésped infectadas con VAA. Los genes cap
codifican para proteinas que comprenden la capside del VAAr producido por las células infectadas. Por tanto, se
utiliza el virus VHSr/rc para permitir que las células productoras produzcan los productos proteicos de los genes rep
y cap de VAA. El virus de expresién de VHSr contiene un transgén (es decir, un acido nucleico distinto de VAA) que
codifica para un gen(es) de interés insertado(s) en dos ITR de VAA, junto con elementos promotores necesarios
para la expresion del transgén. Las ITR son responsables de la capacidad de VAA nativo para insertar su ADN en el
genoma de células huésped tras la infeccion o persistir de otra manera en las células infectadas.

Para producir VAAr, se coinfecta una célula productora (por ejemplo, simultdneamente) con los dos virus VHSr

diferentes, y se cultivan las células coinfectadas en condiciones que permiten la producciéon de VAAr, por ejemplo,
en un medio apropiado en un incubador humidificado a 37°C, con el 5% de CO. Utilizando este procedimiento se
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consiguieron niveles de produccion de VAAr de hasta al menos 5000-6000 p.i./célula. En condiciones
experimentales idénticas, los resultados demostraron de manera sistematica que el procedimiento de coinfeccién
simultanea era al menos dos veces tan eficaz como un procedimiento de infeccion individual. Los nimeros de VAAr
infecciosos producidos por célula mediante el protocolo de coinfeccién simultdnea oscilaron entre aproximadamente
2300-6000 p.i/célula. Por el contrario, en las mismas condiciones, el intervalo tras la infeccién individual era de
desde aproximadamente 1200-1600 p.i./célula.

Los estudios descritos en la presente memoria revelaron que varias variables experimentales afectaban a la
produccion de VAAr utilizando el procedimiento de coinfeccién simultanea (es decir, la célula se infecta con los
diferentes VHSr al mismo tiempo o en el plazo de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 6 120 minutos entre si). Es digno de
mencion la observacion de que la coinfeccion simultanea con los dos virus, es decir VHSr/rc y el virus de expresion
de VHSr fue bastante superior a la infeccion doble o multiple con los mismos virus (es decir, la infeccién con el
primer VHSr, seguida por la infeccion con el segundo VHSr tras un intervalo de horas, por ejemplo 4-24). Estos
experimentos revelaron la importancia del momento de la adicion de los dos virus, demostrando la clara superioridad
de la coinfeccion con respecto a la infeccion doble, incluso con retardos de tan sélo 4 horas entre la adicion del
primer y el segundo VHSr.

Las cantidades relativas de los virus primero y segundo afadidos en el momento de la coinfeccion simultanea
también presentaron un efecto pronunciado sobre la produccién de VAAr. Se obtuvieron los mejores resultados
cuando la razén de un primer virus (VHSr/rc) con respecto a un segundo virus (VHSr/GFP) era de aproximadamente
8:1.

Otro parametro que afecta significativamente a los rendimientos de VAAr en el protocolo de coinfeccién es la
eleccion de la linea celular utilizada para la produccion de VAAr. Los experimentos disefiados para someter a prueba
dos lineas celulares utilizadas cominmente para la produccion de VAAr, es decir células 293 y Vero, demostraron
que de las dos, 293 fue claramente la linea celular de eleccién, produciendo aproximadamente 5 veces la cantidad
de VAAr de las células Vero que se hicieron crecer, se infectaron y se recogieron en las mismas condiciones. Otras
variables que afectan significativamente a los rendimientos de VAAr incluyen la densidad de siembra en placa inicial
de la linea celular productora (por ejemplo, 293) y el tiempo de recogida de las células productoras.

4.4 Construccion de virus VHS recombinantes

La invencion utiliza dos o mas virus VHSr en un protocolo de coinfeccion simultdnea para producir VAAr. En la
técnica se conocen procedimientos de preparacion de VHSr a partir de VHS-1 (Conway et al., 1999).

VHSr/rc. En una forma de realizacién de la invencién, se utilizé6 un VHS recombinante designado como VHSr/rc para
demostrar la eficacia del nuevo procedimiento de produccién de VAAr. Este virus se baso6 en un vector recombinante
que expresa los genes rep y cap de VAA-2 en un vector de VHS-1 mutante designado como d27.1 (Rice y Knipe,
1990) y se preparé tal como se describié previamente (Conway et al., 1999). Como resultado de la mutacion, este
vector no produce ICP27. Una ventaja de la utilizacién de un mutante de ICP27 para la produccion de VAAr es que
se conoce que el proceso de corte y empalme en la célula huésped del ARN mensajero esta inhibido por ICP27
(Sandri-Goldin y Mendoza, 1992). ICP27 probablemente también afecta al proceso de corte y empalme apropiado de
los mensajes de rep y cap de VAA-2. Se eligié este vector porque presenta replicacion defectuosa y se esperaba
que mostrase citotoxicidad reducida en comparacién con VHS-1 de tipo natural (wt) en una linea celular no
permisiva.

El virus d27.1 presenta otras caracteristicas varias que hacen su utilizacién ventajosa para el disefio de un virus
auxiliar para la produccion de VAAr. En primer lugar, expresa los genes tempranos que se sabe que se requieren
para la produccion de VAAr (Weindler et al., 1991, Rice y Knipe, 1990). Ademas, d27.1 sobreexpresa ICP8, la
proteina de union a ADN monocatenario que es el producto de UL29, uno de los genes de VHS-1 esenciales para la
replicacién y el empaquetamiento de VAA (Weindler et al., 1991, Rice y Knipe, 1990, McCarthy, et al., 1989). Por
tanto, se pronosticaria que el aumento de la expresién de ICP8 aumentara la producciéon de VAAr. En una
realizacién del vector VHS/rc utilizado en la invencion, se expresaron los genes rep y cap de VAA-2 bajo el control
de sus promotores nativos. Los promotores p5 y p19 de VAA-2 controlan la expresion de Rep 78 y 68 y Rep 52 y 40,
respectivamente. El promotor p40 controla la expresion de VP1, VP2 y VP3. Resultara evidente para los expertos en
la materia que puede utilizarse cualquier otro promotor adecuado para el fin y también esta dentro del alcance de la
invencion. Los ejemplos de otros promotores adecuados incluyen promotor precoz de SV40 y promotor de tk de
herpes, promotor inducible de metalotianina, promotor de virus de tumor mamario de ratén y promotor de p-actina de
pollo.

Virus de expresion de VHSr. Se produjo el virus de expresion de VHSr-1 de la invencion casi de la misma manera
que VHSr/rc, mediante recombinacién homdloga en el gen tk de VHS-1, partiendo de plasmidos pHSV-106 y
plasmido pTR-UF5. Este ultimo es un constructo proviral de VAA con ITR de VAA-2 que flanquea tanto un casete de
expresion de gen de resistencia a la neomicina (neo) como GFP, en el que la expresion de la GFP esta dirigida por
el promotor de CMV humano (Conway et al., 1999). VHSr/GFP contiene un casete de expresion de gfp dirigido por
CMV dentro de las ITR de VAA y se recombiné en el locus de tk del virus d27.1-lacz.
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4.5 Genes rep y cap de diferentes serotipos de VAA

Los genes cap, y en algunos casos rep, de VAA utilizados en la invencién pueden derivarse de cualquiera de varios
serotipos de VAA incluyendo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8. Los genes de estos serotipos pueden aislarse utilizando
procedimientos convencionales (Chiorini et al., J Virol 73:1309-19, 1999; Rutledge et al., J Virol 72:309-19, 1998;
Xiao et al., J Virol. 73:3994-4003, 1999; Muramatsu et al., Virology 221:208, 1996; y Chiorini, et al., J. Virol. 71:6823,
1997; Sambrook y Russell citado anteriormente). Los genes rep de serotipo 2 y TR se prefieren particularmente
porque se han caracterizado en gran detalle vectores de serotipo 2 y estan disponibles comunmente constructos
derivados del serotipo 2. Se comentan vectores de VAA particulares y proteinas de VAA de diferentes serotipos en
Chao et al., Mol. Ther. 2:619-623, 2000; Davidson et al., Proceedings of the National Academy of Sciences 97:3428-
3432, 2000; y Xiao et al., J. Virol. 72:2224-2232, 1998.

Las céapsides de otros serotipos de VAA ofrecen ventajas en determinadas aplicaciones in vivo con respecto a los
vectores de VAAr basados en la capside de VAA-2. En primer lugar, la utilizacién apropiada de vectores de VAAr
con serotipos particulares puede aumentar la eficacia de insercion génica in vivo con respecto a determinadas
células diana que estan escasamente infectadas, o no infectadas en absoluto, por los vectores basados en VAA-2.
En segundo lugar, puede ser ventajoso utilizar vectores de VAAr basados en otros serotipos de VAA si se vuelve
clinicamente necesaria una nueva administracién del vector de VAAr. Se ha demostrado que la nueva
administracion del mismo vector de VAAr con la misma capside puede ser ineficaz, posiblemente debido a la
generacién de anticuerpos neutralizantes generados contra el vector (Xiao, et al., 1999, Halbert, et al., 1997). Este
problema puede evitarse mediante la administracion de una particula de VAAr cuya capside se compone de
proteinas de un serotipo de VAA diferente, no afectado por la presencia de un anticuerpo neutralizante contra el
primer vector de VAA (Xiao, et al., 1999). Por los motivos anteriores, son deseables vectores de VAAr construidos
utilizando genes cap de serotipos distintos de, o ademas de VAA-2.

Se reconocera que la construccion de vectores de VHS recombinantes similares a VHSr/rc pero que codifican para
los genes cap de otros serotipos de VAA (por ejemplo VAA-1, VAA-3 a VAA-8) puede conseguirse utilizando los
procedimientos descritos en la presente memoria para producir VHSr/rc. Las ventajas significativas de construccion
de estos vectores de VHSr adicionales son la facilidad y el ahorro de tiempo, en comparaciéon con procedimientos
alternativos utilizados para la produccion a gran escala de VAAr. En patrticular, se evita el dificil procedimiento de
construccion de nuevas lineas celulares inducibles por rep y cap para cada serotipo de capside diferente.

4.6 Transgenes

El virus de expresién de VHSr utilizado en el procedimiento de la invencién contiene un transgén, es decir, un &acido
nucleico distinto de VAA que codifica para un gen de interés. Tal como se describe en las seccién de ejemplos a
continuacion, el transgén podria codificar para una proteina indicadora tal como proteina verde fluorescente (GFP;
véase, por ejemplo, Cheng et al. Nat. Biotechnol., 14: 606-609, 1995), B-galactosidasa (codificada por el gen lac2),
CAT (codificado por el gen cat), luciferasa (véase, por ejemplo, Himes y Shannon, Methods Mol. Biol., 130: 165-174,
2000), u otros. Para una revision de indicadores, véase Naylor, L.H., Biochem. Pharmacol, 58:749-757, 1999.
Preferiblemente, el transgén codifica para un polipéptido que es uno que puede cambiar el fenotipo de una célula
cuando se expresa en esta célula. Por ejemplo, el transgén podria codificar para una molécula terapéutica, por
ejemplo, un polipéptido o ARN funcional que puede corregir un defecto genético cuando se expresa en un
organismo. Para terapia génica en seres humanos, el polipéptido puede ser uno asociado actualmente con una
enfermedad particular o los que se identifique posteriormente que estan asociados con una enfermedad particular.
Se conocen varios genes que codifican para polipéptidos de este tipo. Véanse, por ejemplo, Amado, R.G. y Chen,
I.S. Science 285: 674-6, 1999; Verma, .M., Scientific America 263:68-72, 1990; Miller, A.D., Nature 357: 455-460,
1992; Costantine, et al., Gene Therapy 7: 93-109, 2000; Persons, D.A. y Nienhuis, AW., PNAS 97:5022-5024;
Morishita, et al., NY Acad. Sci. 902: 369-376, 2000; y Kouraklis, Dig. Dis. Sci. 45:1045: 1052, 2000.

Por ejemplo, puede utilizarse el gen de adenosina desaminasa (ADA) para tratar la enfermedad de
inmunodeficiencia combinada grave (IDCG); puede utilizarse el gen de la fibrosis quistica para tratar la fibrosis
quistica; puede utilizarse el gen de B-globina para tratar anemia drepanocitica y -talasemia; puede utilizarse el gen
de proinsulina/insulina para tratar la diabetes; pueden utilizarse genes de hormonas de crecimiento para tratar
deficiencia de hormona de crecimiento; pueden utilizarse genes de hormonas tiroideas o genes de receptores de
hormonas tiroideas para tratar la deficiencia de hormonas tiroideas; pueden utilizarse el gen de catepsina D, el gen
de B-glucosidasa, el gen de B-glucocerebrosidasa, el gen de B-galactosidasa y el gen de arilsulfatasa A para tratar la
enfermedad de almacenamiento lisosdbmico grave; pueden utilizarse genes de citocinas (por ejemplo, los que
codifican para las interleucinas 1 a 18, factores estimulantes de colonias, de interferencia, factores de necrosis
tumoral y similares) para terapia inmunogénica; pueden utilizarse genes de receptores de lipoproteinas receptoras
de baja densidad (LDL) para tratar la hipercolesterolemia; puede utilizarse el gen de alfa-antitripsina para tratar
deficiencia de alfal-antitripsina; puede utilizarse el gen de surfactante pulmonar para tratar la deficiencia de
surfactante pulmonar; pueden utilizarse genes de factor VIIl y IX como factor de coagulacién sanguinea para el
tratamiento de la hemofilia; pueden utilizarse el gen de la proteina C anticoagulante para tratar la trombosis
espontanea; puede utilizarse el gen de activador del plasminégeno para tratar la embolia pulmonar; puede utilizarse
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el gen de calicreina o gen de péptido natriurético auricular o antigenos contra el receptor de tipo | de angiotensina Il
para tratar la hipertensién; y pueden utilizarse genes de factor de crecimiento endotelial vascular para tratar la
enfermedad cardiovascular. Todavia otros genes podrian ser Utiles para tratar una enfermedad, incluyendo los que
codifican para, por ejemplo, eritropoyetina para la maduracion de globulos rojos, factores de crecimiento de
fibroblastos para la angiogénesis y cicatrizacion de heridas; factor de crecimiento de hepatocitos para la
angiogénesis; hormonas estimulantes del foliculo y hormona luteinizante para trastornos reproductivos; subunidad b
de fosfodiestarasa de GMPc (PDEb) para la retinitis pigmentosa; tirosina hidroxilasa (TH), aminoacido aromatico
descarboxilasa (AADC), y/o GTP-ciclohidrolasa (GTPCH) para la enfermedad de Parkinson; factor de crecimiento
derivado de células gliales (GDNF) y/o factor de crecimiento derivado de cerebro (BDNF) para la enfermedad de
Parkinson y la esclerosis lateral amiotréfica; genes antiapoptéticos tales como bcl-2, los que codifican para la
proteina inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP) y el transportador vesicular de monoaminas (VMAT) para la
enfermedad de Parkinson; el factor de crecimiento nervioso (NGF) para la enfermedad de Huntington y la
enfermedad de Alzheimer; el factor neurotréfico ciliar (CNTF) para la enfermedad de Huntington y la esclerosis
lateral amiotréfica; el inhibidor del antagonista de interleucina-1, la proteina de choque térmico y NGF para la
isquemia; la proteina de choque térmico para la epilepsia; el neuropéptido para la funciéon endocrina; y el gen de
VHS-timidina cinasa para tumores cerebrales.

4.7 Secuencias de control de la expresion

El virus de expresion de VHSr puede incluir una o mas secuencias de control de la expresion funcionalmente unidas
al transgén. Se conocen numerosas secuencias de este tipo. Las que van a incluirse en el virus de expresion de
VHSr utilizado en la invencion pueden seleccionarse basandose en su funcién conocida en otras aplicaciones. Los
ejemplos de secuencias de control de la expresién incluyen promotores, aisladores, silenciadores, IRES,
potenciadores, sitios de iniciacion, sefiales de terminacion y colas de poliA.

Los ejemplos de promotores virales constitutivos que podrian utilizarse incluyen los promotores de virus de herpes
simple (VHS), timidina cinasa (TK), virus de sarcoma de Rous (VSR), virus de simio 40 (SV40), virus de tumor
mamario de ratén (VTMR), E1A de Ad y de CMV. Los ejemplos de promotores de mamifero constitutivos incluyen
diversos promotores de genes de mantenimiento, por ejemplo, el promotor de B-actina de pollo. Los ejemplos de
promotores inducibles que podrian utilizarse incluyen promotores de genes tales como genes de citocromo P450,
genes de proteinas de choque término, genes de metalotioneina y genes inducibles por hormonas, tales como el
promotor del gen de estrégeno. Otro ejemplo de un promotor inducible es el promotor de tetVP16 que es sensible a
tetraciclina. El promotor de proteina de unién reguladora de esterol (SREBP-1c) es otro promotor inducible Util dentro
de la invencién (Deng et al., Biochem. Biphys. Res. Commun 290:256-262, 2002; Kim et al., J. Clin. Invest. 101: 1-9,
1998; y Azzout-Marniche et al., Biochem. J. 350 Pt 2:389-393, 2000).

Los elementos reguladores y/o promotores especificos de tejido son utiles en determinadas formas de realizacion de
la invencion. Los ejemplos de promotores de este tipo que pueden utilizarse con los vectores de expresién de la
invencion incluyen promotores de los genes de transfiretina, a1-antitripsina, inhibidor del activador del plasmin6geno
de tipo 1 (PAI-1), albdmina, proteina del nucleo de virus de la hepatitis B, y receptores de LDL y apolipoproteina Al
especificos para células hepaticas; genes de MLC-2v, cadena pesada de alfa-miosina, y cadena ligera de miosina-2,
especificos para células cardiacas; y el promotor A de utrofina, distrofina humana, creatina cinasa, miogenina,
cadena pesada de alfa-miosina, y promotores especificos de musculo de péptido natriurético, especifico para células
musculares.

5.0 Ejemplos

La invencion se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrito en las reivindicaciones.

5.1 Ejemplo 1. Materiales y procedimientos

Virus VHS recombinantes. Se construy6 un virus auxiliar de VHS-1 recombinante, designado como VHSr/rc, que
contenia genes rep y cap de VAA-2, mediante técnicas de recombinacién homoéloga tal como se describid
anteriormente para un vector de VHSr-1 designado como d27.1-rc, (Conway et al., 1999). Se construy6 un segundo
VHSr-1, un virus de expresién de VHSr designado como VHSI/GFP, que contenia las ITR de VAA-2 que flanquean
la GFP, tal como sigue.

Lineas celulares para la produccion de VAAr y titulacion. Se obtuvieron lineas celulares Vero, 293 y C12 de la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Rockville, MD). Las lineas celulares utilizadas para la produccién de VAAr
mediante infeccion con VHSr incluyeron 293, 293-GFP y en algunos casos Vero. La linea celular 293-GFP es una
linea celular derivada de 293, producida a partir del plasmido pTR-UF5, en la que se han integrado las ITR de VAA-2
y GFP, dirigidas por un promotor de CMV, en el genoma de las células (Conway et al., 1997).

Eleccion de células productoras para protocolos de infeccion individual y de coinfeccion de VHSr. En muchos de los
ejemplos descritos en la presente memoria que implican la produccién de VAAr por células productoras, se comparé
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la técnica de coinfeccion simultanea utilizando dos VHSr para insertar todos los componentes requeridos para la
produccion de VAAr con una técnica de infeccion individual utilizando sélo VHSr/rc. En el protocolo de infeccién
individual, se llevaron a cabo las infecciones utilizando la linea celular 293-GFP, en la que la proteina de interés
(GFP) ya esta presente dentro de la composicién genética de las células. Por tanto, las células productoras para el
protocolo de infeccion individual eran 293-GFP, mientras que para los protocolos de infeccion doble, las células
productoras eran células 293 no modificadas, complementadas mediante la insercion del casete de expresion de
GFP en el segundo VHSr, es decir VHSI/GFP. Para protocolos de infeccion tanto individual como doble, las lineas
celulares (o bien 293 0 293-GFP o bien Vero) se sembraron en placa a la misma densidad (generalmente 1 x 10’
células por matraz T75) y se trataron igual por lo demas. En experimentos disefiados para someter a prueba el
efecto de variar la densidad siembra en placa de 293, se sembraron células a densidades de siembra en placa
iniciales de 0,5, 0,7, 1,0, 1,5y 2,0 x 10’ células/matraz.

Infeccion de células productoras con VHSr y recuperacion de VAAr. Se diluyeron los virus utilizados en los
procedimientos de infeccion a partir de preparaciones madre hasta las concentraciones deseadas con DMEM, luego
se afadieron a los matraces que contenian células productoras 293 o0 293-GFP o Vero. En el momento de la adicién
de los virus, que fue generalmente el dia siguiente tras la siembre en placas, las células presentaban una
confluencia de aproximadamente el 70-80%. Los titulos de las preparaciones madre de VHSr/rc y VHSr/GFP
estaban en el intervalo de 5 x 10" - 1 x 10® de particulas infecciosas (Pl)/ml. En algunos de los protocolos de
infeccion doble, se anadieron proporciones variables de VHSr/rc con respecto a VHSr/GFP, oscilando la MOI de dos
virus recombinante tal como sigue: rc/GFP: 8/0,7, 8/1, 8/1,5, 8/2, 8/3, 4/1,5, 6/1,5, 12/1,5 y 16/1,5. En otros
experimentos que utilizaron el protocolo de infeccién doble, se sometié a prueba el momento 6ptimo de adicion de
los dos virus. En estos experimentos, se afiadieron VHSr/rc y VHSr/GFP a las células 293 a intervalos diferentes en
vez de simultaneamente. En un experimento tipico, se anadieron los dos virus a las células o bien simultaneamente,
o bien con un retardo de 4, 8 0 24 horas entre la adicion del primer y el segundo virus. Se someti6 a prueba el efecto
del retardo de la adicion de cualquier virus, es decir afiadiéndose en primer lugar o bien VHSr/rc o bien VHSr/GFP.

Tras un intervalo de incubacién, se recogieron y sedimentaron las células infectadas por virus. Entonces, se
resuspendié el sedimento celular en 10 ml de DMEM y se recuperé VAAr asociado a células de las células
productoras mediante lisis de las células utilizando técnicas convencionales que implicaban tres ciclos de
congelacién y descongelacion (Conway et al., 1999). Entonces, se ftitularon los lisados celulares para la
cuantificacion de las unidades infecciosas de VAA-GFP. En experimentos disefiados para someter a prueba el
tiempo de recogida 6ptimo, se recogieron las células productoras a diversos intervalos (22, 26, 30, 34, 46 horas) tras
la infeccion.

Ensayo de VAAr infeccioso. La linea celular C12 es una linea celular derivada de HelLa con expresion de gen rep de
VAA-2 inducible (Clark et al., 1995). Se empled esta linea celular en experimentos utilizados para someter a ensayo
el numero de particulas infecciosas de VAAr producidas mediante los procedimientos de produccién de la invencién.
Para este fin, se sembraron generalmente células C12 en placas de 96 pocillos a densidades de 1,2-1,6 x 10*
células/pocillo. En algunos experimentos disefiados para someter a prueba el efecto de la densidad de siembra de
C12, se utilizd un intervalo de mayores densidades de siembra en placa (2,4, 3,3, 4,2 x 10* célula/pocillo). Se
determiné la cantidad de VAA-GFP producido utilizando un ensayo celular de fluorescencia titulando el virus en el
lisado celular mediante diluciones en series de células C12 en placas de 96 pocillo tras la coinfeccién con
adenovirus (MOI de 20) y recuento de células fluorescentes mediante microscopia de fluorescencia. Se ha descrito
previamente el ensayo de fluorescencia utilizado para este fin (Conway et al., 1999, Zolotukhin et al., 1999). Luego
se calcul6 el rendimiento viral por célula y se determiné la MOI més eficaz.

5.2 Ejemplo 2. Comparacion de niveles de produccion de VAAr utilizando coinfeccion simultanea e infeccién
individual.

Este ejemplo describe un procedimiento sin transfeccién, sin adenovirus de produccién de particulas infecciosas de
VAAr utilizando la coinfeccion simultanea de células 293 con dos virus VHS-1 recombinantes, VHSr/rc y VHSIr/GFP,
y demuestra la superioridad del nuevo procedimiento con respecto a un protocolo de infeccién individual utilizando
VHSr/rc solo en células productoras que presentan un casete de expresion VAA-GFP integrado, insertado en el
genoma.

Se realizaron ensayos en los que se comparo6 la produccién de VAAr utilizando los protocolos de infeccion individual
y de coinfeccion descritos en el ejemplo 1 anterior. La figura 1 muestra los resultados de tres experimentos
separados en los que se sembraron en placa células 293 o 293-GFP de manera concurrente a la misma densidad
de siembra, y o bien infectadas individualmente con VHSr/rc (células 293-GFP) o bien coinfectadas con VHSr/rc y
VHSI/GFP (células 293). Tras la recogida y la preparacion de lisados celulares que contenian VAAr-GFP producidos
mediante los dos procedimientos, se infectaron células C12 con el VAAr-GFP y se determinaron los nimeros de
VAAr-GFP infecciosos. Los resultados mostraron que en las condiciones idénticas del experimento, el protocolo de
coinfeccion simultanea era mucho mas eficaz que el de infeccién individual s6lo con VHSr/rc. Los rendimientos de
VAAr en los tres experimentos fueron de 2300, 2600 y 2420 p.i./célula utilizando el protocolo de coinfeccion, frente a
1600, 1400 y 1260, respectivamente para el procedimiento de infeccion individual. Con el nivel de produccion que
utiliza la coinfeccion normalizado hasta el 100%, se encontré que la produccién utilizando la infeccion individual
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oscilaba entre un valor bajo de aproximadamente el 52% y un valor alto de aproximadamente el 65% del obtenido
mediante la coinfeccién (figura 1).

5.3 Ejemplo 3. Coinfeccién simultanea: efecto del momento de la infeccién por virus

El ejemplo anterior demuestra la superioridad de un protocolo de coinfeccién simultanea utilizando dos VSHr
recombinantes (VHSr/rc y VHSr/GFP) con respecto a la infeccién individual utilizando sélo VHSr para insertar los
genes rep y cap en las células productoras. Este ejemplo, que implica un protocolo de coinfeccién utilizando VHSr/rc
y VHSr/GFP, muestra el efecto de variar el tiempo de infeccién con cada uno de los virus recombinantes.

Se llevaron a cabo los experimentos mediante o bien coinfeccidon de cultivos por duplicado de células 293 con
VHSr/rc y VHSIr/GFP, o bien mediante infeccion doble de las células con uno de los dos virus (en el tiempo 0) y la
adicion del otro después de un intervalo de 4, 8 6 24 horas. La figura 2 muestra los resultados que demuestran que
la coinfeccién era marcadamente superior a la infeccién mdultiple en cada uno de los tiempos indicados. Con la
adicion de VHSr/rc, en primer lugar, seguida por VHSr/GFP tras un retardo de 4 horas, el rendimiento de VAAr
disminuy6 hasta aproximadamente el 30% del valor obtenido mediante la coinfeccién (590 frente a 1940 p.i./célula).
Con retardos mas largos de 8 horas y 24 horas, la produccién de VAAr era insignificante (74 y 14 p.i./célula,
respectivamente). Se obtuvieron resultados similares cuando se afadi6 VHSr/GFP, en primer lugar, y se anadio
VHSr/rc tras un retardo de 8 o 24 horas. En este caso también, la produccién de VAAr fue insignificante en
comparacion con los valores de coinfeccién simultanea (86 y 20 p.i./célula, frente a 1940 p.i./célula) (figura 2).

5.4 Ejemplo 4. Coinfeccion simultanea: efecto de variar las razones de VHSr

El ejemplo anterior muestra que la coinfeccion es superior a la infeccion mdltiple utilizando dos virus VHS
recombinantes para la produccion de VAAr en células productoras. Este ejemplo, que utiliza la coinfeccion
simultanea con VHSr/rc y VHSI/GFP, demuestra el efecto de variar las proporciones relativas de los dos virus en el
procedimiento de coinfeccion. Por simplicidad, la razén de VHSr/rc con respecto a VHSr/GFP se abrevia como
“RIG.”

La figura 3 muestra datos de dos experimentos en los que se vari6 la razén R/G, siendo en todos los casos el valor
para R mayor que para G. Los valores para la razén R/G variaron desde un valor bajo de (8/0,7) hasta un valor alto
de (8/2). Los resultados de este ensayo mostraron que se produjo la mejor produccién cuando la razén R/G era de
8:1, con una MOl de 12y 1,5, respectivamente para Ry G.

5.5 Ejemplo 5. Coinfeccién simultanea: efecto del tiempo de recogida

Este ejemplo demuestra que la eleccion del momento para la recogida de las células productoras puede afectar al
rendimiento de VAAr.

Se llevaron a cabo ensayos tal como se describieron anteriormente con cultivos por duplicado de células 293
coinfectadas en las mismas condiciones con concentraciones idénticas de R/G. Sélo se vari6 el tiempo de recogida,
desde 22 hasta 46 horas tras la coinfeccion. Los resultados de este ensayo (figura 4) revelan que se obtuvieron los
mayores rendimientos de VAAr cuando el periodo de incubacion antes de la recogida fue de 46 horas. Cuando se
realizé la recogida de células entre 22 y 26 horas tras la coinfeccién, el rendimiento de VAAr-GFP fue de
aproximadamente 1900 particulas infecciosas (p.i.) por célula. Por el contrario, el retardo de la recogida hasta las 26,
34 y 46 horas tras la coinfeccion dio como resultado mejoras en el rendimiento de aproximadamente 2600, 2800 y
3000 p.i./célula, respectivamente (figura 4).

5.6 Ejemplo 6. Coinfeccién simultanea: efecto de la densidad de siembra de células 293

Para determinar el efecto de la densidad de siembra de las células productoras sobre la produccién de VAAr-GFP,
se sembraron en placa células 293 a cinco densidades de siembra que oscilaban entre 0,5 — 2,0 x 10" células por
matraz T75. Tras la coinfeccion con VHSr/rc y VHSr/GFP, se recogieron las células y se cuantificd la produccion de
VAAr. Los resultados mostraron una reduccién progresiva en la produccién de VAAr en cada una de las densidades
de siembra mayores que 0,5 x 10’ celulas por matraz (figura 5). En los experimentos mostrados, los valores de
produccioén para 0,5, 0,7, 1,0, 1,5y 2,0 x 10’ fueron de 4200, 3860, 3000, 2660 y 2160 p.i./célula.

5.7 Ejemplo 7. Coinfeccién simultanea: efecto de la densidad de células C12

Se determin6 el niumero de VAAr infecciosos contenidos en el lisado celular de las células productoras mediante la
infeccion de una segunda linea celular con el VAAr. La linea celular utilizada para este fin fue C12. Para determinar
el efecto de la densidad de siembra de células C12 para este ensayo, se sembraron en placa células C12 a diversas
densidades de siembra y se utilizaron para el andlisis de la produccién de VAAr-GFP tras el tratamiento con lisados
de células productoras 293 coinfectadas con VHSr/rc y VHSr/GFP. Los resultados, mostrados en la figura 6,
demostraron que se obtuvo la sensibilidad 6ptima del ensayo de fluorescencia de células sembradas a la menor
densidad, es decir 2,4 x 10* células/pocillo. A mayores densidades en placa iniciales, se redujo la sensibilidad de
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deteccion hasta aproximadamente el 55% y el 25%, respectivamente, para células sembradas a 3,3 x 10*y 4,2 x 10*
células/pocillo.

5.8 Ejemplo 8. Coinfeccion simultanea: comparacion de lineas celulares productoras

Este ejemplo muestra una comparacion de la eficacia de células 293 en comparacion con células Vero para la
produccion de VAAr. Para estos ensayos, se trataron de manera idéntica células 293 y células Vero. Los resultados
de dos experimentos separados se muestran en la figura 6, en la que se demuestra claramente que las células 293
son superiores a las células Vero para la produccién de VAAr utilizando el protocolo de coinfeccion anterior que
utiliza VHSr/rc y VHSI/GFP. En el primero de los dos experimentos mostrados, las células 293 produjeron 1940
p.i./célula mientras que en las mismas condiciones, las células Vero produjeron 480 p.i./célula. En el segundo
experimento, los niveles de produccién respectivos fueron de 4000 frente a 720 p.i./célula.

5.9 Ejemplo 9. Coinfeccion simultanea utilizando vectores VHSr alternativos

Se determinaron las proteinas de la capside de un producto de VAAr mediante el serotipo del rep de VAA utilizado
en la construccién del VHSr/rc. El siguiente ejemplo proporciona un procedimiento de produccion de VAAr con
capsides basadas en diversos serotipos de VAA, utilizando el protocolo de coinfeccion simultdnea descrito
anteriormente.

Construccién de virus VHSr. Se han descrito procedimientos para la construccion de vectores de VHSr que expresan
los genes rep de VAA-2 (Conway et al., 1999). El producto de un vector viral de este tipo, utilizado junto con un virus
de expresion de VHSr, es un VAAr con proteinas de la capside de serotipo 2 de VAA-2. Pueden obtenerse vectores
de VHS recombinantes alternativos que expresan los genes rep de VAA-2 y o bien los genes cap de VAA-1, VAA-3 o
VAA-4 tal como sigue. VAA-1 a VAA-8 pueden adquirirse de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo. Se sembraron
células 293 en placas de 60 mm. 24 horas después, se infectaron las células 293 con el serotipo de VAA deseado
(MOI de 500 particulas por célula) y luego se coinfectaron con Ad (MOI de 10) para producir productos intermedios
replicativos bicatenarios de los genomas de VAA. Veinticuatro horas tras la infeccion, se aisla ADN de bajo peso
molecular mediante extraccién de Hirt tal como se describe en Conway et al., (1997). Entonces este ADN sirve como
molde para la amplificacién por PCR de los genes cap de VAA. Se utilizan cebadores de PCR especificos para los
genes cap de serotipo de VAA particular para amplificar el gen cap a partir del molde apropiado. Estos cebadores
presentan sitios Kpnl incorporados en su extremo 5'. Las condiciones de reaccién de PCR son condiciones estandar
para la desnaturalizacion, hibridacion y extensiéon que se han empleado previamente (Conway et al., 1997).

Se separan los productos de PCR mediante electroforesis en gel y se purifican. Luego se secuencian los productos
de PCR para verificar la fidelidad de la reaccion de PCR. Entonces se digieren con KpN/ los productos de PCR del
gen cap. El vector pHSV-106-rc codifica para la region BamH! del locus tk de VHS-1 en el que se han clonado los
genes rep y cap de VAA-2. El vector pHSV-106-rc es el vector de integracién utilizado para construir d27.1-rc.
También se digiere pHSV-106-rc con Kpnl para cortar el gen cap de VAA-2 cap en 3’ del promotor de p40. Entonces
se clonan los genes cap de VAA del serotipo de interés en el marco en este sitio Kpnl. Esto da como resultado
constructos (pHSV-106-rc1, pHSV-106-rc3 y pHSV-106-rc4) en los que la proteina VP-3 completa (que comprende
el 90% de la capside viral) proviene del nuevo serotipo de VAA. El sitio de clonacién utilizado para este fin esta en el
sentido de 3’ del promotor de p40, garantizando que no se altere la regulacion de la transcripcién de cap por el
promotor de p40 de VAA-2 y las proteinas Rep.

Para construir los virus recombinantes (por ejemplo d27.1-rc1, d27.1-rc3, d27.1-rc4, d27.1-rch, d27.1-rc6, d27.1-rc7,
d27.1-rc8) se linealizan los constructos pHSV-106-rc1, pHSV-106-rc3 y pHSV-106-rc4 mediante digestién de
restriccion. Entonces, se contransfecta por separado cada virus en células V27 junto con ADN de células infectadas
por d27.1-lacz. Este procedimiento asi como el aislamiento de clones recombinantes mediante dilucién limitante se
ha descrito en detalle y se us6 para preparar el virus original, d27.1-rc. (Conway et al., 1999). Se utiliza la digestion
de restriccién de ADN viral recombinante y la secuenciacién del genoma viral para verificar la integracién del vector
el genoma del VHS. Entonces se determina la eficacia de los recombinantes en la produccién de VAAr tal como se
describié para d27.1-rc.

Protocolos de coinfeccién. Los protocolos de coinfeccion simultdnea descritos son adecuados para utilizarse con
cualquier virus auxiliar VHSr/rc. Aunque se utilizé un VHSr/rc basado en las proteinas de la capside del serotipo
VAA-2 para demostrar la invencion, resulta evidente que pueden emplearse vectores de VHSr basados en otros
serotipos de VAA. Excepto por la eleccion del serotipo de VAA (VAA-1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8 y otros posible serotipos) en
el VHSr/rc, todas las demas etapas en el procedimiento para la produccion de VAAr seguirian siendo iguales.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir virus adenoasociado recombinante de alto titulo (VAAr), que comprende: (a)
coinfectar simultaneamente una célula 293 con (i) un primer virus de herpes simple recombinante (VHSr) de
replicacién defectuosa que comprende un &cido nucleico que comprende los genes rep de VAA y cap de VAA,
estando cada uno funcionalmente unido a un promotor, y (ii) un segundo VHSr de replicaciéon defectuosa que
comprende un acido nucleico que comprende dos repeticiones terminales internas (ITR) de VAAr, un gen de interés,
y un promotor funcionalmente unido a dicho gen de interés, en el que el gen estéa flanqueado por las ITR; (b) incubar
la célula 293; y (c) tras la incubacion, recoger los VAAr de la célula 293 de la etapa (b) en la que se producen entre
2.300 y 6.000 particulas infecciosas por célula infectada.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el gen cap de VAA presenta un serotipo seleccionado de entre
el grupo constituido por VAA-1, VAA-2, VAA-3, VAA-4, VAA-5, VAA-6, VAA-7 y VAA-8.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 2, en el que el serotipo del gen cap de VAA es VAA-2.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que los genes rep y cap estan integrados en el locus del gen de
timidina cinasa (tk) del primer VHSr.

5. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el promotor para cada uno de entre el gen rep y el cap en el
primer VHSr es un promotor heterélogo seleccionado de entre el grupo constituido por el promotor de CMV, el
promotor precoz de SV40, el promotor de tk de herpes, el promotor inducible de metalotionina, el promotor de virus
de tumor mamario de ratén y el promotor de beta-actina de pollo.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 5, en el que el promotor heter6logo es el promotor de CMV o el promotor
de beta-actina de pollo.

7. Procedimiento segln la reivindicacién 1, en el que el promotor en el segundo VHSr es el promotor de CMV.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el segundo VHSr comprende ademas un segundo gen de
interés.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el gen de interés codifica para una molécula indicadora.

10. Procedimiento segun la reivindicaciéon 9, en el que la molécula indicadora se selecciona de entre el grupo
constituido por beta-galactosidasa, neomicina fosforotransferasa, cloranfenicol acetiltransferasa, timidina cinasa,
luciferasa, beta-glucuronidasa, xantina-guanina fosforribosiltransferasa, aminoglicosido, higromicina B, dihidrofolato
reductasa/metotrexato y proteina verde fluorescente.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende ademas coinfectar con un tercer virus recombinante
seleccionado de entre el grupo constituido por un VHSr que difiere en construccion del primer y segundo VHSr, VAAr
y un adenovirus recombinante (Adr).

12. Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 11, que comprende ademas transfectar con al menos un ADN de
plasmido que incluye un vector de expresion de AVV.

13. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la razén del primer VHSr con respecto al segundo VHSr es de
1:1a10:1.

14. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la razén del primer VHSr con respecto al segundo VHSr es de
4:1 a8:1.

15. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la razén del primer VHSr con respecto al segundo VHSr es de
8:1.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 1, el que el gen de interés es un gen terapéutico.

17. Procedimiento segun la reivindicacion 16, en el que el gen terapéutico se selecciona de entre el grupo constituido
por alfa-antitripsina, GAA, eritropoyetina y PEDF.

18. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el primer VHSr es un mutante de VHS defectuoso en ICP27
de replicacion defectuosa seleccionado de entre el grupo constituido por un mutante de VHS d27.1-rc1, d27.1-rc3,
d27.1-rc4, d27.1-rc5, d27.1- rc6, d27.1-rc7 y d27.1-rc8.

19. Procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que el mutante de VHS de replicacion defectuosa es d27.1-rc8,
que sobreexpresa ICP8.
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20. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el promotor para los genes rep y cap en el primer VHSr es un
promotor homologo seleccionado de entre el grupo constituido por p40, p5 y p19.

21. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el promotor para los genes rep y cap en el primer VHSr o el
segundo VHSr de replicacion defectuosa es un promotor heterélogo.
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Titulo de VAAr/GFP (Pl/célula)
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Titulo comparativo (VAAr/GFP)
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