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DESCRIPCION
Utilizacion de recombinasas adaptadas para el tratamiento de las infecciones retroviricas.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion de un vector de expresién que codifica una
recombinasa adaptada (tailored), en la que dicha recombinasa adaptada recombina sitios diana asimétricos dentro
de la LTR de ADN provirico de un retrovirus que se inserta en el genoma de una célula hospedadora. Dichas
recombinasas adaptadas que reconocen sitios diana asimétricos dentro de la LTR de ADN provirico son medios
para escindir el provirus procedente del genoma de la célula hospedadora. La presente invencién se refiere mas a la
utilizacién de recombinasas adaptadas para la preparacion de composiciones farmacéuticas destinadas a reducir la
carga virica en un paciente infectado por un retrovirus. Otro objeto de la presente invencién es un procedimiento
para optimizar in vitro el tratamiento de una infeccion retrovirica de un paciente que comprende adaptar (tailoring)
recombinasas que reconocen especificamente y recombinan secuencias de sitios diana asimétricos dentro del ADN
provirico de los retrovirus, el paciente esta infectado.

Antecedentes de la técnica

Las infecciones retroviricas, como por ejemplo las infecciones por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
siguen siendo una de las enfermedades humanas mas importantes y mas extendidas.

Con respecto al SIDA, aproximadamente 39,5 millones de personas viven con el VIH, retrovirus causante del SIDA.
Datos recientes muestran que incluso en 2006 existian aproximadamente 4,3 millones de nuevas infecciones en
algunas zonas del mundo en las que las tasas de infeccién han aumentado en mas del 50% desde 2004. Ademas,
en 2006, aproximadamente 2,9 millones de personas murieron de enfermedades relacionadas con el SIDA, segun el
AIDS Epidemic Update 2006, publicado por la OMS (en diciembre de 20086).

Los principales objetivos de la terapia antirretrovirica aplicada son una reduccioén de la mortalidad y la morbilidad
relacionada con el VIH, una mejora de la calidad de vida, un restablecimiento y conservacién de las funciones
inmunologicas y supresion maxima y duradera de la carga virica. La terapia antirretrovirica actual, mas exactamente,
los regimenes de tratamiento contra el VIH se basan principalmente en inhibidores enzimaticos de virus y en
moléculas que inhiben la fusion virus-célula.

En este sentido se dispone de cuatro clases de medicamentos anti-VIH que se utilizan en el tratamiento del SIDA.
Estas clases de farmacos se dirigen a etapas especificas en el proceso de multiplicacion del VIH.

Inhibidores de la fusion (IF) son la primera clase de agentes activos, que actdan fuera de las células hospedadoras a
fin de impedir que el VIH se fusione con estas células, al introducirse e infectarlas. Existe un planteamiento
relacionado para impedir la unién del VIH a la célula diana mediante los receptores CD4 y co-receptores
denominados CCR5 o CXCR4 en la superficie de las células diana.

Las otras tres clases de agentes activos actdan dentro de la célula. Los denominados inhibidores nucleosidicos de
transcriptasa inversa (INTI), inhibidores no nucleosidicos de transcriptasa inversa (INNTI) y los inhibidores de
proteasa (IP) se utilizan para impedir la multiplicacion del virus dentro de las células hospedadoras una vez se han
infectado con el VIH.

Son ejemplos de los INTI y INNTI que impiden que el VIH haga una copia de su informacién genética (produciendo
de este modo el denominado ADN provirico) 3TC (lamivudina, Epivir), abacavir (Ziagen), AZT (zidovudina, Retrovir),
d4T (estavudina, Zerit), ddC (zalcitabine, Hivid), ddl (didanosina, Videx/VidexEC), FTC (emtricitabine, Emtriva),
Efavirenz (Sustiva) y nevirapina (Vi-ramune).

Los IP dirigen el VIH enzima proteasa implicado en el montaje del virus. Ejemplos de estos agentes activos son
Amprenavir (Agenerase), atazanavir (Reyataz), fosamprenavir (Telzir), indinavir (Crixivan), lopinavir, nelfinavir
(Viracept), ritonavir (Norvir) y saquinavir (Invirase y Fortovase).

Un tipo de terapia de combinacién utilizada actualmente que implica la utilizacion de mas de un agente activo es la
Terapia Antirretrovirica Hiperactiva (TARHA) destinado a la transcriptasa inversa virica, proteasa y fusién (Gulick et
al., 1997; Lalezari et al., 2003). La aplicaciéon de esta terapia ha dado como resultado la transformacién de la
infeccion por VIH-1 en una enfermedad cronica que ha reducido la morbilidad de los individuos infectados.

Un inconveniente, sin embargo, de todas las estrategias actuales del tratamiento es que s6lo suprimen el ciclo de
vida virica sin erradicar la infeccién. El principal obstaculo en estas terapias parece ser la creacion de depdsitos
permanentes del VIH-1, sobre todo en linfocitos T CD4" en reposo infectados en estado latente (Chun et al., 1998;
Finzi et al., 1997), que requieren TARHA permanente.

Lamentablemente, en un nimero creciente de pacientes la TARHA permanente esta acompanada por efectos
secundarios adversos significativos incluyendo la toxicidad mitocondrial, la lipodistrofia, la diabetes mellitus y la
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osteoporosis (Dybul et al., 2002). Toxicidades sustanciales de farmacos a menudo producen adherencia
inadecuada, dando como resultado la inhibicién insuficiente de la multiplicaciéon del virus. Como consecuencia, estan
surgiendo nuevas cepas del VIH-1 que son resistentes a tratamientos supresores (Little et al.,, 2002). En vista del
creciente nimero de cepas de VIH resistentes son necesarios y se estan desarrollando actualmente nuevos agentes
activos. Ademas, para mejorar el control del VIH-1 se estan probando mas dianas viricas y nuevas estrategias de
inhibicion (Donzella, 1998; Chiu et al., 2005; Hazuda et al., 2004; Hauber et al., 2005).

Un planteamiento alternativo en esta materia consiste en dirigir el provirus insertado en el genoma de la célula
hospedadora. La escision del ADN provirico del genoma del hospedador impediria por ejemplo mas multiplicacion
del VIH y difiere de las metodologias actuales en que tiene potencial para erradicar el virus aun latente presente en
el genoma del hospedador.

Una clase de proteinas que se consideraron para su utilizacion en este planteamiento alternativo son las
recombinasas especificas de sitio (Flowers et al., 1997). Las recombinasas especificas de sitio median en una
multitud de funciones en la naturaleza desde la reestructuraciéon génica hasta la segregacién de genoma, tal como
por ejemplo la escision, la inversion o la integracién de unidades definidas de ADN (resefiado en Stark et al., 1992).

Una de los recombinasas mas sencillas y mejor comprendidas es la recombinasa Cre del bacteriéfago P1 que
resuelve dimeros del genoma en mondmeros por recombinacion entre dos sitios idénticas de ADN bicatenario de
una secuencia determinada (Hoess y Abremski, 1985). La recombinasa Cre presenta un uso generalizado en la
genética del raton (Nagy, 2000). La Cre es una proteina de 38 kDa que se la denomind segun su funcién, ya que
produce recombinacion (Sternberg y Hamilton, 1981). Un requisito previo para esta recombinacién es la alineacion
de dos sitios de recombinacion reconocidos por Cre en orientaciéon antiparalela que a continuaciéon se unen por
cuatro subunidades Cre idénticos que se juntan para formar un anillo en el que cada subunidad se pone en contacto
con dos subunidades adyacentes y el hemisitio de un sitio de recombinaciéon (Hoess y Abremski, 1985). El sitio de
recombinacion reconocido por Cre es una secuencia de ADN bicatenario de 34 pb conocida como loxP (locus of
crossing over (x), P1; Sternberg y Hamilton, 1981), que es palindromica con excepcion de sus ocho pares de bases
mas internos (denominados separadores), que proporcionan direccionalidad al sitio.

Algunos sistemas de recombinacion especifica de sitio, incluida la funcion del sistema Cre/loxP sin proteinas
accesorias o cofactores y funcionan bajo una amplia variedad de condiciones celulares. Sin embargo, ya que las
recombinasas especificas de sitio funcionan mediante interacciones especificas de las subunidades de la enzima
recombinasa con sus sitios diana de ADN afin, la utilizacion de estas enzimas esta restringida por el requisito de
que las regiones objetivos del ADN deben contener sitios diana colocados apropiadamente (Lewandoski, 2001).
Hasta el momento, no se ha identificado ninguna recombinasa natural que reconozca secuencias retroviricas
naturales como sus secuencias diana de ADN.

En los ultimos afos se han realizado exhaustivos andlisis mutacionales y estructurales de recombinasas especificas
de sitio para alterar sus propiedades y lograr una mejor comprensién de los complejos mecanismos de estas
enzimas (para una estudio véase Van Duyne, 2001; y Coates et al, 2005). Muchos estudios se centraron en
explorar la evolucion de la recombinasa Cre. Varios estudios demostraron que la especificidad de objetivo de Cre
podria alterarse cuando se cambiasen unos pocos nucleétidos en su sitio de reconocimiento loxF (Buchholz y
Stewart, 2001; Santoro y Schultz, 2002; Rufer y Sauer, 2002). Mas estudios estudian la ingenieria de sitios diana
loxP mutados que contienen secuencias de LTR de VIH-1 para desarrollar sitios diana posibles para la utilizacion de
Cre como estrategia antivirica (Lee y Park, 1998; Lee et al., 2000). Hasta el momento, sin embargo, no ha sido
posible generar una recombinasa que reconozca secuencias naturales de VIH asimétricas como sus secuencias
diana de ADN.

El procedimiento de evolucion dirigida es un procedimiento eficaz para seleccionar enzimas con especificidades
alteradas (revisadas en Yuan et al., 2005; y Johannes y Zhao, 2006). Al principio se utiliz6 este procedimiento para
aislar enzimas mejoradas basandose en el ARN seleccionando moléculas de ARN con sitios del sustrato alterados.
La utilizacion del procedimiento de la RPC permite el cribado de bancos muy grandes y la recuperacion de regiones
de codificacion logradas de un grupo de candidatos. En la evolucion dirigida de proteinas, por el contrario, el cribado
y la recuperacion de mutantes mejorados, que se identifican por alteraciones en las propiedades de la proteina,
requiere un procedimiento para recuperar la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina. El vinculo entre la
proteina y su secuencia de codificacion a menudo se ha mantenido por compartimentacién. En consecuencia, el
cribado del banco en evolucién de proteina dirigida se ha limitado a planteamientos "uno por uno" que mantienen los
compartimientos y no se ha dispuesto de las ventajas asociadas a mezclas de cribado de candidatos.

Esta limitacion ha sido superada por el desarrollo de procedimientos que permiten la reticulacion de proteinas a sus
respectivos ARN mensajero (ARNm) utilizando fusiones ARNm-proteina y presentacion a ribosomas. Las pantallas
funcionales para las propiedades mejoradas de proteinas se acoplaron de este modo a la recuperacion directa de
moléculas de codificacion correspondientes y grandes agrupaciones se han cribado in vitro (véase por ejemplo
Buchholz et al., 1998). Se logré una mejora adicional de la evolucién de la proteina dirigida por la evolucion de la
proteina unida al sustrato (SLiPE; Buchholz y Stewart, 2001), en el que el sustrato de la recombinasa se coloc6 en la
misma molécula de ADN que la zona de codificacion de proteinas. De esta manera, cuando se expreso la
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recombinasa dentro de un compartimiento, su accion alter6 el sustrato de ADN junto a su propia zona de
codificacion. En consecuencia, un banco podria detectarse como una agrupacion por RPC para ampliar sélo zonas
de codificacion candidatas que estuvieran junto a un sustrato alterado. Esto permite la deteccion de grandes bancos
convenientemente para la rapida recuperacion de las zonas de codificacion logradas. Este procedimiento se aplico
para alterar la especificidad de ADN de la recombinasa Cre y adaptarla a un nuevo sitio diana de reconocimiento
(Buchholz y Stewart, 2001).

Sin embargo, un inconveniente decisivo de la utilizacién de cualquier recombinasa para la escision de ADN
retrovirico es la necesidad de la recombinasa para sitios diana simétricos, que por lo general no se encuentran por lo
menos dos veces en el ADN provirico para permitir el uso de recombinasas presentes.

A partir del potencial de recombinasas especificas de sitio y de la necesidad de encontrar una terapia del SIDA que
erradique el provirus VIH-1 del genoma de la célula hospedadora, el problema subyacente de la presente invencion
radica de este modo en proporcionar un procedimiento para la preparacion de un recombinasa adaptada, cuya
recombinasa adaptada recombina sitios diana asimétricos dentro de la LTR de ADN provirico de un retrovirus
insertado en el genoma de una célula hospedadora, escindiendo de este modo el provirus del genoma de la célula
hospedadora.

Sumario de la invencion

Segun un primer aspecto de la presente invencién se proporciona un procedimiento para la preparaciéon de un vector
de expresion que codifica una recombinasa adaptada, cuya recombinasa adaptada recombina sitios diana
asimétricos en la LTR de ADN provirico insertado en el genoma de una célula hospedadora que comprende las
etapas siguientes:

(a) determinar la secuencia de la LTR del ADN provirico, identificando en la misma secuencias con homologia de
por lo menos el 30% respecto a las secuencias de hemisitio izquierdo y de hemisitio derecho de sitios diana
conocidos de recombinasas, en la que las secuencias homélogas estan separadas por un separador de 5 a 12
nucleétidos, y en la que las secuencias LTR homélogas con mayor homologia a un sitio diana conocido
representan la secuencia diana asimétrica;

(b) preparar dos secuencias sintéticas, en las que la primera secuencia sintética corresponde a la secuencia de la
secuencia diana asimétrica de la etapa (a) homdloga al hemisitio izquierdo de dicho sitio diana conocido mas la
secuencia separadora y se denomina "secuencia de hemisitio 1", y en la que la segunda secuencia sintética
corresponde a la secuencia separadora mas la secuencia de la secuencia diana asimétrica de la etapa (a)
homologa al hemisitio derecho y se denomina "secuencia de hemisitio 2";

(c) determinar los nucletétidos dentro de las secuencias sintéticas de la etapa (b) que se desvian de las
correspondientes secuencias homologas del hemisitio izquierdo y hemisitio derecho del sitio diana homélogo
conocido de la etapa (a);

(d) generar un primer subconjunto de dos secuencias diana basandose en las secuencias sintéticas de la etapa (b),
en la que la primera secuencia diana en el primer subconjunto comprende una repeticion invertida que consta de
la secuencia de hemisitio 1 de la etapa (a) y de la secuencia de hemisitio 1' separadas por la secuencia
separadora, y en la que la segunda secuencia diana en el primer subconjunto comprende una repeticién invertida
consistente en la secuencia de hemisitio 2' y la secuencia de hemisitio 2 de la etapa (b) separada por la
secuencia separadora, en la que las secuencias de hemisitio 1' y 2' de etapa representan repeticiones invertidas
de las respectivas secuencias de hemisitio 1 y 2 de la etapa (b);

(e) generar un segundo subconjunto de secuencias diana basandose en las secuencias diana del primer
subconjunto de la etapa (d), en la que cada una de las secuencias de hemisitio junto con la secuencia
separadora respectiva de las secuencias diana en el primer subconjunto de la etapa (d) se utiliza para generar
una secuencia diana independiente del segundo subconjunto formando una repeticion invertida basandose en la
secuencia de hemisitio seleccionada, de modo que la secuencia separadora separe ambas secuencias formando
la repeticién invertida, en la que las secuencias de ambos hemisitios que se originan a partir de una de las
secuencias diana en el primer subconjunto de la etapa (d) se alteran durante su sintesis y antes de utilizar las
mismas para generar la repeticion invertida proporcionando la secuencia diana completa de manera que en la
secuencia de hemisitio izquierdo una parte de los nucledtidos que se desvian de la secuencia de hemisitio
homologa correspondiente del sitio diana conocido de la etapa (a) se sustituye por los nucleétidos naturales
encontrados en el sitio diana conocido y en la secuencia del hemisitio derecho el resto de los nucleétidos que se
desvian del hemisitio izquierdo homologo correspondiente se sustituye por los nucleétidos naturales encontrados
en el sitio diana conocido, de modo que en ambas secuencias de hemisitios que se originan a partir de una
secuencia diana del primer subconjunto de la etapa (d) en conjunto los nucleétidos que se desvian pueden
encontrarse, mientras que ninguna de dichas secuencias de hemisitio solas comprende todos los nucleétidos que
se desvian;
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(f) generar méas subconjuntos de secuencias diana a partir de las secuencias diana en el segundo subconjunto
obtenido en la etapa (e) repitiendo paso a paso el procedimiento de la etapa (e) cada vez que se genera un
nuevo subconjunto de secuencias diana, hasta que las secuencias de hemisitio que forman las repeticiones
invertidas dentro de cada secuencia diana generada contengan uno, dos o tres nucleétidos que se desvian de la
secuencia de hemisitio homélogo correspondiente del sitio diana conocido;

—
«
-

aplicar la evolucion molecular dirigida a la recombinasa que reconoce el sitio diana homdélogo conocido
seleccionado en la etapa (a) utilizando las secuencias diana del subconjunto final obtenido en la etapa (f) que
contienen uno, dos o tres nucleétidos que se desvian de la secuencia de hemisitio homéloga correspondiente de
dicho sitio diana homélogo conocido como sustrato;

(h) mezclar los bancos de recombinasa desarrollados en la etapa (g);

(i) aplicar la evolucion molecular dirigida en los bancos mezclados obtenidos en la etapa (h) utilizando las
secuencias diana del siguiente subconjunto superior segun la etapa (f);

(j) repetir las etapas (h) e (i) hasta que se consiga por lo menos una recombinasa por evoluciéon molecular dirigida
que sea activa en la secuencia diana asimétrica dentro de la LTR del ADN retrovirico de la etapa (a);

(k) aislar el acido nucleico de por lo menos una recombinasa obtenida en la etapa (j) procedente del banco; y
() clonar el acido nucleico obtenido en la etapa (k) en un vector de expresion adecuado.

En una forma de realizacion preferida la evolucion dirigida por la recombinasa molecular aplicada en las etapas (g) e
(i) procede de la familia de serina integrasas o de la familia de tirosina integrasas y es preferentemente una Cre
recombinasa modificada del fago Pl, una FLP recombinasa modificada de levadura o una Dre recombinasa
modificada del fago D6. Preferentemente la evolucién molecular dirigida es la evolucién de la proteina unida al
sustrato (SLiPE). El vector de expresion que codifica la recombinasa adaptada es preferentemente un vector
retrovirico, un vector lentivirico, un vector de espumavirus o un vector adenovirico.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a la utilizacion médica de un vector de expresion que
codifica la recombinasa adaptada o una célula madre adulta que comprende dicho vector de expresién para la
preparacion de una composicion farmacéutica destinada a la reduccién de la carga virica en un paciente infectado
por un retrovirus. La composicion farmacéutica puede administrarse a un paciente para tratar la infecciéon con una
amplia gama de retrovirus, tal como por ejemplo el VIH. La composicion farmacéutica de la presente invencion se
utiliza preferentemente para administracién simultdnea con otros agentes activos de la terapia antirretrovirica
hiperactiva (TARHA) o para administracién simultdnea o posterior a la terapia de activacién inmunitaria global o la
activacién especifica de la expresion génica del provirus.

Segun un tercer aspecto de la presente invencion esta previsto un procedimiento in vitro de optimizacion del
tratamiento de una infeccion retrovirica de un paciente, en el que el procedimiento comprende las etapas siguientes:

(a) determinar la secuencia de acido nucleico del ADN retrovirico presente en una muestra de sangre de un
paciente;

(b) explorar en la secuencia de LTR de la secuencia de la etapa (a) las secuencias de recombinacién conocidas
para las que ya se han preparado recombinasas especificamente adaptadas;

(c) en caso de que exista por lo menos una de dichas secuencias de recombinacién conocidas, entonces un
compuesto seleccionado de entre el grupo constituido por un vector de expresion que comprende el acido
nucleico de la recombinasa especificamente adaptada que reconoce dicha secuencia de recombinacion
conocida, dicha recombinasa adaptada, una proteina de fusion que comprende la secuencia de aminoacidos de
dicha recombinasa adaptada o una célula madre adulta que comprende dicho vector de expresion se prepara
como composicion farmacéutica para la reduccién de la carga virica en el paciente; de lo contrario las secuencias
con homologia por lo menos del 30% con las secuencias de hemisitio izquierdo y de hemisitio derecho de los
sitios diana conocidos de una recombinasa, en las que las secuencias homologas estan separadas por un
separador de 5 a 12 nucleoétidos, se identifican y denominan "secuencia diana asimétrica";

C

realizar las etapas (b) a (I) del procedimiento mencionado anteriormente para la preparacion de un vector de
expresion que codifica una recombinasa adaptada que recombina especificamente la secuencia diana asimétrica
identificada en la LTR de ADN provirico; y

(e) preparar el vector de expresién obtenido en la etapa (d), una proteina o una proteina de fusién expresada a partir
de dicho vector de expresion o una célula madre transfectada o infectada con dicho vector de expresion como
una composicion farmacéutica para la reduccion de la carga virica en el paciente.
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En una forma de realizacién preferida la evolucion molecular dirigida aplicada en la etapa (d) se aplica a una
recombinasa adaptada que reconoce ya un sitio diana diferente de las de las recombinasas naturales.

En otra forma de realizacion preferida la recombinasa adaptada obtenida en los procedimientos anteriores esta
incluida en un conjunto de recombinasas especificamente adaptadas.

La invencién se refiere ademas a una coleccion de recombinasas adaptadas, que reconoce cada una distintos sitios
diana en el genoma de un provirus.

Descripcion detallada de la invencion

Esta previsto por primera vez un procedimiento que utiliza un procedimiento combinatorio de evoluciéon de las
proteinas unidas al sustrato para generar una recombinasa adaptada que reconoce la secuencia asimétrica dentro
de la secuencia de un provirus integrado en el genoma de las células hospedadoras.

La evolucién dirigida es un procedimiento de laboratorio utilizado en moléculas seleccionadas para producir
mutaciones e identificar adaptaciones ulteriores a las nuevas propiedades. Por lo tanto, es un procedimiento eficaz
para seleccionar enzimas con especificidades alteradas (Yuan et al., 2005, Johannes y Zhao, 2006). Un requisito
previo de evolucion dirigida es una enzima de partida que tiene actividad residual para permitir que la estrategia de
evolucion tenga éxito (Bloom et al., 2005). Una enzima que no tiene ninguna actividad sobre un sustrato es poco
probable que produzca variantes que actien ahora en la diana distante.

El procedimiento de la presente invencién también puede aplicarse para adaptar proteinas que modifican ADN en
general. Sin embargo, resultan preferidas las recombinasas. El término "proteina para modificar ADN" significa que
incluye cualquier proteina cuya actividad provoca un cambio en la secuencia o la estructura del acido nucleico. Los
ejemplos de proteinas que modifican ADN adecuadas para ser adaptadas por el procedimiento de la presente
invencion incluyen las proteinas implicadas en la recombinacion homéloga, exonucleasas, ADN metilasas, ADN
ligasas, endonucleasas de restriccién, topoisomerasas, transposasas y resolvasas.

Aunque el potencial de recombinasas adaptadas obtenidas por evolucién dirigida ha sido ampliamente reconocido
(véase, por ejemplo, Collins et al., 2003), ningun procedimiento, sin embargo, ha tenido éxito hasta ahora para
alterar las propiedades de una recombinasa para recombinar una secuencia retrovirica natural. Flowers et al. (1997)
han demostrado que Cre puede reducir la carga virica en las células cuando el virus contiene sitios de loxP
naturales. Ademas Lee et al. (2000) demostraron que Cre puede volver a combinar una secuencia separadora
seleccionada del genoma del VIH-1. Un problema fundamental en estos planteamientos consiste en que por lo
general los LTR del VIH no presentan sitios diana simétricos que sean reconocidos por las recombinasas naturales,
tales como por ejemplo la Cre recombinasa que reconoce una repeticién simétrica invertida de 13 pb con un
separador de 8 pb. Esta limitacion ha sido estudiada por Saraf-Levy ef al. (2006) quienes desarrollaron
recombinasas heteroespecificas, que se une cada una a un hemisitio diana de una secuencia diana que estaban en
secuencias diferentes. Se demostrd que en este caso las dos recombinasas diferentes pueden recombinar juntas un
sitio diana asimétrico. Sin embargo, este planteamiento tiene el principal inconveniente de que tendrian que estar
presentes dos recombinasas diferentes en la celda diana. Considerados en conjunto, ninguno de los planteamientos
desarrollados hasta la fecha en la técnica anterior ha podido suministrar una Unica recombinasa que pueda volver a
combinar una secuencia natural en un genoma retrovirico.

Los presentes inventores fueron los primeros en apreciar que podian adaptarse recombinasas que reconozcan sitios
diana asimétricos distintos de sus sitios diana simétricos naturales dividiendo el sustrato en un ndmero de
subconjuntos nuevos con diferencias mas pequefias que la diana original y adaptando paso a paso las
recombinasas para que reconozcan estos subconjuntos (véase la figura 1). Ademas, un procedimiento combinatorio,
permite entonces la seleccion de moléculas funcionales que reconocen el sitio diana asimétrico en una secuencia
determinada. Por lo tanto, utilizando un nuevo planteamiento de atravesar los compuestos intermedios del sustrato
durante la evolucion molecular dirigida los inventores pueden producir enzimas con nuevas especificidades objetivo
asimétricas pasadas.

El procedimiento de la presente invencién para la preparacién de un vector de expresion que codifica una
recombinasa adaptada, la cual recombina los sitios diana asimétricos dentro de la LTR del ADN provirico insertado
en el genoma de una célula hospedadora, proporciona vectores de expresion que codifican recombinasas adaptadas
que recombinan los sitios diana asimétricos diferentes del sitio diana de la recombinasa natural. El procedimiento de
la invencién comprende las etapas siguientes:

(a) determinar la secuencia de la LTR del ADN provirico, identificando en la misma secuencias con homologia de
por lo menos el 30% de las secuencias de hemisitio izquierdo y de hemisitio derecho de los sitios diana
conocidos de recombinasas, en las que las secuencias homdlogas estan separadas por un separador de 5 a 12
nucleétidos, y en las que las secuencias LTR homoélogas con mayor homologia a un sitio diana conocido
representan la secuencia diana asimétrica;
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(b) preparar dos secuencias sintéticas, en las que la primera secuencia sintética corresponde a la secuencia de la
secuencia diana asimétrica de la etapa (a) homdloga al hemisitio izquierdo de dicho sitio diana conocido mas la
secuencia separadora y se denomina "secuencia de hemisitio 1", y en la que la segunda secuencia sintética
corresponde a la secuencia separadora mas la secuencia de la secuencia diana asimétrica de la etapa (a)
homologa al hemisitio derecho y se denomina "secuencia de hemisitio 2";

(c) determinar los nucleétidos dentro de las secuencias sintéticas de la etapa (b) que se desvian de las
correspondientes secuencias homélogas de hemisitio izquierdo y hemisitio derecho del sitio diana homélogo
conocido de la etapa (a);

(d) generar un primer subconjunto de dos secuencias diana basandose en las secuencias sintéticas de la etapa (b),
en las que la primera secuencia diana en el primer subconjunto comprende una repeticion invertida constituida
por la secuencia de hemisitio 1 de la etapa (a) y de la secuencia de hemisitio 1' separadas por la secuencia
separadora, y en las que la segunda secuencia diana en el primer subconjunto comprende una repeticion
invertida que consta de la secuencia de hemisitio 2' y la secuencia de hemisitio 2 de la etapa (b) separadas por la
secuencia separadora, en las que la secuencias de hemisitio 1' y 2' representan repeticiones invertidas de las
secuencias de hemisitio 1 y 2 respectivas de la etapa (b);

(e) generar un segundo subconjunto de secuencias diana basandose en las secuencias diana del primer
subconjunto de la etapa (d), en la que cada una de las secuencias de hemisitio junto con la secuencia
separadora respectiva de las secuencias diana en el primer subconjunto de la etapa (d) se utiliza para generar
una secuencia diana independiente del segundo subconjunto formando una repeticion invertida basandose en la
secuencia de hemisitio seleccionada, de modo que la secuencia separadora separe ambas secuencias formando
la repeticion invertida, en la que las secuencias de ambas secuencias de hemisitio que se originan a partir de una
de las secuencias diana en el primer subconjunto de la etapa (d) se alteran durante su sintesis y antes de utilizar
las mismas para generar la repeticion invertida proporcionando la secuencia diana completa de manera que en la
secuencia de hemisitio izquierdo una parte de los nucleétidos que se desvian de la secuencia de hemisitio
homologo correspondiente del sitio diana conocida de la etapa (a) se sustituye por los nucleétidos naturales
encontrados en el sitio diana conocido y en la secuencia de hemisitio derecho el resto de los nucleétidos que se
desvian del hemisitio izquierdo homologo correspondiente se sustituye por los nucleétidos naturales encontrados
en el sitio diana conocido, de modo que en ambas secuencias de hemisitio que se originan a partir de una
secuencia diana del primer subconjunto de la etapa (d) considerando que todos los nucleétidos que se desvian
pueden encontrarse, mientras que ninguna de dichas secuencias de hemisitio solas comprende todos los
nucleétidos que se desvian;

(f) generar mas subconjuntos de secuencias diana a partir de las secuencias diana en el segundo subconjunto
obtenido en la etapa (e) repitiendo paso a paso el procedimiento de la etapa (e) cada vez que se genera un
nuevo subconjunto de secuencias diana, hasta que las secuencias de hemisitio que forman las repeticiones
invertidas dentro de cada secuencia diana generada contengan uno, dos o tres nucleé6tidos que se desvian de la
secuencia de hemisitio homéloga correspondiente del sitio diana conocido;

—
«
-

aplicar la evolucion molecular dirigida a la recombinasa que reconoce el sitio diana homélogo conocido
seleccionado en la etapa (a) utilizando las secuencias diana del subconjunto final obtenido en la etapa (f) que
contienen uno, dos o tres nucledtidos que se desvian de la secuencia homoéloga a la secuencia de hemisitio
correspondiente de dicho sitio diana homélogo conocido como sustrato;

(h) mezclar los bancos de recombinasa desarrollados en la etapa (g);

(i) aplicar la evolucion molecular dirigida en los bancos mezclados obtenidos en la etapa (h) utilizando las
secuencias diana del siguiente subconjunto superior segun la etapa (f);

(j) repetir las etapas (h) e (i) hasta que se consiga por lo menos una recombinasa por evoluciéon molecular dirigida
que sea activa en la secuencia diana asimétrica dentro de la LTR del ADN retrovirico de la etapa (a);

(k) aislar el acido nucleico de por lo menos una recombinasa obtenida en la etapa (j) procedente del banco; y
() clonar el &cido nucleico obtenido en la etapa (k) en un vector de expresion adecuado.

En la etapa (a) del procedimiento de la presente invencién se determina la secuencia de la LTR del ADN provirico,
como por ejemplo por secuenciacion del ADN utilizando inhibidores de terminacién de cadena (Sanger et al., 1977).
Sin embargo, si ya se ha determinado la secuencia de la LTR del ADN retrovirico insertado en el genoma del
anfitrion, puede omitir esta etapa. Ademas es posible utilizar secuencias conocidas de bases de datos de
secuencias. Basandose en la informacién de secuencias se realizan andlisis informaticos de informacién de
secuencias para identificar en éstas secuencias con homologia de por lo menos el 30% con las secuencias de
hemisitio izquierdo y de hemisitio derecho de los sitios diana conocidos, respectivamente, de recombinasas
conocidas que estan separadas por un separador adecuado de 5 a 12 nucle6tidos.
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El término "recombinasa" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una proteina involucrada en la
recombinacion. Como tales las recombinasas reconocen y enlazan dos secuencias de ADN especificas
denominadas "sitios de recombinacién" o "sitios diana" y median en la recombinacién entre estos dos sitios diana.
Por lo tanto, el término "recombinasa" se refiere a cualquier componente de proteinas de cualquier sistema
recombinante que media en reconfiguraciones del ADN en un locus especifico de ADN. Las recombinasas naturales
reconocen sitios diana simétricos constituidos por dos secuencias idénticas denominadas "hemisitio" de
aproximadamente 9 a 20 pb formando una repeticion invertida, en el que las secuencias de hemisitio estan
separadas por una secuencia separadora de 5 a 12 pb.

Es de destacar que en la presente invencion y también en esta materia los términos "secuencia diana", "sitio diana" y
"sitio de recombinacion” se utilizan indistintamente.

Al contrario que las recombinasas naturales que reconocen sitios diana simétricos, el procedimiento de la presente
invencion proporciona recombinasas adaptadas que reconocen sitios diana, que no consisten en secuencias
palindromicas, separadas por un separador. En su lugar, en los sitios diana asimétricos las secuencias no forman
una repeticion invertida simétrica. Por consiguiente, una recombinasa adaptada capaz de reconocer un sitio diana
asimétrico deberia reconocer y recombinar sitios diana consistentes en hemisitios de secuencia variable.

Dentro de un sitio diana asimétrico las secuencias denominadas "hemisitio izquierdo" y "hemisitio derecho",
respectivamente, se definen por su homologia con el hemisitio izquierdo y derecho de un sitio diana conocido. La
secuencia situada entre las secuencias homoélogas al hemisitio izquierdo y derecho de un sitio diana conocido se
denomina separador.

Sin embargo, si las secuencias se encuentran en la LTR que tienen s6lo homologia con la secuencia del hemisitio
izquierdo o derecho de un sitio diana conocido, estas secuencias podrian utilizarse sin embargo en la practica de la
presente invencion. Un experto en la materia conoce el tamano del sitio diana que pertenece a la recombinasa, cuya
secuencia diana natural presenta homologia con las secuencias dentro de la LTR. Por ejemplo, si la homologia se
encuentra dentro de la secuencia LTR a una secuencia diana reconocida por la Cre recombinasa, constaria de 34
nucleétidos con dos secuencias de hemisitio de 13 nucleétidos separadas cada una por un separador de 8
nucleétidos. Por consiguiente, la secuencia homoéloga dentro de la LTR se define como el hemisitio izquierdo o
derecho o el separador del sitio diana asimétrico dependiendo de la homologia con la secuencia del sitio diana
conocido. Por lo tanto, secuencias con homologia al hemisitio izquierdo de una secuencia diana conocida como
secuencias simétrica del hemisitio izquierdo con homologia al hemisitio derecho de una secuencia diana conocida se
definen como el hemisitio derecho. A partir de esta definicién, las demas partes de los sitios diana asimétricos se
definen en consideracion de la estructura del sitio diana conocido. Por lo tanto, una vez definida por ejemplo una
secuencia del hemisitio derecho dentro de la LTR sobre la homologia con una zona de loxP (reconocida por Cre
recombinasa), las demas secuencias correspondientes al separador y el hemisitio izquierdo de la secuencia diana
asimétrica se pueden definir faciimente. La secuencia separadora se define por ejemplo contando 8 nucleétidos
corriente arriba del extremo 5' de la secuencia definida como secuencia de hemisitio derecho, mientras que la
secuencia de hemisitio izquierdo se define igualmente contando 13 nucleétidos corriente arriba del extremo 5' de la
secuencia separadora definida anteriormente.

Homologia en el presente contexto, asi como a lo largo de la solicitud significa similitud o identidad de secuencia,
resultando preferida la identidad. Una comparacion preferida para la homologia es comparar por lo menos dos
secuencias utilizando técnicas normales conocidas en la materia, incluyendo pero sin limitarse, el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman (1981), el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch
(1970) o la busqueda por el procedimiento de similitud de Pearson y Lipman (1988). En el contexto de la presente
invencion homologia de la secuencia de aplicacion se determina preferentemente utilizando el programa informatico
ClustalW disponible desde el Instituto Europeo de Bioinformatica (IBE), salvo indicacion contraria.

Debido al requisito de dos sitios diana idénticos que deben estar presentes en el genoma del provirus para permitir a
la recombinasa escindir la secuencia entre estos dos sitios diana, las secuencias del ADN provirico se exploran en la
etapa (a) del procedimiento de la presente invencién que estan presentes por lo menos dos veces en el genoma.
Dichas secuencias son, por ejemplo, las secuencias LTR del ADN provirico. Por consiguiente, la secuencia de la
LTR se explora preferentemente, ya que la 5-LTR y la 3-LTR del ADN provirico son idénticas. Un sitio diana
asimétrico presente en la 5-LTR también esta presente en la 3'-LTR y por lo tanto permite la escision del ADN
provirico situado entre las LTR.

Fuera de las secuencias identificadas dentro de la secuencia LTR con suficiente homologia con secuencias de sitios
diana conocidos se seleccionan preferentemente los que tienen la mayor homologia con la secuencia del sitio diana
de recombinasas conocidas. Sin embargo, también es posible seleccionar otras secuencias distintas de las que
tienen la mayor homologia.

Debe apreciarse que el potencial del procedimiento de la presente invencién incluso permite adaptar recombinasas
que reconocen sitios diana asimétricos con menos del 30% de homologia con sitios diana conocidos. Sin embargo,
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para asegurar la presencia de actividad de recombinacion residual para el sitio diana asimétrico respectivo,
preferentemente se exploran las secuencias que tienen una homologia de por lo menos el 30% con las secuencias
simétricas del hemisitio izquierdo y las de hemisitios derechos de sitios diana conocida de recombinasas conocidas.
En las formas de realizacion mas preferidas se exploran secuencias que tienen una homologia de 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80%, mas preferentemente 85%, en especial preferentemente 90%
y mas preferentemente 95% con las secuencias simétricas del hemisitio izquierdo y del hemisitio derecho de la mitad
de sitios diana conocidos de recombinasas conocidas.

En una forma de realizacién preferida de la presente invencion la secuencia seleccionada con en la LTR presenta
homologia con los sitios diana loxP simétricos reconocidos por la Cre recombinasa especifica para la zona. En una
forma de realizacion mas preferida la  secuencia del sitio diana  asimétrico es 5-
ACAACATCCTATTACACCCTATATGCCAACATGG-3' (SEC ID n® 2) (Figura 2A).

En la etapa (b) las secuencias seleccionadas dentro de la LTR homéloga con un sitio diana conocido se utilizan para
la preparacion de dos secuencias sintéticas. Estas secuencias sintéticas se preparan como secuencias de
oligonucledtido por los procedimientos conocidos en la técnica. La secuencia de la primera secuencia sintética
(denominada "secuencia de hemsitio 1") corresponde a la secuencia del sitio diana asimétrico seleccionado dentro
de la LTR del provirus homoéloga al hemisitio izquierdo del sitio diana conocido e incluye la secuencia entre las
secuencias que representan el hemisitio izquierdo y derecho, que se conoce como el separador. La segunda
secuencia sintética corresponde a la secuencia separadora y la secuencia del sitio diana asimétrico seleccionado
dentro de la LTR del provirus homologo con el hemisitio derecho del sitio diana conocido. Esta segunda secuencia
de oligonucledétido se denomina "secuencia del hemisitio 2".

La secuencia separadora en ambas secuencias sintéticas es preferentemente idéntica y corresponde a la secuencia
de la representacion de LTR o se define como la secuencia separadora del sitio diana asimétrico. Sin embargo, en
una forma de realizaciébn mas la secuencia separadora de ambas secuencias sintéticas comprende una o dos
desviaciones de la secuencia. Las desviaciones son preferentemente sustituciones de nucleétidos que mantienen la
longitud original de la secuencia separadora.

En la etapa (c) los nucleétidos dentro de "secuencia del hemisitio 1 " y "secuencia del hemisitio 2", respectivamente,
del primer subconjunto de secuencias sintéticas de la etapa (b) que se desvian de las correspondientes secuencias
homologas del hemisitio izquierdo y del hemisitio derecho de la diana seleccionada conocida se determinan por el
alineamiento de secuencias y comparacion de secuencias. En este contexto, la secuencia de "secuencia del
hemisitio 1" se compara con la correspondiente hemisitio natural, que es preferentemente la secuencia del hemisitio
izquierdo, mientras que la secuencia de "secuencia del hemisitio 2" se compara con otros hemisitios formando el
sitio diana natural palindréomico, que es preferentemente la secuencia del hemisitio derecho.

Este procedimiento no debe realizarse necesariamente después de etapa (b) y antes de etapa (d) del procedimiento
de la invencién, pero también puede realizarse en una fase diferente del procedimiento después de etapa (a) y antes
de etapa (e).

En la etapa (d), se genera un primer subconjunto de dos secuencias diana utilizando las secuencias sintéticas de
etapa (b). Las secuencias diana del primer subconjunto son secuencias de oligonucleétido palindromicas que tienen
la estructura de un sitio diana simétrico. Estos sitios diana simétricos artificiales son sintetizadas basandose en las
medias secuencias de hemisitio de etapa (b) completando la secuencia del hemisitio que falta en cada secuencia de
oligonuclettido como repetida invertida, en la que la secuencia de "secuencia del hemisitio 1" y la "secuencia del
hemisitio 2", respectivamente, se utiliza para complementar la segunda secuencia de hemisitio en el extremo
opuesto de la secuencia separadora. Por consiguiente, la primera secuencia diana en el primer subconjunto
(denominada "secuencia 1" diana) comprende una repeticion invertida consistente en la "secuencia del hemisitio 1"y
"secuencia del hemisitio 1" repetida a la inversa separadas por la secuencia separadora, mientras que la segunda
secuencia diana en el primer subconjunto (denominada "secuencia 2 diana") comprende una repeticion invertida que
consta de "secuencia del hemisitio 2" repetida a la inversa y la "secuencia del hemisitio 2" separadas por la
secuencia separadora (véase la figura 1). En la "secuencia diana 1" la secuencia se coloca de la forma siguiente: 5'-
"secuencia del hemisitio 1"-separador-"secuencia del hemisitio 1™ -3', en la "secuencia diana 2" la secuencia se
coloca de la forma siguiente: 5' -"secuencia del hemisitio 2'"-separador-"secuencia del hemisitio 2 "-3'.

De manera similar a lo expuesto anteriormente en la etapa (b), las secuencias separadoras dentro de cada dos
secuencias diana sintéticas del primer subconjunto son preferentemente idénticas y corresponde a la secuencia de
la representacion de LTR o se define como la secuencia separadora del sitio diana asimétrico. Sin embargo, en una
forma de realizacién mas las secuencias separadoras pueden comprender una o dos desviaciones de la secuencia
procedentes de sustituciones de nucleétidos.

Generalmente, esta etapa representa una primera division de las secuencias del sitio diana asimétrico seleccionada

para adaptar una recombinasa especifica (véase la figura 1). Las secuencias se generan en esta etapa que aloja
sitios diana simétricos derivados de hemisitios del sitio diana asimétrico seleccionado para adaptar una recombinasa
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especifica (véase la figura 1). Como consecuencia, cada mutacién (es decir, la diferencia con el sitio diana
reconocido por la recombinasa natural) presente en el hemisitio de dicho sitio diana asimétrico se ha extendido
ahora entre las secuencias diana simétricas en el primer subconjunto.

En la etapa (e) del procedimiento de la presente invencion las secuencias diana del primer subconjunto se utilizan
para generar un segundo subconjunto de secuencias diana. Cada una de las secuencias de hemisitio y el separador
respectivo de las secuencias diana en el primer subconjunto de la etapa (d) se utilizan independientemente para
generar una nueva secuencia diana (es decir, formando el segundo subconjunto) generando una repeticion invertida
basandose en la secuencia del hemisitio seleccionada, de modo que la secuencia separadora separa ambas
secuencias que forman la repeticion invertida (véase la figura 1). De este modo, la secuencia del hemisitio izquierdo
de la "secuencia diana 1" se utiliza para generar un primer sitio diana simétrico, la secuencia del hemisitio derecho
de la “secuencia diana 1” se utiliza para generar un segundo nuevo sitio diana simétrico, la secuencia del hemisitio
izquierdo de la "secuencia diana 2" se utiliza para generar un tercer nuevo sitio diana simétrico y la secuencia del
hemisitio derecho de la "secuencia diana 2" por ultimo se utiliza para generar un nuevo cuarto sitio diana simétrico,
en la que cada vez la secuencia separadora de la secuencia diana original esta incluida en el nuevo sitio diana
simétricos (véase la figura 1). Sin embargo y lo mas importante, las secuencias de hemisitio procedentes de cada
una de las secuencias diana del primer subconjunto se alteran durante su sintesis y antes de utilizar las mismas
para generar la repeticion invertida que proporciona la nueva secuencia diana completa (como, por ejemplo,
realizando sustituciones de nucleétidos). En la secuencia del hemisitio izquierdo de una nueva secuencia diana
(procedente de una secuencia diana del primer subconjunto) una parte de los nucleétidos que se desvian de la
secuencia de la mitad homdloga correspondiente de la secuencia diana conocida de la etapa (a) se sustituye por los
nucleétidos naturales que se encuentran en la secuencia diana conocida y en la secuencia del hemisitio derecho
correspondiente (procedente de la misma secuencia diana del primer subconjunto) el resto de los nucledtidos que se
desvian del hemisitio izquierdo homologo correspondiente se sustituye por nucledtidos naturales que se encuentran
en la secuencia diana conocida (véase la figura 1). Los nucledtidos alterados en el hemisitio izquierdo son diferentes
de los modificados en el hemisitio derecho, de modo que los nucle6tidos que se desvian estan presentes solo una
vez en ambos de las secuencias de hemisitio que se originan a partir de secuencias diana del primer subconjunto,
ya sea en las secuencias diana formadas basandose en el hemisitio izquierdo o en la secuencia diana formada
basandose en el hemisitio derecho (véase la figura 1). Ademas, la alteraciéon de la secuencia se lleva a cabo de
modo que cada nucleétido que se desvia se mantiene una vez en una de los hemisitios. Por ultimo, ninguna de las
secuencias de hemisitio simétricas solas debe comprender todos los nucleétidos que se desvian.

Como ya se indic6 anteriormente en las etapas (b) y (d) las secuencias separadoras en cada dos secuencias diana
sintéticas de un nuevo subconjunto procedentes de una secuencia diana sintética de un subconjunto mayor son
preferentemente idénticas y corresponde a la secuencia de la LTR que representa o se define como la secuencia
separadora del sitio diana asimétrico. Sin embargo, en una forma de realizacion adicional las secuencias
separadoras pueden comprender una o dos desviaciones de la secuencia que se originan a partir de sustituciones
de nucledtidos.

Utilizando este procedimiento, el nimero de mutaciones (es decir, diferencias del sitio diana reconocidas por la
recombinasa natural) en las secuencias diana que representan cada subconjunto es menor que en la secuencia
diana asimétrica de partida, pero todas las mutaciones estan todavia representadas en una de las secuencias diana
(véase la figura 1).

El término "nucledtidos que se desvian" como se utiliza en la presente memoria se refiere a un nucleétido dentro de
una secuencia diana asimétrica identificado o definido dentro de la LTR o dentro de una secuencia diana de un
subconjunto generado segln la presente invencion que se desvia (es decir, es diferente) de los nucleétidos
presentes en la misma posicién en la secuencia homéloga correspondiente de la conocida secuencia diana simétrica
homologa de una recombinasa conocida seleccionada en la etapa (a) del procedimiento de la presente invencion. En
este contexto, la terminologia "nucledtidos que se desvian" y "mutaciones” se utilizan indistintamente.

Mas generalmente en la figura 1, se muestra un ejemplo de la generacion de subconjuntos de secuencias diana. Un
ejemplo mas especifico basado en una secuencia asimétrica dentro de la LTR de un provirus VIH se muestra en la
figura 2A.

En la etapa (f) se generan mas subconjuntos de secuencias diana a partir de las secuencias diana del segundo
subconjunto repitiendo paso a paso el procedimiento de la etapa (e), es decir, dividiendo las secuencias diana en las
respectivas secuencias de hemisitio y generando nuevas estructuras palindromicas basadas en estas secuencias de
hemisitio después de alterar la secuencia del hemisitio procedente de una secuencia diana del segundo
subconjunto, generando cada vez un nuevo subconjunto de secuencias diana, hasta las secuencias de hemisitio
simétricas utilizadas para generar las repeticiones invertidas contienen uno, dos o tres nucleétidos que se desvian
de la correspondiente secuencia del hemisitio homéloga del sitio diana conocido.

En el contexto de la presente invencién se aprecié que las recombinasas pueden ser adaptadas utilizando evolucion

molecular dirigida mediante secuencias diana como sustrato, si la secuencia diana se utiliza como sustrato difiere en
no mas de 3 nucleétidos de la secuencia diana natural. Por lo tanto, la generacion de subconjuntos de diferentes
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ordenes descritos anteriormente sirve para reducir el nimero de nucleétidos que se desvian por secuencia diana a 3
0 menos (véase figura 1). La reduccion paso a paso del numero de nucleétidos que se desvian finalmente
proporciona un ndmero de subconjuntos de secuencias diana de diferentes 6rdenes con numero decreciente de
nucleétidos que se desvian hasta que se crea un subconjunto final que puede utilizarse como un sustrato para
evolucion molecular dirigida. Mientras se crean los subconjuntos diferentes y se reducen con ello el nimero de
nucle6tidos que se desvian, las diferencias con el sitio diana reconocido por la recombinasa natural se propagan
entre varias secuencias diana que no comprenden mas de 3 de estos nucledtidos que se desvian cada uno,
mientras que las secuencias diana del orden final como un conjunto representan aun todos los nucleétidos que se
desvian (véase la figura 1).

Partiendo el segundo subconjunto de secuencias diana obtenido en la etapa (e) se genera un tercer subconjunto,
seguido de un cuarto, quinto, sexto, etc. subconjunto si es necesario. Sin embargo, la generacién del tercer
subconjunto generalmente sélo es necesaria, si las secuencias diana del segundo subconjunto contienen aldn mas
de tres nucledtidos que se desvian. Lo mismo se aplica a la generacion de los subconjuntos siguientes, que sélo son
necesarios, si las secuencias diana del subconjunto previo contienen ain mas de tres nucleétidos que se desvian.
Debe apreciarse que en una forma de realizacién se generaran subconjuntos de secuencias diana hasta que las
secuencias diana del subconjunto final sélo comprendan un nucle6tido que se desvia. Por consiguiente,
dependiendo del numero de nucleétidos que se desvian en cada secuencia del hemisitio el nimero de subconjuntos
generados para cada secuencia del hemisitio del sitio diana asimétrico puede diferir. Por ejemplo, puede ser
necesario generar s6lo dos subconjuntos para la secuencia de hemisitio izquierdo, mientras que tres o cuatro
subconjuntos deben generarse para el hemisitio derecho a fin de difundir los nucleétidos que se desvian entre varias
secuencias diana de modo que una sola secuencia diana no comprende mas de 3 de estos nuclebtidos que se
desvian.

El principio que consiste en generar mas subconjuntos de las secuencias diana para reducir el nimero de
nucleétidos que se desvian a numeros inferiores a tres se ilustra en la figura 1.

En la etapa (g) se aplica un procedimiento de evolucién dirigida molecular sobre la recombinasa que reconoce el
sitio diana homologo conocido de la etapa (a) utilizando las secuencias diana del subconjunto final obtenido en la
etapa (f) que contiene una, dos o tres nucleétidos que se desvian de la correspondiente secuencia de hemisitio
homéloga de dicho sitio diana homélogo conocido como sustrato.

La expresion "subconjunto final" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere al Gltimo subconjunto generado
en la etapa (f). Dependiendo del numero de nucleétidos que se desvian en el sitio diana asimétrico y del nimero de
subconjuntos que han de generarse para reducir el numero de nucleétidos que se desvian por secuencia diana
inferior a 3, el subconjunto "final" puede corresponder a cualquier subconjunto, por ejemplo al segundo, tercero,
cuarto o a un subconjunto posterior y puede ser diferente de las secuencias de hemisitio simétricas de la secuencia
diana asimétrica dentro de la LTR.

Los procedimientos de evolucién molecular dirigida, conocidos también como evolucion de laboratorio o evolucion in
vitro, son conocidos en la técnica (para un estudio véase Yuan et al., 2005 y referencias en este documento;
Johannes y Zhao, 2006).

En una primera etapa de evolucién molecular dirigida, los bancos de secuencias de recombinasa mutadas al azar
son generados por procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, utilizando RCP propensa a error y
mezclado de ADN (estudiado en, por ejemplo, Yuan et al, 2005), o los procedimientos dados a conocer en la
solicitud de patente internacional WO 02/44409. Los plasmidos de cada banco que comprenden la recombinasa
mutada contienen también una de las secuencias diana del subconjunto final obtenido en la etapa (f). Después de la
transfeccion del banco de plasmidos generado en células apropiadas, la expresion de la recombinasa esta habilitada
y la evoluciéon molecular dirigida se lleva a cabo como conoce un experto en la materia.

En una forma de realizacién preferida la evolucion molecular dirigida utilizada en la etapa (g) del procedimiento de la
presente invencién es la evolucién de proteina unida al sustrato (SLiPE; Buchholz y Stewart, 2001; solicitud de
patente internacional WO 02/44409). La evolucién de la proteina unida al sustrato se lleva a cabo como se describe
con detalle en los ejemplos. En resumen, las secuencias diana obtenidas en la etapa (f) se clonan en un plasmido (el
denominado vector de evolucion) junto con una secuencia de codificacion mutada al azar para la recombinasa. La
mutacion aleatoria se lleva a cabo mediante RCP propensa a error (véase Buchholz y Stewart, 2001).El banco de
plasmidos generado se transfecta entonces DNA en células de E. coli para permitir la expresiéon de la recombinasa.
Utilizando un activador inducible para conducir la expresion de la recombinasa es posible ajustar los niveles de
expresion. Después de una noche de incubacion, el ADN plasmido se aisla de las células y se digiere con Ndel para
cortar los plasmidos que no se recombinaron y sélo los plasmidos recombinados se amplian posteriormente con
cebadores. El producto de la RCP de la forma recombinada del plasmido produce una banda de 1,7 Kb. El producto
de la RCP se digiere con BsrGl y Xbal y se vuelve a subclonar en el vector de evolucién digerido igualmente para el
préximo ciclo de evolucién.

En la etapa (h) los bancos de recombinasa evolucionados en la etapa (g) se combinan y mezclan al azar. La
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tecnologia de mezclado al azar de ADN es conocida en la materia (para una consulta véase Minshull y Stemmer,
1999; Stemmer, 1994).

El banco combinado y mezclado al azar se clona a continuacién en una nueva generaciéon de vectores que
comprende las secuencias diana del siguiente subconjunto superior generado en la etapa (f).

La expresion "siguiente subconjunto superior" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere al subconjunto
utilizado para generar un determinado subconjunto. Por ejemplo, el tercer subconjunto se gener6 basandose en las
secuencias diana del segundo subconjunto. De este modo, a partir del tercer subconjunto el "siguiente subconjunto
superior" sera el segundo subconjunto. Ademas, el siguiente subconjunto superior a partir del segundo subconjunto
es el primer subconjunto. Puede aplicarse asimismo al tercer cuarto (y asi sucesivamente) subconjunto y el siguiente
subconjunto superior a partir de este primer subconjunto es la secuencia diana asimétrica con la secuencia LTR.

En la etapa (i) el procedimiento de evolucion molecular dirigida se aplica al banco mezclado al azar obtenido en la
etapa (h) utilizando la secuencia diana del siguiente subconjunto superior segun la etapa (f). En esta etapa puede
utilizarse el mismo procedimiento de evolucion molecular dirigida como las aplicadas anteriormente en la etapa (g),
pero también es posible utilizar un procedimiento diferente de evolucion molecular dirigida en esta etapa del
procedimiento de la presente invencion. Los ejemplos de diferentes procedimientos de evolucion molecular dirigida
fueron descritos por ejemplo por Yuan et al. (2005).

Se aplica también preferentemente el procedimiento de la evolucién de la proteina unida al sustrato en los bancos
combinados y mezclados al azar.

Esta etapa proporciona recombinasas que reconocen y recombinan secuencias diana que alojan la combinacién (y
por lo tanto numeros crecientes) de mutaciones de las diferentes secuencias diana del subconjunto inferior. Los
inventores fueron los primeros en demostrar que la combinacion de mutaciones de los diferentes bancos de un
subconjunto inferior de secuencias diana produce efectos sinérgicos y conduce a la generacién de recombinasas,
que ahora recombinan secuencias diana de un subconjunto superior, demostrando que se puede utilizar una
estrategia de evolucion que atraviesa a través de intermediarios para conseguir una actividad deseada.

En la etapa (j), las etapas (h), es decir, combinando y mezclando al azar bancos de recombinasa e (i), es decir, la
aplicacién de la evolucion molecular dirigida en los bancos combinados y mezclados al azar, se repiten hasta que se
consiga por lo menos una recombinasa que sea activa en la secuencia diana asimétrica presente en el LTR del ADN
provirico. Por ejemplo, en un procedimiento en el que la generacion de tres subconjuntos de secuencias diana era
necesaria para generar secuencias diana con s6lo una, dos o tres desviaciones de nucle6tidos, las bancos de
recombinasa evolucionadas por ejemplo para el tercer subconjunto de secuencias diana se combinan y se mezclan
al azar y la evolucion molecular dirigida se aplica en este banco mezclado al azar utilizando las secuencias diana del
segundo subconjunto. Las bancos de recombinasa evolucionados de este modo se combinan y se mezclan al azar y
la evolucion molecular dirigida se aplica en este banco utilizando las secuencias diana del primer subconjunto. En la
etapa siguiente (y ultimo) la secuencia diana asimétrica de la etapa (a) en la LTR del ADN provirico se utiliza para
evolucionar el banco de recombinasa que comprende recombinasas que reconocen las secuencias diana del primer
subconjunto por evolucién molecular dirigida a obtener por lo menos una recombinasa que sea activa en la
secuencia diana asimétrica dentro de la LTR del ADN retrovirico.

En esta etapa el procedimiento de la evolucion molecular dirigida preferentemente es el procedimiento de evolucion
de la proteina unida al sustrato.

En la etapa (k) el acido nucleico de por lo menos una recombinasa con actividad en la secuencia diana asimétrica de
la etapa (a) dentro de la LTR del ADN retrovirico se aisla del banco. El acido nucleico se aisla del plasmido
respectivo mediados dentro del banco utilizando enzimas de restriccién apropiadas. Los procedimientos de digestion
de las endonucleasas de restriccién son conocidos por los expertos en la materia. El acido nucleico que codifica la
recombinasa puede recuperarse a continuacién por procedimientos conocidos, como por ejemplo electroforesis en

gel.

El &cido nucleico puede almacenarse (preferentemente a temperaturas inferiores a -80°C) u opcionalmente puede
clonarse en la etapa (1) en un vector de expresion para su utilizaciéon en un andlisis posterior, en procedimientos de
expresion de proteinas de administracion a un paciente para el tratamiento del SIDA. A continuacién se definen los
vectores de expresion adecuada.

Preferentemente, los recombinasas finalmente obtenidas son sometidas a prueba en células de mamifero para
asegurarse de que funcionan en un entorno de células de mamifero. Ademas, para obtener una buena expresion en
células de mamifero puede optimizarse la expresion de las recombinasas en estas células (por ejemplo,
optimizacién de la utilizacién del codén utilizando procedimientos bien conocidos en la técnica. Véase por ejemplo
Shimshek et al.,, 2002) o secuencias sefal necesarias para dirigir la proteina dentro del nucleo de las células de
mamifero, como la secuencia NLS (Macara, 2001) pueden anadirse a los &cidos nucleicos de la recombinasa
adaptada.
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En una forma de realizacion preferida de la presente invencion la recombinasa conocida cuya secuencia diana se
utiliza en la etapa (a) y en la que se aplica evolucion molecular dirigida en las etapas (g) e (i) pertenece a la familia
de serina integrasas. Las recombinasas preferidas pertenecientes a la familia de serina integrasas seleccionadas de
entre el grupo constituido por phiC31 integrasa (Combes et al., 2002), cualquier componente de sistemas de
recombinacion Gin o Hin, Tn3 resolvasa (Krasnow y Cozzarelli, 1983) o cualquier otro miembro de las recombinasas
serina grandes, Rag1, Rag2 o cualquier otro componente del sistema de recombinacién VDJ o sus variantes.

En otra forma de realizacién preferida dicha recombinasa pertenece a la familia de las tirosina integrasas. Las
recombinasas preferidas pertenecientes a la familia de las tirosina integrasas se seleccionan de entre el grupo
constituido por Cre del fago P1 (Abremski et al., 1983, 1984), FLP recombinasa de levadura (Volkert y Broach,
1986), Dre de fago D6 (Sauer y McDermott, 2004), R recombinasa del plasmido pSR1 de Zygosaccharomyces
rouxii, A recombinasa del plasmido pKD1 de Kluveromyces drosophilarium, A recombinasa del plasmido pKW1 de
Kluveromyces waltii, Tnpl del transposon Tn4430 de Bacillus, cualquier componente del sistema de recombinacién A
Int 0 sus variantes.

Las recombinasas de la familia de integrasa tirosina se caracterizan por tener una tirosina como sitio nucledfilo
activo que se utiliza para la escisiéon de ADN, mientras que recombinasas de la familia de serina integrasa utilizan
una serina en lugar de una tirosina.

El término variante en este contexto se refiere a las proteinas que proceden de las proteinas anteriores por
eliminacion, sustitucion y/o adicién de aminoacidos y que conservan parte o la totalidad de la funcién inherente en la
proteina de la que proceden.

En una forma de realizacién preferida, la recombinasa conocida es una recombinasa hibrida obtenida por ejemplo
por "mezcla al azar de la familia" descrito por Crameri et al. (1998). Los requisitos previos para la utilizacién de la
mezcla al azar de la familia es una significativa homologia entre las recombinasas utilizadas para generar las
recombinasas hibridas. Un ejemplo de una recombinasa hibrida que puede utilizarse en la presente invencion es
una recombinasa hibrida que consta de secuencias de recombinasa Cre y recombinasa Dre, respectivamente.

En una forma de realizacién mas preferida la recombinasa es la recombinasa Cre que reconoce un sitio diana
simétrico de 34 pb conocido como /oxP. El sitio loxP (y también en otros sitios de recombinaciéon de recombinasas
naturales) es palindrémica con dos repeticiones de 13 pb separadas por los ocho pares de bases mas internos, que
representan al denominado separador, que proporciona direccionalidad al sitio. La recombinacion tiene lugar por
escision en la secuencia separadora. Dependiendo de la situacion y la orientacion relativa de los dos sitios de loxP,
Cre cataliza la integracion, escision o reestructuracién del ADN (Hoess y Abremski, 1985).

Preferentemente la secuencia diana asimétrica identificada en el etapa (a) esta situada tanto en 5'-LTR como en 3'-
LTR del provirus para permitir la escisién del ADN provirico en el genoma de la célula hospedadora.

Se identificé una secuencia dentro de la secuencia LTR de ADN del VIH provirico con 50% de homologia con el sitio
loxP. Esta secuencia se denomina /oxLTR (SEC ID n® 1) y pertenece a la LTR de la cepa TZB0003 del VIH-1
primario (Blackard et al., 1999) que forma parte de parte de la region U3 moduladora (posicion de la secuencia -262
a -229; en la que el sitio de iniciacién de la transcripcién es + 1). El sitio loxitr es una secuencia asimétrica de 34 pb
que tiene 50% de similitud de secuencia con la secuencia del sitio loxP con cuatro de los desemparejamientos en el
elemento izquierdo, seis en el elemento derecho y un separador completamente diferente (véase la figura 2A).

Utilizando una evolucion dirigida relacionada con el sustrato y la secuencia loxXLTR como sustrato, los presentes
inventores han podido producir una recombinasa adaptada que recombina esta secuencia diana asimétrica de ADN
presente en una repeticion terminal larga del VIH-1. Esta es la primera vez que se generd una sola recombinasa
especifica de sitio relacionada con Cre que recombina un sitio diana asimétrico. Contrariamente a las recombinasas
conocidas en esta materia, la recombinasa de la presente invencion reconoce secuencias diana que eran
asimétricas y muy alejadas de la secuencia diana original de la nativo Cre recombinasa natural. El desarrollo de
recombinasas adaptadas que dirige especificamente secuencias asimétricas dentro de una LTR del VIH-1 permite la
escision de los respectivos provirus desde su sitio de integracion cromosémica como se demostro.

Sin embargo, es evidente para el experto en la materia que se pueden generar otras recombinasas adaptadas
especificas de sitio que recombinan sitios diana divergentes encontrados el genoma de provirus retrovirico insertado
en el genoma de la célula hospedadora. Pueden determinarse secuencias candidatas, por ejemplo, basandose en la
homologia con la presente secuencia loxLTR. Ejemplos de dichas secuencias derivadas de la LTR de otras cepas
de VIH con homologia con la secuencia loxLTR se muestran en la figura 2A.

El ADN provirico insertado en el genoma de una célula hospedadora es preferentemente el ADN de un retrovirus.
Los retrovirus comprenden una gran y diversa familia de virus con ARN envuelto. La caracteristica distintiva de la
familia es su estrategia multiplicativa que incluye como etapas esenciales la transcripcion inversa del ARN virico en
ADN bicatenario lineal y la posterior integracion de este ADN (ADN provirico) en el genoma de la célula
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hospedadora. Los retrovirus se subdividen en siete grupos, definidos por parentesco evolutivo. Cinco de estos
grupos (retrovirus alfa, beta, delta, épsilon y gamma) representan los retrovirus con potencial oncogénico y los otros
dos grupos son los lentivirus y la espumavirus. Los virus tipo | y tipo Il de la leucemia de linfocitos T humanos
patégenos (VLTH-I y VLTH-II) pertenecen al grupo retrovirus delta, mientras que el virus de la inmunodeficiencia
humana SIDA tipo 1 y tipo 2 (VIH-1 y VIH-2) pertenecen al grupo lentivirus (para consultas véase el libro de texto
general "Retroviruses" de Coffin J.M., Hughes S.H., Varmus H.E. (eds.) 1997, Cold Spring Harbor Laboratory Press
Nueva York).

En una forma de realizacién preferida del ADN provirico insertado en el genoma de una célula hospedadora es el
ADN de un retrovirus seleccionado de entre el grupo constituido por el virus de tumor de mama de ratén (VTMR),
virus de mono de Mason Pfizer (VMMP), virus de leucemia de linfocitos T humanos tipo | (VLTH-I), virus de leucemia
de linfocitos T humanos tipo Il (VLTH-II), virus de la leucemia linfocitos T de simio tipo | (VLTS-I), virus de la
leucemia de linfocitos T de simio tipo Il (VLTS 1l), virus de la leucemia bovina (VLB), virus de la leucemia felina
(VLFe) y virus de la leucemia murina de Moloney (VLMMo).

En una forma de realizacion mas preferida, el retrovirus es un lentivirus seleccionado de entre el grupo constituido
por virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), virus
de la inmunodeficiencia de simios (VIS), virus de inmunodeficiencia felina (VIF), virus de la inmunodeficiencia bovina
(VIB), virus Maedi-visna (VMV), virus de la anemia equina infecciosa (VAEI) y virus de la artritis encefalitis caprina
(VAEC).

En una forma de realizacion mas preferida la secuencia diana asimétrica identificada en la etapa (a) del
procedimiento de la presente invencion esta situada tanto en el 5'--LTR como en el 3-LTR de un VIH provirus.
Preferentemente, dicha secuencia diana asimétrica situada tanto en el 5-LTR como en el 3' LTR de un provirus VIH
tiene la secuencia establecida como SEC ID n? 1. Esta secuencia se denomina loxitr.

En una forma de realizacion preferida, el procedimiento de evolucion molecular dirigida aplicada en el procedimiento
de la presente invencion es el procedimiento de la evolucién de la proteina unida al sustrato (SLiPE; Buchholz y
Stewart, 2001; véase también el documento WO 02/44409).

En el procedimiento de la presente invencién el acido nucleico que codifica por lo menos una recombinasa adaptada
activa en la secuencia diana asimétrica dentro de la LTR del ADN retrovirico se clona en un vector de expresion. Los
vectores de expresion son montajes genéticos para expresar las proteinas codificadas por los acidos nucleicos
dentro del vector. Dichos vectores de expresion pueden ser vectores extracromosémicos que se automultiplican o
vectores que se integran en el genoma del hospedador. Generalmente, estos vectores de expresion incluyen acido
nucleico regulador de la transcripcion y la traducciéon operativamente unido al acido nucleico que codifica la
recombinasa adaptada de la presente invencion.

El término "secuencias de control" se refiere a las secuencias de ADN necesarias para la expresion de una
secuencia de codificacion operativamente unida en un organismo hospedador especifico. Las secuencias de control
que son adecuadas para las procariotas incluyen, por ejemplo, un activador, opcionalmente una secuencia de
operador y un sitio de union al ribosoma. Las células eucariotas son conocidas por utilizar activadores, sefales de
poliadenilacién y potenciadores.

El &cido nucleico esta "operativamente unido" cuando se coloca en una relacion funcional con otra secuencia de
acido nucleico. Por ejemplo, un activador o potenciador esta operativamente unido a una secuencia de codificacion
si afecta a la transcripcién de la secuencia; o un sitio de unién al ribosoma estd operativamente unido a una
secuencia de codificacion si se coloca para facilitar la traduccion. La unién se realiza mediante la ligadura en sitios
de restriccion convenientes. Si no existen tales sitios, se utilizan adaptadores o enlazadores oligonucleotidicos
sintéticos segun la préactica convencional. El acido nucleico regulador de transcripcion y traduccién sera apropiado
generalmente para la célula hospedadora utilizada para expresar la recombinasa adaptada. Numerosos tipos de
vectores de expresion apropiada y secuencias reguladoras adecuadas son conocidos en la técnica para una
variedad de células hospedadoras.

El vector de expresién utilizado en la presente invencion puede ser un vector retrovirico, un vector lentivirico, un
vector de espumavirus o un vector adenovirico. Sin embargo, en una forma de realizacion preferida el vector de
expresion es un vector lentivirico seleccionado de entre el grupo constituido por vectores lentiviricos derivados de
VIH-1, VIS, VIF o VAEI. Por ejemplo, Schambach et al. (2006) describen vectores lentiviricos.

En las formas de realizacion preferidas de la presente invencion el vector de expresién comprende un activador
celular, bacteriano, virico o hibrido.

En general, en el contexto de la presente invencién, el activador puede ser un activador constitutivo o inducible.
Ademas, los activadores pueden ser un activador natural, tal como un activador bacteriano, celular o virico o un
activador hibrido. Los activadores hibrido, que combinan elementos de mas de un activador, son conocidos en la
técnica y son Utiles en la presente invencién. Ademas, el activador utilizado en la presente invencion puede ser
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también un derivado de un activador natural. Un "derivado” de un activador natural como el utilizado en la presente
memoria puede ser una combinacién de elementos activos en cis obtenidos a partir de activadores o secuencias de
diferente origen o, alternativamente, puede obtenerse por eliminacién o mutacion de elementos activos en cis dentro
de un activador natural especifico (Edelman et al., 2000; Alper et al., 2006; Hartenbach y Fussenegger, 2006).

En una forma de realizacion més preferida de la presente invencién, el activador constitutivo o su derivado se
selecciona o procede de entre el grupo constituido por activadores de citomegalovirus, virus del sarcoma de Rous,
retrovirus relacionado con el virus de la leucemia murina, gen de fosfoglicerocinasa, virus murino formador de focos
en el bazo o factor alfa 1 de alargamiento humano.

En otra forma de realizacién mas preferida de la presente invencién, el activador inducible o el derivado del mismo
se selecciona o procede de entre el grupo constituido por el LTR o derivados del mismo procedentes de lentivirus,
espumavirus y retrovirus delta.

En el presente contexto, el término "LTR" se refiere tanto a las repeticiones de terminal largo 5' como del 3' del
provirus con funcién de activador (para consultas véase el libro de texto general "Retroviruses" (Coffin J.M., Hughes
S.H., Varmus H.E. (eds.) 1997, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York).

Preferentemente el activador inducible o su derivado se selecciona o procede del LTR o de sus derivados
procedentes de VIH-1, VIH-2, VMV, VAEI, VAEC, VIS, VIF, VIB, VLTH-l y VLTH-II.

Ademas la presente invencion proporciona un procedimiento para preparar una recombinasa adaptada, en el que
dicho procedimiento comprende el procedimiento mencionado anteriormente para la preparacién de un vector de
expresion que codifica una recombinasa adaptada y la etapa posterior de expresion de la recombinasa adaptada o
un polipéptido de fusién que comprende la secuencia de aminoacidos de dicha recombinasa adaptada del acido
nucleico que codifica la recombinasa insertado en el vector de expresion obtenido en el procedimiento mencionado
anteriormente para la preparacion de un vector de expresion que codifica una recombinasa adaptada en una célula
hospedadora adecuada.

La expresion del acido nucleico que codifica la recombinasa adaptada clonado en un vector de expresion segun la
etapa (1) del procedimiento para la preparacién de un vector de expresion que codifica que un recombinasa
adaptada puede llevarse a cabo utilizando, por ejemplo, sistemas de expresion bacterianos, de insectos o
mamiferos. Sin embargo, también pueden emplearse otros sistemas de expresién conocidos en la técnica. Los
procedimientos de introduccion de acido nucleico exégeno en hospedadores mamiferos, insectos o bacterianos, asi
como en otros hospedadores, también son bien conocidos en la técnica y variaran con la célula hospedadora
utilizada. Las técnicas incluyen la transfeccién mediada por dextrano, la precipitacién con fosfato de calcio,
transfeccion mediada por polibreno, la fusiéon protoplasica, la electroporacion, la infeccion virica, encapsulaciéon de
polinucledtido(s) en liposomas y microinyeccion directa del ADN en nucleos.

Se preparan proteinas de fusidon por procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el vector de
expresion del acido nucleico que codifica la recombinasa adaptada se clona dentro ya comprende una secuencia
nucleico que codifica un segundo polipéptido o proteina. Al clonar el acido nucleico que codifica la recombinasa
adaptada en el marco con la secuencia del segundo polipéptido o proteina, ambas secuencias se expresaran como
proteina de fusion.

Las células hospedadoras utilizadas para expresar la recombinasa adaptada de los vectores de expresién son
preferentemente células hospedadoras, incluidas las células procariotas, tales como por ejemplo las células
bacterianas o células de levadura, o células eucariotas, como por ejemplo células de insectos o células de
mamiferos.

La presente invencién proporciona ademas un procedimiento para preparar una célula madre adulta transformada,
segun la cual dicho procedimiento comprende el procedimiento mencionado anteriormente para la preparacion de un
vector de expresién que codifica una recombinasa adaptada y la etapa adicional de introduccion del vector de
expresion obtenido en el procedimiento mencionado anteriormente para la preparacion de un vector de expresion
que codifica una recombinasa adaptada in vitro en una célula madre adulta adecuada.

En otro aspecto la presente invencion se refiere a los acidos nucleicos que pueden obtenerse a partir del
procedimiento mencionado de la presente invencién.

Un "acido nucleico” como se utiliza en la presente memoria es un compuesto polimérico compuesto de subunidades
unidas por enlaces covalentes denominadas nucleétidos. Acido nucleico incluye &cido polirribonucleico (ARN) y
acido polidesoxi-rribonucleico (ADN), que pueden ser tanto monocatenarios como bicatenarios. EI ADN incluye
ADNCc, ADN gendmico, ADN sintético y ADN semisintético.

En su aspecto mas amplio el acido nucleico obtenido por el procedimiento de la presente invencion es un &cido
nucleico que codifica una recombinasa adaptada, segun el cual la recombinasa adaptada recombina secuencias
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diana asimétricas en el ADN de un provirus insertado en el genoma de una célula hospedadora que conduce a la
escision del provirus del genoma de la célula hospedadora, en el que los sitios diana asimétricos son diferentes de
los sitios diana de la recombinasa natural.

En una forma de realizacion el acido nucleico obtenido por el procedimiento de la presente invencién tiene la
secuencia de acido nucleico expuesta como SEC ID n? 2 y reconoce y recombina la secuencia loxltr expuesta como
SECID n% 1.

También se incluyen en la definicién de los &cidos nucleicos las variantes de la secuencia de &cido nucleico
obtenidas por el procedimiento de la presente invencidén que tienen por lo menos 50% de similitud, preferentemente
por lo menos 60% de similitud, mas preferentemente por lo menos 70% similitud, todavia mas preferentemente por
lo menos 80% de similitud y todavia mas preferentemente por lo menos el 90% de similitud con la secuencia de
acido nucleico expuesta como SEC ID n? 2 En algunas formas de realizacion la similitud serd como maximo 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99%.

En otro aspecto la presente invencién se refiere también al vector de expresion que puede obtenerse por el
procedimiento mencionado anteriormente de la presente invencion.

Otro aspecto de la invencion es la proteina recombinasa adaptada que puede obtenerse por el procedimiento
mencionado de la presente invencion.

El término "proteina” tal como se utiliza en la presente memoria incluye proteinas, polipéptidos y péptidos. Como
apreciaran los expertos en la materia, las secuencias de acido nucleico de la invencién pueden utilizarse para
generar secuencias de proteinas.

En una forma de realizacion preferida la proteina recombinasa adaptada tiene la secuencia de aminoéacidos
presentada como SEC ID n® 3. Esta recombinasa se denomin6 Tre para la LTR recombinasa.

También se incluyen en la forma de realizacion de las proteinas recombinasa adaptada las variantes de aminoacidos
de la secuencia de aminoacidos presentados como SEC ID n® 3. Preferentemente, las variantes tendran una
similitud de secuencia de por lo menos 70%, mas preferentemente una similitud de secuencia de por lo menos 80%
similitud y aun mas preferentemente una similitud de secuencia de por lo menos el 90% con la secuencia presentada
como SEC ID n? 3. En algunas formas de realizacién la similitud serd como maximo 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o
99%. En cuanto a los &cidos nucleicos, la similitud en este contexto significa homologia de secuencia o identidad,
prefiriéndose identidad. Esta similitud se determinara utilizando técnicas convencionales conocidas en la materia tal
como se esbozaron anteriormente para las homologias de acido nucleico.

En una forma de realizacién mas preferida la proteina a recombinasa adaptada también puede prepararse como un
polipéptido de fusion, utilizando técnicas bien conocidas en la materia. En una forma de realizacion preferida la
proteina recombinasa adaptada esta unida a un segundo polipéptido. Preferentemente el polipéptido de fusién se
obtiene por el procedimiento mencionado anteriormente de la presente invencién, en el cual la recombinasa
adaptada esta unida a un segundo polipéptido.

Preferentemente, la proteina recombinasa adaptada se prepara como un polipéptido de fusién para aumentar la
expresion. En una forma de realizacién mas preferida la proteina recombinasa adaptada se prepara como un
polipéptido de fusion para permitir la introducciéon de polipéptido en células vivas. Por lo general, las proteinas
purificadas no pueden penetrar en las células, porque no pueden traspasar la membrana celular debido a su
tamafo. Sin embargo, la fusion de secuencias de péptidos especificas a proteinas puede dar como resultado la
captacién de estas proteinas de fusion en las células. En la célula la proteina puede realizar entonces su funcién.
Las recombinasas especificas de sitio, incluyendo la Cre recombinasa, se han logrado suministrar a las células por
este procedimiento (Peitz et al., 2002). Las recombinasas que penetran en las células han sido descritos con mas
detalle por Nolden et al. (2006) y Lin et al. (2004). Por lo tanto, esta estrategia puede utilizarse para suministrar
recombinasas en las células para eliminar el provirus de las células infectadas.

Por lo tanto, el segundo polipéptido en el polipéptido de fusién puede comprender un péptido sefal. El péptido senal
puede ser un dominio de transduccién de proteinas como el péptido TAT o un péptido de la tercera hélice del
homeodominio Antennapedia (Derossi et al., 1994, 1996; Vives et al., 1997; Vives, 2003; Richard et al., 2005) o o la
SLN (secuencia de localizacién del ndcleo) para suministrar el polipéptido de fusion en el nucleo de una célula
eucariota (Macara, 2001).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la célula madre adulta como puede obtenerse en el procedimiento
mencionado anteriormente para preparar una célula madre adulta transformada de la presente invencion. Las
células madre se infectan o transfectan preferentemente con el vector de expresién segun la invencién.

En una forma de realizacién preferida la célula madre adulta es una célula madre del linaje hematopoyético que
expresa la recombinasa adaptada, el polipéptido de fusiébn mencionado anteriormente o que comprende el vector de
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expresion mencionado anteriormente.

Las células madre hematopoyéticas (HSC) son células CD34" procedentes de la médula 6sea, que pueden
purificarse a partir de la sangre periférica de donantes movilizada con G-CSF (por ejemplo, pacientes infectados por
VIH) por leucaféresis rutinaria (Scherr y Eder, 2002). Las células genéticamente modificadas in vitro se reinfunden a
continuacion en los pacientes.

En la situacion de la tecnologia, la expresion "células madre" designa las células que (a) tienen la capacidad de
autorrenovacion y (b) capacidad para formar por lo menos uno y a menudo varios tipos de células especializadas
debido a su capacidad de division asimétrica (Donovan y Gearhart, 2001). Las células madre adultas pueden
aislarse de diferentes tejidos de adulto, es decir, de individuos diferenciados. Dichas células se denominan en la
situacion actual de la tecnologia "células madre pluripotentes adultas". La diferencia esencial entre las células madre
pluripotentes embrionarias y las células madre pluripotentes adultas radica en el nimero de tejidos diferenciados,
que pueden obtenerse de las células respectivas.

En una forma de realizacién mas preferida la presente invencion se refiere a células CD4" primarias (células
sanguineas) de pacientes infectados por el VIH.

En una etapa mas del procedimiento de la presente invencion el vector de expresion que comprende la secuencia de
acido nucleico que codifica un recombinasa adaptada, la proteina recombinasa, la proteina de fusién o las células
madre adultas obtenidas por los procedimientos de la presente invencion se preparan como una composicién
farmacéutica para la reduccion de la carga virica en un paciente infectado por un retrovirus.

Un asunto adicional de la invencion es la composicion farmacéutica obtenida por el procedimiento mencionado. La
composicion farmacéutica estd presente preferentemente en forma de una solucién adecuada para aplicacion
intravenosa (infusion).

La preparacién farmacéutica mas podra comprender ademas uno o mas vehiculo(s), excipiente(s) y/o adyuvante(s)
farmacéuticamente aceptable(s). Los vehiculos, excipientes y adyuvantes adecuados para su utilizacion en una
composicién farmacéutica son conocidos en la técnica.

La composicion farmacéutica de la presente invencién reduce la carga del virus en un paciente infectado por un
retrovirus por debajo de 5.000 equivalentes de genoma/ml de plasma, preferentemente por debajo de 500
equivalentes de genoma/ml de plasma y mas preferentemente por debajo de 50 equivalentes de genoma/ml de
plasma cuando se administra al paciente.

Asi, la composicién farmacéutica de la presente invencion que comprende un vector de expresion que codifica una
recombinasa adaptada (o la recombinasa adaptada como proteina o polipéptido de fusién o una célula madre que
comprende el vector de expresion) puede reducir la carga de virus en un paciente infectado con un retrovirus al
erradicar el depoésito genético de los retrovirus en el interior de las células hospedadoras, evitando asi mas ciclos de
vida del virus.

La expresion "carga de virus" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a los equivalentes de ARN de VIH
(es decir, genomas) que se asocian con 1 ml de plasma del paciente (Dybul et al., 2002). Por lo tanto, la carga de
virus se determina midiendo el contenido de ADN virico en una muestra extraida del paciente. Actualmente, existen
tres tipos principales de ensayos de carga virica disponibles:

1)  Reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa VIH ARN (RT-RCP): Amplicor™ HIV-Monitor
Test; Roche Diagnostics

2) ADN de cadena ramificada (ADNb): ensayo de ARN del VIH Versant™; Bayer Diagnoésticos; y
3) Ampliacion de acido nucleico basado en la secuencia (NASBA): Ensayo NucliSens™; bioMerieux.

En una forma de realizacién preferida la composicién farmacéutica de la presente invencion es capaz de reducir la
carga de virus en un paciente infectado por un retrovirus por debajo de 5.000 equivalentes de genoma/ml plasma,
preferentemente por debajo de 500 equivalentes de genoma/ml de plasma y mas preferentemente por debajo de 50
equivalentes de genoma/ml de plasma. Los pacientes con una carga de virus inferior a 5.000 equivalentes de
genoma/ml de plasma se considera que estan relativamente bien ajustados al tratamiento medicinal. Sin embargo, el
objetivo en la terapia actual del SIDA es una reduccién de la carga virica por debajo del limite de deteccién de los
ensayos de carga de virus, que se encuentra actualmente por debajo de aproximadamente 50 equivalentes de
genoma/ml de plasma.

En este contexto, los inventores fueron los primeros en demostrar que puede utilizarse una recombinasa adaptada

para escindir el ADN provirico completo del genoma de una célula hospedadora de mamifero sin afectar
negativamente la viabilidad celular (véase la figura 9). Después del tratamiento de las células infectadas con una
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recombinasa adaptada segun la presente invencion (1) el ADN retrovirico en el genoma del hospedador y (2) las
particulas de virus que brotan de células infectadas no resultaban ya detectables, demostrando que el depdsito
virico en células en reposo se destruyo.

La composicién farmacéutica reduce preferentemente la carga virica de retrovirus seleccionados de entre el grupo
constituido por el virus de tumor de mama de raton (VTMR), virus de mono de Mason Pfizer (VMMP), virus de
leucemia de linfocitos T humanos tipo | (VLTH-I), virus de leucemia de linfocitos T humanos tipo Il (VLTH-II), virus de
la leucemia linfocitos T de simio tipo | (VLTS-I), virus de la leucemia de linfocitos T de simio tipo Il (VLTS Il), virus de
la leucemia bovina (VLB), virus de la leucemia felina (VLFe) y virus de la leucemia murina de Moloney (VLMMo)

Todavia en una forma de realizacion mas preferida el retrovirus que va a tratarse con composicion farmacéutica de
la presente invencion es un lentivirus. Dicho lentivirus preferentemente se selecciona de entre el grupo formado por
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), virus de
inmunodeficiencia de simios (VIS), virus de inmunodeficiencia felina (VIF), virus de la inmunodeficiencia bovina
(VIB), virus Maedi-visna (VMV), virus de anemia infecciosa equina (VAIE) y virus de la artritis encefalitis caprina
(VAEC).

Sin embargo, resulta evidente para el experto en la materia, que la presente invencién también es aplicable a las
infecciones retroviricas por otros retrovirus aparte de los mencionados anteriormente.

Ademas, el paciente infectado por un retrovirus al que se administra la composicién farmacéutica se selecciona de
entre el grupo constituido por seres humanos, primates, monos, ganado vacuno, caballos, cabras, ovejas y gatos
domésticos. Sin embargo, el paciente es preferentemente un ser humano.

En una forma de realizaciéon preferida la composicién farmacéutica es para administracion simultanea con otros
agentes activos de la terapia antirretrovirica hiperactiva (TARHA).

La terapia antirretrovirica hiperactiva TARHA es una terapia de combinacion dirigida a la transcriptasa inversa virica,
proteasa y fusion (Gulick et al., 1997; Lalezari et al. 2003).

En otra forma de realizacion preferida la composicion farmacéutica es para administracion simultdnea o posterior a
la terapia de inmunoactivacion global o activacion especifica de la expresion génica de provirus.

La premisa de la terapia de inmunoactivacién se basa en la hipétesis de que activacion deliberada de las células
infectados por el VIH latentemente puede acelerar la erradicacion de depdsitos viricos persistentes. La erradicacion
se produciria a través de la eliminacién inmune por muerte programada de las celdas que expresan activamente
VIH-1 productos (pro-apoptésicos) (Kulkosky y Bray, 2006).La inmunoactivacion global (activacion de inmunocitos,
incluidas las células en reposo) generalmente se consigue mediante, por ejemplo, mediante la administracién de
inmunotoxinas, citocinas (por ejemplo, IL-2) o anticuerpos que activan linfocitos T (por ejemplo, OKT3).

En vista del hecho de que la inmunoactivacion condujo deliberadamente a activar depdsitos latentes resistentes a
TARHA lamentablemente no pudieron eliminar permanentemente el VIH-1 y el rebote virico (para consultas, véase
Kulkosky y Bray 2006; Marcello, 2006; Shehu-Xhilaga et al., 2005) debido al hecho de que la activacién global de
linfocitos T aparentemente también ocasiona la replicacion virica y aumenta el nimero de células diana potenciales
con VIH-1 mas alla del nivel que puede contener TARHA (Fraser et al., 2000) son necesarios mas tratamientos
especificos para tratar el VIH. Una estrategia es la activacion de la transcripcion de genomas viricos por otro lado
latentes. La activacion especifica de la expresion génica del provirus latente puede conseguirse mediante la
administracién del éster de forbol Prostratina o la citocina humana IL-7, que parecen reactivar el VIH-1 latente en
ausencia de proliferacion celular (Marcello, 2006). Ademas, la activaciéon de la transcripcion selectiva del VIH
también puede conseguirse mediante inhibidores de la histona-desacetilasa (HDAC1) tales como, por ejemplo, el
acido valproico, que eventualmente produce excrecencias de VIH-1 de las células en reposo en ausencia de
activacion celular (Marcello, 2006; Lehrman et al., 2005).

Sin embargo, la terapia de inmunoactivacion global o la activacién especifica de expresion génica de provirus o
estrategias terapéuticas similares se benefician en gran medida de la eliminaciéon simultanea del ADN provirico,
reduciendo de este modo en el paciente la mezcla de células infectadas.

En otro aspecto la presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro para optimizar el tratamiento de una
infeccion retrovirica de un paciente.

Este procedimiento comprende las etapas siguientes:

(a) determinar la secuencia del acido nucleico de ADN retrovirico presente en una muestra de sangre de un
paciente;

(b) exploracion de la secuencia de LTR de la secuencia de la etapa (a) para secuencias de recombinacion conocidas
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para las que especificamente ya se han preparado recombinasas adaptadas;

(c) en el caso de que exista por lo menos una de dichas secuencias de recombinacién conocidas, entonces un
compuesto seleccionado de entre el grupo formado por un vector de expresion que comprende el acido nucleico
de la recombinasa adaptada reconoce especificamente dicha secuencia de recombinaciéon conocida, dicha
recombinasa adaptada, una proteina de fusion que comprende la secuencia de aminoacidos de dicha
recombinasa adaptada o una célula madre adulta se prepara dicho vector de expresion como composicion
farmacéutica para la reduccién de la carga virica en el paciente; de lo contrario las secuencias con homologia de
por lo menos el 30% de las secuencias del hemisitio izquierdo y del hemisitio derecho de sitios diana conocidos
de un recombinasa, en las que las secuencias homologas estan separadas por un separador adecuado de 5a 12
nucleétidos, se identifican y se denominan "secuencia diana asimétrica”;

C

realizar las etapas (b) a (I) del procedimiento mencionado anteriormente para la preparacion de un vector de
expresion que codifica una recombinasa adaptada que recombina especificamente la secuencia diana asimétrica
identificada dentro de la LTR del ADN provirico; y

(e) preparar el vector de expresién obtenido en la etapa (d), una proteina o una proteina de fusion expresada en
dicho vector de expresién o una célula madre transfectada o infectada con dicho vector de expresion como una
composicidon farmacéutica para la reduccion de la carga virica en el paciente.

En este procedimiento esta prevista un recombinasa adaptada para su utilizacién en el tratamiento de un paciente
que padece una infeccidon retrovirica que esta especificamente adaptada para recombinar secuencias diana
especificas de retrovirus, con que el paciente esta infectado. En vista de las variedades de secuencia que se
encuentran dentro de las secuencias LTR de varios retrovirus una recombinasa adaptada para recombinar una
secuencia diana asimétrica especifica de un retrovirus especifico no reconocera necesariamente las secuencias
diana en el ADN provirico de otros retrovirus y asi serd menos o incluso ineficaz en la escisién de otros ADN
proviricos que a los que se adapt6. Sin embargo, para abordar este problema y proporcionar recombinasas
individualmente adaptadas para tratar la infeccion retrovirica basicamente de cada paciente, esta previsto un
procedimiento in vitro que permite la optimizacién de la eficacia de una recombinasa para ser administrada
seleccionando o adaptando una recombinasa que reconocera especificamente una secuencia diana en el genoma
provirico individual con el que esta infectado un paciente.

En la etapa (a) del procedimiento in vitro de la invencion de optimizacion del tratamiento de una infeccién retrovirica
se determina la secuencia de acido nucleico del ADN retrovirico presente en una muestra de sangre de un paciente.
En este primera etapa el retrovirus con el que el paciente esté infectado se determina preferentemente por la
secuenciacion del ADN utilizando inhibidores de terminacion de la cadena (Sanger et al., 1977) del genoma de las
particulas viricas dentro de la muestra de sangre obtenida de la paciente. También pueden utilizarse otros medios
bien conocidos por los expertos en la materia que proporcionan informacién sobre la secuencia del retrovirus.

En la etapa (b) el procedimiento in vitro en la secuencia de LTR obtenida en la etapa (a) se exploran las secuencias
de recombinacion conocidas para las que ya se han preparado recombinasas especificamente adaptadas. Esta
busqueda se realiza utilizando por ejemplo, el andlisis de la secuencia por ordenador como se describid
anteriormente.

Si la LTR de las particulas de virus encontrados en la muestra de sangre comprenden por lo menos una secuencia
correspondiente a una secuencia diana asimétrica conocida para la que ya existe una recombinasa adaptada,
entonces un compuesto seleccionado de entre el grupo constituido por un vector de expresion que comprende el
acido nucleico de la recombinasa adaptada que reconoce especificamente dicho sitio de recombinacién conocida,
dicha recombinasa adaptada, una proteina de fusién que comprende la secuencia de amino&cidos de dicha
recombinasa adaptada o una célula madre adulta transfectada o infectada con el vector de expresion definido
anteriormente se prepara como una composicion farmacéutica para la reduccién de la carga virica en el paciente.
Esto permite un tratamiento rapido e individual de la infeccién retrovirica especifica con un recombinasa eficaz.

Sin embargo, si dicha recombinasa adaptada no se ha preparado antes, en la etapa (c) la secuencia de la LTR de
las particulas de virus encontradas en la muestra de sangre se utiliza para identificar secuencias en éstas con
homologia de por lo menos el 30% de las secuencias del hemisitio izquierdo y del hemisitio derecho de sitios diana
conocidos de una recombinasa, en la que las secuencias homélogas estan separadas por un separador de 5 a 12
nucleétidos. Como anteriormente, dichas secuencias homélogas se denominan "secuencia diana asimétrica". La
descripcion detallada proporcionada anteriormente por la etapa (a) del procedimiento para la preparacion de un
vector de expresién que codifica una recombinasa adaptada es asimismo aplicada.

En la etapa (d) del procedimiento in vitro, se llevan a cabo las etapas (b) a la (I) del procedimiento de preparacién de
un vector de expresion que codifica una recombinasa adaptada descrito anteriormente para la preparacion de un
vector de expresiéon que codifica una recombinasa adaptada que recombina especificamente una secuencia diana
asimétrica identificada dentro de la LTR del retrovirus que se encuentra en la muestra de sangre. Esto permite la
preparacion de una nueva recombinasa que recombina el ADN provirico del retrovirus que padece el paciente dentro
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de muy poco tiempo.

La descripcion detallada descrita anteriormente para las etapas (b) a (I) del procedimiento para la preparacion de un
vector de expresién que codifica una recombinasa adaptada también se aplica aqui.

Por ultimo, en la etapa (e) del procedimiento in vitro el vector de expresion obtenido que codifica un recombinasa
que reconoce y recombina especificamente el ADN provirico del retrovirus con el que esta infectado el paciente se
prepara como una composicion farmacéutica para la reduccién de la carga virica en dicho paciente. En este
contexto, en otra forma de realizacién la composicion farmacéutica preferentemente puede comprender cada
recombinasa adaptada como una proteina o una proteina de fusion expresada desde el vector de expresion o una
célula madre transfectada o infectada dicho vector de expresion. En una forma de realizacion més preferida la
composicién farmacéutica comprende un vector de expresion que contiene acidos nucleicos que codifica cada
recombinasa adaptada.

La recombinasa a la que se aplica el procedimiento de evolucién molecular dirigida en el procedimiento in vitro
anteriormente descrito se selecciona de entre una recombinasa natural o una recombinasa ya adaptada. Sin
embargo, la recombinasa preferentemente es una recombinasa adaptada (que reconoce una secuencia diana
asimétrica ligeramente diferente a las que se encuentran en la LTR del ADN provirico presente). La eleccion
depende de la homologia de las secuencias diana asimétricas. Aunque puede aplicarse evolucion molecular dirigida
a un recombinasa (natural o adaptada) que reconoce una secuencia diana con poca homologia con la secuencia
dentro de la LTR del ADN provirico, esto requerira ciclos de evolucién adicionales para obtener una recombinasa
especificamente adaptada y de este modo empleara mas tiempo. Como es mas probable que unas recombinasas
adaptada existentes reconozcan una secuencia diana asimétrica que tiene estrecha homologia de secuencia con las
secuencias en la LTR, la evolucion molecular dirigida se aplica preferentemente a dichas recombinasas adaptadas.
Diferencias mas pequerias dentro de las secuencias diana necesitan menos ciclos de evolucion para "cambiar" la
especificidad de la recombinasa (previamente adaptada para reconocer una secuencia diana diferente) a la
secuencia diana dentro de la LTR, ahorrando asi tiempo y permitiendo un tratamiento mas réapido de la infeccién
retrovirica.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento in vitro la eficacia de ambas recombinasas adaptadas ya
existentes identificadas en la etapa (c) de la recombinasa in vitro o la adaptada especificamente en la etapa (d)
opcionalmente se prueba in vitro con respecto a la escision del ADN provirico del retrovirus, con que el paciente esta
infectado. Esta prueba se realiza antes para preparar dichas recombinasas como composicién farmacéutica.

Se realizan pruebas de la eficacia de las recombinasas para asegurar que la respectiva recombinasa reconoce y
recombina la secuencia diana asimétrica especifica también en células de mamiferos. Esta prueba se realiza
preferentemente en células de mamifero como células Hela, células PMI, linfocitos T de Jurkat, linfocitos T CEM y
monocitos de la sangre periférica (PMNC).

En otra etapa opcional del procedimiento in vitro de optimizacién del tratamiento de una infeccién retrovirica de un
paciente de la recombinasa adaptada que finalmente obtenida esta incluida en un conjunto de recombinasas
especificamente adaptadas. Esta etapa permite la construccién de un conjunto de diferentes recombinasas
adaptadas que cada una reconoce secuencias diana especificas diferentes a las de las demas. El creciente nimero
de recombinasas adaptadas dentro de este conjunto aumenta la probabilidad de que una recombinasa adaptada
esté disponible que reconoce una secuencia diana intimamente relacionada con secuencias dentro de la secuencia
LTR de ADN provirico se necesita una recombinasa. De este modo, con un nimero creciente de recombinasas en el
conjunto disminuye la probabilidad de que una recombinasa natural tenga que adaptarse en un procedimiento que
utiliza mas tiempo, mientras es posible que aumente la probabilidad de la generacion mas rapida (es decir, que
requiere menos ciclos de evolucién) de un recombinasa especificamente adaptada a partir de otra recombinasa
adaptada mas estrechamente relacionada.

En un dltimo aspecto la presente invencion se refiere a un conjunto de recombinasas adaptadas, en la que los
miembros de dicho un conjunto se obtuvieron por los procedimientos de la presente invencién.

En consecuencia, el conjunto de recombinasas adaptadas de la presente invencién comprende preferentemente
vectores de expresién que codifican recombinasas adaptadas, bacterias que comprenden vectores que contienen un
acido nucleico que codifica una recombinasa adaptada, recombinasas adaptadas en forma de proteina o vectores
viricos que comprenden el acido nucleico que codifica recombinasas adaptadas preparadas segun las buenas
préacticas de fabricacion.

En una forma de realizaciéon preferida el conjunto de la presente invencion comprende vectores de expresion que
codifican acidos nucleicos que codifican recombinasas especificamente adaptadas. Los vectores de expresion se
liofilizan entonces o se almacenaran a temperaturas de por lo menos -70°C. El almacenamiento de bacterias,
proteinas o vectores viricos se lleva a cabo por procedimientos bien conocidos en la técnica.

Resulta evidente para el experto en la materia que los procedimientos de la presente invencion descritos
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anteriormente comprenden procesos ciclicos, y aspectos de cada ciclo o todo el ciclo es susceptible de
automatizacion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Estrategia de division de secuencias diana asimétricas. Las flechas sombreadas en gris representan las
repeticiones invertidas de un sitio diana simétrico separadas por una secuencia separadora (barra negra). Los
nameros y letras en el sitio diana asimétrico representan nucleétidos que se desvian del sitio diana simétrico
homologo. Las flechas curvas representan la generacion de repeticiones invertidas sobre la base de una secuencia
de hemisitio y una secuencia separadora. Las casillas sombreadas en gris en el sitio diana en los segundo y tercer
subconjunto representan nucleétidos del sitio diana simétrica homologa reemplazando un nucleétido que se desvia.
La secuencia separadora en las secuencias diana de los subconjuntos diferentes puede ser diferente de la de la
secuencia diana homéloga (y se representa asi con rayas negras sobre fondo blanco). El grafico sélo ilustra la
sustitucion de nucleotidos. Las sustituciones de otros nucleétidos y de diferentes nimeros de nucledtidos son
igualmente posibles y preferidas. Abreviaturas: hsl = secuencia de hemisitio 1; hs2 = secuencia de hemisitio 2, hs1' =
repeticion invertida generada a partir de secuencia de hemisitio 1; hs2' = repeticion invertida generada a partir de
secuencia de hemisitio 2;

Figura 2. Estrategia combinatoria de evolucion dirigida. (A) Se representan los sitios diana de recombinasa utilizadas
durante el proceso de evolucién relacionado con el sustrato combinatorio. Las bases resaltadas en gris representan
las diferentes de loxP (SEC ID n® 35). Las secuencias loxLTR izquierda y derecha de 13 pb se utilizaron para formar
los subconjuntos palindrémicos de 34 pb loxltrl y loxltr2, respectivamente. loxltrsia y 1b proceden de loxltr1 y se
caracterizan por dos mutaciones de hemisitio, correspondiente cada una a los brazos palindrémicos. loxltrs2a y 2b
proceden de loxltr2 y se caracterizan por tres mutaciones de hemisitio, cada una. (B) Se muestra un resumen de los
ciclos de evolucion dirigida relacionados con el sustrato 126 para obtener la recombinasa Tre. Se muestra el nimero
de ciclos de evolucion de cada subconjunto loxltr dentro de las flechas con el nimero de ciclo final en la punta de
flecha. La actividad del banco de recombinasa del primer y el uUltimo ciclo de los sitios diana se muestra como
andlisis de restriccion del ADN plasmido debajo de las dianas respectivas (digestién de BsrGl/Xbal en una induccién
de L-arabinosa de 200 pg/ml). La no recombinada (banda superior de 4,9 kb) y la recombinada (banda inferior de 4,2
kb) se indican como una linea con dos triangulos o un triangulo, respectivamente.

Figura 3. Se muestra una representacion de la estrategia de evolucion dirigida utilizada para evolucionar
recombinasas especificas para loxltr. Las vectores de evolucién pEVO-loxlirs se basan en el vector pBAD33 y
contienen dos sitios diana de recombinasa directamente repetidos (loxltrs). La recombinacion en las loxlirs condujo a
la eliminacion de la region de intervencién que contiene una Unico secuencia de restriccion Ndel y candidatas
logradas se pueden recuperar utilizando RCP con cebadores P1 (SEC ID n® 19) y P2 (SEC ID n® 20) tras digestién
con Ndel. Los resultados de la RCP en una banda de 1,7 Kb que puede utilizarse para volver a subclonar
recombinasas con éxito en el vector de partida para el ciclo siguiente. La digestion de restriccion de la mezcla del
plasmido con Ndel garantiza la eliminacién de los plasmidos no recombinados (no representado en la figura) y por
consiguiente elimina las recombinasas no funcionales.

Figura 4. Cartografia de mutaciones de recombinasas evolucionadas en estructura de Cre secundaria. Los aspectos
de las mutaciones se muestran en el cédigo de color indicado. Las mutaciones de aminoacidos que aparecen mas
de una vez se agregan a la barra. Los elementos estructurales de Cre se muestran como barras de hélices a (A a N)
y flechas para hojas B (1 a 5) basandose en la estructura cristalina de recombinasa Cre. La tirosina catalitica esta
indicada por "Y". Los triangulos rellenos marcan aminoacidos haciendo contactos especificos con ADN. Los codones
hipervariables estan indicados por la posicion del aminoacido encima de las barras.

Figura 5. Se muestra la secuencia de aminoacidos de la recombinasa Tre (SEC ID n? 3). La secuencia NLS, afadida
para la localizacion nuclear de Tre en células de mamiferos esta subrayada. Las mutaciones resaltadas en gris claro
y gris oscuro (AA 131, 244, 245, 259 y 262) representan el contacto de ADN vy restos sin contacto basados en la
estructura cristalina de Cre, respectivamente. El nimero de aminoacidos correspondiente a la secuencia de Cre y el
andlisis de la mutacion presentado en la figura 3 se muestra encima de la mutacion.

Figura 6. Comparacion de la secuencia loxltr con otras secuencias LTR del VIH-1. Una seleccion al azar de 27
secuencias LTR de VIH-1 se alined con la secuencia loxitr de 34 pb y se calcularon las similitudes. Los resultados se
muestran como porcentaje de homologia de secuencia loxLTR frente a todas las respectivas LTR en el banco. Los
nameros de registro de las secuencias LTR del VIH-1 se muestran en abscisas.

Figura 7. Actividad de recombinasa Tre en E. coli. (A) Representacion esquematica de ensayo con indicador a base
de LacZ. La recombinacion especifica de sitio conduce a la eliminacion del activador de E. coli, dando como
resultado en el desprendimiento de la expresion de LacZ. (B) Especificidad de recombinacién de Tre ilustrada
utilizando plasmidos de escision indicadores a base de lacZ. Se indican las diferentes combinaciones de plasmidos
indicadores y recombinasas a base de loxP o loxltr utilizados. Se producen colonias blancas como consecuencia de
la eliminacion del activador que conduce la expresién de lacZ después de la recombinaciéon. (C) Actividad de
recombinasa Tre en diferentes secuencias diana después del cultivo durante la noche a la concentracion de 50
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ug/ml de ADN plasmido en L-arabinosa correspondiente a las versiones en pEVO de diferentes sitios dianay Tre y
digestiéon con BsrGl y Xbal. La banda inferior recombinada de 4,2 Kb esté indicada como una linea con un tridngulo y
la banda superior no recombinada como una linea con 2 ftriangulos. El porcentaje calculado del plasmido
recombinado de cada diana se muestra debajo de las bandas.

Figura 8. Ensayo de actividad temporal de recombinasa en células HelLa. (A) Las células HelLa se cotransfectaron
con recombinasa y plasmidos indicadores indicados (véase la figura 6). Las células se fijaron y tifieron con X-gal 48
horas después de la transfeccion. La recombinacion elimina una regioén que interviene en la terminacién y produce la
activacion de la expresion de lacZ reflejada por células azules. (B) Medicion de la actividad de B-galactosidasa en
lisados celulares de células HelLa cotransfectadas con recombinasa y plasmidos indicadores indicados. La actividad
de B-galactosidasa se presenta como porcentaje de la actividad enzimatica de las células después de transfeccion
en paralelo con las formas recombinadas los plasmidos indicadores pSVApaX y pSVAloxltr. (C) Recombinacién
mediada por Tre en una estirpe de células indicadoras HelLa con loxltr estable. Se simul6 que se transfectaba la
estirpe celular, se midié la actividad de los vectores de expresién Cre y Tre y de 3-galactosidasa en lisados celulares
48 horas después de la transfeccion. (D) Deteccién por RCP de la recombinacion en la estirpe celular /oxitr descrita
en (C) después de la transfeccién con vectores de expresion Cre y Tre. Se muestran los productos de la RCP para
el plasmido de control no recombinado y recombinado (pSVloxlir y pSVAloxlir) y después de transfeccion con
vectores de expresion Cre y Tre. La banda inferior recombinada se indica con una linea con un triangulo y la banda
no recombinada superior con una linea con dos triangulos. Se indica la duracién de los productos de la RCP.

Figura 9. Ensayo de transactivacion Tat de VIH-1 en células HelLa. (A) Diagrama esquematico del vector indicador
pVIH/T2/LUC que contiene la secuencia loxitr (indicada por un triangulo blanco) dentro de la regiéon U3 de la HXB3
LTR del VIH-1. Otra copia de la secuencia loxltr, que falta en el vector de control pVIH/T1/LUC, esté situada en 3' del
gen de luciferasa. El activador de LTR codifica en su region R la region TAR sensible a Tat. La transactivacion Tat
se refleja en el aumento de expresion de luciferasa de luciérnaga. L1 y L2 indican el par cebador utilizado para la
deteccion por RCP de la recombinacion (triangulos negros). La recombinacién a través de los sitios /oxltr eliminara la
region de codificacion de luciferasa. (B) Actividad relativa de LTR de VIH-1 después de la transfeccion de células
HelLa con el vector de control pVIH/T1/LUC en presencia y en ausencia de Tre. La actividad de la luciferasa de
luciérnaga se midié en los lisados de células transfectadas respectivos 48 horas después de la transfeccion. Se
corrigié la eficacia de la transfeccion en las actividades utilizando un vector LacZ como control interno y midiendo la
actividad de B-galactosidasa en los lisados celulares. (C) Actividad relativa de LTR de VIH-1 después de transfectar
las células Hela con el vector pVIH/T2/LUC en presencia y en ausencia de Tre. Los lisados celulares se analizaron
como anteriormente. (D) Deteccion por RCP de la recombinacién mediada por Tre en células HelLa temporalmente
cotransfectadas con plasmidos de expresién Tat y los vectores indicados. La banda inferior de 756 pb representa el
fragmento recombinado tras la pérdida de la region de codificacién de luciferasa y sélo es detectable en células
transfectadas con pVIH/T2/LUC y vector de expresién Tre.

Figura 10. Recombinacion mediada por Tre de ADN provirico de VIH-1. (A) Diagrama esquematico del provirus
NLT2AenvPuro. Se representa la secuencia loxLTR situada en el 5' y 3' de LTR. La secuencia separadora esta
subrayada. La regién de codificacion nef se sustituye por el gen de resistencia a puromicina (casilla gris claro), y las
secuencias especificas de env se eliminan (A). Se utilizaron pseudotipos VSV-G respectivos para infectar las células
HelLa. (B) Deteccién de provirus integrado (gag de VIH-1; diagrama superior) y la recombinacién de los 5'y 3' de la
region LTR (5' y 3'LTR; diagrama inferior) por RCP cuantitativa en tiempo real de ADN genémico completo aislado
de las células infectadas y que expresan Tre (Tre) o con Tre insuficiente (referencia) las semanas 4, 6, 8 y 10
después de la transfeccién. Cada muestra se examiné por triplicado. (C) Analisis de liberacidon de particulas de virus
y viabilidades celulares. Las concentraciones de p24Gag en antigenos en los sobrenadantes de cultivo se
determinaron por ELISA (diagrama superior) en las semanas indicadas después de la transfeccién. Se muestra el
porcentaje de inhibicién de la replicacion virica dentro del cultivo que expresa Tre, en comparacion con las células
de referencia. Se hizo el seguimiento simultdineamente de las viabilidades celulares por ensayo alamarBlue
(diagrama inferior). (D) Deteccién de las células que expresan Gag (etiqueta gris claro) por inmunofluorescencia
indirecta en el cultivo de referencia (Referencia) la semana 4 o en el cultivo que expresa Tre las semanas 4, 6, 8 y
12 después de la transfeccion. La incubacion de las células de referencia con anticuerpo secundario acoplado a Cy2
solo sirvi6 como referencia de tincion negativa (NC). Los nlcleos se observaron por tincion con DRAQ5 (etiqueta
oscura).

Figura 11. Las células que expresan Tre son sensibles a la puromicina. Células de la semana 8 después de la
transfeccion del cultivo insuficiente en Tre (Referencia) o que expresa Tre (Tre) se expusieron a 0,5 pyg/ml de
puromicina y se hizo seguimiento de viabilidad celular a lo largo del tiempo mediante el ensayo alamarBlue.

La presente invencién se explicard con mayor detalle mediante ejemplos.

Ejemplo 1

Expresion de recombinasa y plasmidos indicadores

Se generaron varios vectores de expresion para la presente invencién utilizando procedimientos convencionales y
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oligonucledtidos sintéticos bicatenarios o tecnologia RCP.

Se clonaron los ADNc de Cre y Tre en el vector pIRESneo3 (Clontech) utilizando los sitios de restriccion Nhel y
BamHlI para la expresion en células de mamiferos.

El vectores indicadores multihost pSVpaX y pSVloxltr son idénticos excepto los sitios /oxP o loxLTR directamente
repetidos que flanquean la regién pac, respectivamente. pSVpaX se ha descrito anteriormente (Buchholz et al.,
1996). pSVloxltr se gener6 a partir de pSVpaX sustituyendo los sitios /loxP con secuencias loxLTR.

Se construy6 el plasmido pVIH/T1/LUC del gen indicador sensible a Tat ligando la HXB3 LTR del VIH-1 entre los
sitios Spel y Hindlll, y el gen de luciferasa de luciérnaga entre los sitios Hindlll y Xhol del vector pADNc3 de de
expresion eucaridtica (Invitrogen). Posteriormente, la secuencia loxLTR de la cepa TZB0003 del VIH primario
(namero de registro AF096641 del GenBank) se introducido en el LTR HXB3 por RCP. El plasmido pVIH/T2/LUC se
obtuvo por insercién de un oligonucle6tido 3' que codifica loxLTR bicatenario del gen luciferasa entre los sitios Xhol y
Apal de pVIH/T1/LUC. El vector pcTat que expresa por Tat el VIH-1, el vector original pBC12/CMV vy el vector de
control interno pBC12/CMV/BGal se han descrito anteriormente (Malim et al., 1988; Ruhl et al., 1993). El vector
p3Tre se generd ligando el ADNc de Tre (SEC ID n® 2) entre los sitios Hindlll y BamH| de pADNc3. El plasmido
pNLT2AenvPuro es un derivado del ADN provirico pNL4- 3 (numero de registro M19921 en GenBank) y se
construyd convirtiendo las respectivas secuencias LTR NL4-3 por RCP en la secuencia loxLTR de TZB0003 de VIH-
1. Posteriormente, se elimind un fragmento de 537 pb en el gen env (posiciones 6712 a 7249 de nucleétidos). Por
ultimo, la secuencia de codificacion nef se sustituyd por el gen de resistencia a la puromicina. El vector que expresa
la glucoproteina de la envoltura del virus de la estomatitis vesicular, pPCMV-VSV-G, se ha descrito (Beyer et al.,
2002).

Ejemplo 2

Generacion de una recombinasa adaptada que reconoce y recombina una secuencia diana asimétrica dentro
de la LTR de VIH-1

|. Determinacién de secuencias diana asimétricas experimentales

Para empezar el proceso de evolucion de las secuencias LTR del VIH-1 se explor6é en primer lugar una secuencia
con similitud al sitio loxP candnico. La secuencia elegida pertenece a la LTR de la cepa TZB0003 del VIH-1 primario
(Blackard et al., 1999) y forma parte de su region U3 moduladora (posiciones -262 a -229 de la secuencia; en la que
el sitio de iniciacion de la transcripcién es + 1). El sitio loxLTr seleccionada es una secuencia asimétrica de 34 pb
que tiene 50% de similitud de secuencia con loxP con cuatro incompatibilidades en el elemento izquierdo, seis en el
elemento derecho y un separador completamente diferente (véase la figura 2A).

Il. Examen de la secuencia /oxL TR en la evolucién de proteinas dirigidas unidas al sustrato en E. coli.

Se examind la secuencia loxLTR en la evolucién de proteinas dirigidas unidas al sustrato como se describe
(Buchholz y Stewart, 2001) (véase también la figura 3).

Se generaron por RCP 690 fragmentos de pares de bases que contienen un sitio de restriccién Ndel flanqueada por
sitios /oxLTR utilizando los siguientes oligonucleétidos utilizando el plasmido pEVO-loxP (Buchholz y Stewart, 2001)
como plantilla:

Secuencias de cebador para loxLTR:

5-ATGAGATCTACAACATCCTATTACACCCTATATGCCAACATGGAAGCTTGCATGCCTGCAGATCGAG-3' (SEC
ID n® 4) y 5-TTGAGATCTACAACATCCTATATGCCAACATGGTCGAACTGTACCGGTTG-TTAGTGA-3' (SEC ID n®
5)

Secuencias de cebador para loxLTR1:

5-ATGAGATCTACAACATCCTATTACACCCTAAATAGGATGTTGTAAGCTTGCATGCCTGCAGATCGAG-3'  (SEC
ID n® 6) y 5-TTGAGATCTACAACATCCTATTACACCCTAAATAGGATGTTGTTCGAACTGTACCGGTTGTTAGTGA-
3'(SEC ID n? 7)

Secuencias de cebador para loxL TR2:
5-ATGAGATCTCCATGTTGGCATAACACCCTATATGCCAACATGGAAGCTTGCATGCCTGCAGATCGAG-3' (SEC

ID n® 8) y 5-TTGAGATCTCCATGTTGGCATAACACCCTATATGCCAACATGGTCGAACTGTACCGGTTGTTAGTGA-
3' (SEC ID n2 9)
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Secuencias de cebador para loxLTR1a:

5-ATGAGATCTACAACATCGTATAACACCCTATATACGATGTTGTAAGCTTGCATGCCTGCAGATCGAG-3'  (SEC
ID n® 10) y 5-TTGAGATCTACAACATCGTATAACACCCTATATACGATGTTGTTCGAACTGTACCGGTTGTTAGTG
A-3' (SEC ID n2 11)

Secuencias de cebador para loxL TR1b:

5-ATGAGATCTATAACTTCCTATTACACCCTAAATAGGAAGTTATAAGCTTGCATGCCTGCAGATCGAG-3' (SEC ID
n® 12) y 5-TTGAGATCTATAACTTCCTATTACACCCTAAATAGGAAGTTATTCGAACTGTACCGGTTGTTAGTGA-3'
(SEC ID ne 13)

Secuencias de cebador para loxLTR2a:

5-ATGAGATCTCCATCTTCGTATAACACCCTATATACGAAGATGGAAGCTTGCATGCCTGCAGATCGAG-3'  (SEC
ID n® 14) y 5-TTGAGATCTCCATCTTCGTATAACACCCTATATACGAAGATGGTCGAACTGTACCGGTTGTTAGTG
A-3' (SEC ID n? 15)

Secuencias de cebador para loxL TR2b:

5-ATGAGATCTATAAGTTGGCATAACACCCTATATGCCAACTTATAAGCTTGCATGCCTGCAGATCGAG-3'  (SEC
ID n® 16) y 5-TTGAGATCTATAAGTTGGCATAACACCCTATATGCCAACTTATTCGAACTGTACCGGTTGTTAGTG
A-3' (SEC ID n2 17)

Se digirieron fragmentos de RCP con Bglll y se clonaron en el vector de evolucién digerido con la misma enzima.
Clones Se validaron para la secuencia correcta usando el cebador 5 '-CAATAACCCTGATAAATG-3' (SEC ID n® 18)
por secuenciacion.

A partir de bancos de recombinasas clonados en la evolucion se generaron vectores pEVO-loxLTR por RCP
propensa error como se describe en Buchholz y Stewart (2001). El vector de la evolucién se basa en el vector
pBAD33 (Guzman et al., 1995) y contiene dos sitios diana de recombinasa directamente repetidos (loxltrs). El
plasmido contiene también el activador araC que permite la expresién de las recombinasas inducible por arabinosa y
un marcador de de resistencia a cloranfenicol (Cm) para la propagacién en E. coli. El plasmido también ofrece la
clonacion conveniente de las recombinasas utilizando los sitios BsrGl y Xbal que flanquean regién de codificacion de
la recombinasa. Se transfirieron los bancos a células DH5a de E. coli y se cultivaron en cultivo liquido LB que
contiene cloranfenicol a una concentracién de 25 ug/ml. Se probé la actividad de recombinacion en los bancos
utilizando el vector de la evolucion (véase la figura 3) y Cre un archivo de Cre mutagenizado como se describe
(Buchholz y Stewart, 2001).

La recombinacioén y posterior RCP produciria una banda de 1,7 kb que refleja recombinacion (véase la figura 3). Sin
embargo, Cre, asi como el banco no pudo recombinar los sitios /oxLTR y no se obtuvo producto de la RCP (datos no
representados), lo que refleja que la asimetria y las mutaciones en /oxLTR son demasiado graves para producir
recombinacion.

Ill. Preparacién de subconjuntos de la secuencia diana asimétrica loxL TR

Para comprobar si la eliminacion de la asimetria del sitio diana produciria actividad de recombinacion, la secuencia
loxLTR original se dividié en dos subconjuntos. Se crearon los sitios diana palindromicos, loxltr1 y loxltr2 basandose
en la secuencia loxLTR asimétrica original, con las secuencias del hemisitio izquierdo y derecho utilizadas
respectivamente para formar una repeticion invertida (véase la figura 2A). Sin embargo, cuando se prob6 la
recombinacion en /oxLTR1 y loxLTR2 utilizando Cre o el banco, no se observé recombinacion (datos no
representados). Por lo tanto, las mutaciones en estos sitios resultaban todavia excesivas para que el banco de
partida presente alguna actividad, y esto obligé a la division adicional de loxLTR1 y loxLTR2 al dividir uniformemente
las mutaciones de hemisitio para formar cuatro nuevos subconjuntos, denominados loxLTR1a, loxLTR1b, loxLTR2a
y loxLTR2b (véase la figura 2A).

IV. Realizar la evolucién de proteinas unidas al sustrato utilizando los subconjuntos de la secuencia diana asimétrica
loxLTR

A partir de bancos de recombinasas clonados en los vectores de evolucion pEVO-loxltria, pEVO-loxltrib, pEVO-
loxltr2a y pEVO-loxltr2b se generaron como se describié anteriormente (véase el ejemplo 2.1I) y se transfirieron
independientemente en células DH5a de E. coli cultivadas en cultivo liquido LB que contiene cloranfenicol a una
concentracion de 25 pg/ml.

Los bancos de recombinasa al comienzo de los ciclos de evolucion (ciclo 1) se indujeron con 200 pg/ml de
L-arabinosa y la concentracion de arabinosa se redujo durante los sucesivos ciclos hasta que se consigui6 la
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recombinacion satisfactoria fue lograda a una inducciéon minima (0-5 pg/ml) de L-arabinosa.

El ADN plasmido aislado después de cada ciclo de evolucién se digirié con Ndel y secuencias de codificacion de
recombinasa habian logrado recombinar el vector de evolucion fueron ampliados con cebadores P1
(5'-TCTACTGTTTCTCCATA-3'; SEC ID n® 19) y P2 (5-TGTCGCCCTTATTCCCT-3'; SEC ID n® 20) en 50 pl de una
mezcla de RCP que contenia 1x tampdn de RCP, 250 uM de cada dNTP, 3 mM de MgCl. y 1,5 unidades de BioTaq
ADN polimerasa segun el programa siguiente: 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 60 s; hibridacion a 55°C
durante 60 s y alargamiento a 72°C durante 90 s. El producto de la RCP de la forma recombinada del plasmido
produce una banda de 1,7 kb. Este producto de la RCP se digirié con BsrGl y Xbal y se volvié a subclonar en los
vectores pEVO-LTR apropiados para el proximo ciclo de evolucion. El banco se mantuvo por encima de 25.000
clones individuales para todos los bancos.

CRE recombiné so6lo loxltria a concentraciones muy bajas (datos no representados), reflejando su alta especificidad
para la diana. Por el contrario, la expresién del banco mutagenizado produjo una baja actividad de recombinacion en
todos los subconjuntos de loxLTR. La divisién de las mutaciones facilité el reconocimiento del banco de Cre y por
consiguiente sirvi6 como punto de partida para posteriores ciclos de evolucién dirigidos. Los ciclos reiterativos de
evolucion dirigida produjeron enriquecimiento de los bancos de recombinasa con candidatos funcionales (véase la
figura 2B). El niumero de ciclos de evolucidon necesarios para obtener recombinasas eficaces para cada /loxLTR
variaba entre los subconjuntos de loxLTR, pero finalmente se observd actividad de recombinacién eficaz de los
bancos para todos los subconjuntos.

V. Combinacién de los bancos y mezclado de ADN para permitir la recombinacién del siguiente subconjunto superior

Para probar si una estrategia combinatoria permitiria entonces la recombinacién de los siguientes subconjuntos
superiores, los bancos lay Ib, y 2a y 2b, respectivamente, se combinaron y mezclaron.

Se llevd a cabo el mezclado de ADN (Stemmer, 1994) para recombinar los mutantes de Cre obtenidos in vitro
después de cada tercer ciclo de evolucién y ademas para recombinar bancos de recombinasa de subconjuntos
inferiores para iniciar la evolucion frente a los sitios diana loxLTR superiores. En resumen, los fragmentos de ADN
que contienen el gen de la recombinasa se fragmentaron al azar con ultrasonidos utilizando amplitud de 12%
durante 5 minutos con 30 s de encendido y 5 s de apagado utilizando un 450-D Digital Sonifier de Branson. Los
fragmentos del tratamiento con ultrasonidos (100-400 pb de tamano) se purificaron utilizando el kit de purificacién de
RCP (Qiagen). Para volver a ensamblar los fragmentos, 2 ug del ADN tratado con ultrasonidos se afiadieron a 50 pl
de una mezcla de RCP y se ampliaron utilizando el mismo programa mencionado anteriormente (véase el ejemplo
2.1V). Se utilizaron3 pl de este producto de reaccion de RCP sin cebadorcomo plantilla para la siguiente RCP con
cebadores P1 (5-TCTACTGTTTCTCCATA-3', SEC ID n® 19) y P3 (5-GCGGATGAGAGAAGATT-3'; SEC ID n? 21)
en 50 pl de una mezcla de RCP con las mismas condiciones de ciclacion. El banco mezclado (producto final de
RCP) se digiri6 con BsrGl y Xbal y se volvié a clonar en los vectores pEVO apropiados portadores de loxLTR1 y
loxLTR2, respectivamente. La combinacion de mutaciones de los diferentes bancos produjo efectos sinérgicos y
condujo a la generacién de recombinasas, loxLTR1 y loxL TR2 recombinadas (véase la figura 2B), demostrando que
puede utilizarse una estrategia de evolucién a través de intermedios para conseguir una actividad deseada.

VI. Combinacién de los bancos y mezclado de ADN para permitir la recombinacién del sitio diana asimétrico dentro
delaLTR

La secuencia loxP es un sitio simétrico que esta unido por dos mondémeros de Cre. Una recombinasa que recombina
un sitio diana asimétrico por lo tanto tiene que reconocer los hemisitios de secuencia variable. A fin de comprobar si
una recombinasa puede obtenerse por direccion de la evolucién de la proteina unida al sustrato recombinando la
secuencia diana loxLTR asimétrica, los bancos de loxLTR1 y loxLTR2 se combinaron y mezclaron y se ensayé la
recombinacion en el vector de evolucion que alberga el sitio diana /loxLTR asimétrico. Se detect6é actividad de
recombinacion muy baja en los primeros ciclos que se enriquecié para candidatos funcionales en ciclos posteriores
(véase la Figura 2B), demostrando que la simetria en el sitio diana no es un requisito previo para la reaccién de
recombinacion especifica de sitio.

Después de un total de 126 ciclos de evolucion, se detuvo el proceso de evolucién y se examinaron las propiedades
de recombinacion de las recombinasas especificas para loxLTR individuales. Cincuenta recombinasas individuales
se analizaron funcionalmente utilizando analisis de restriccién en E. coli (datos no representados).

La recombinasa mas activa (denominada Tre para LTR recombinasa) presentaba recombinacion eficaz del sitio
loxLTR con alguna actividad residual para loxP cuando se probd en un ensayo indicador basado en lacZ (véanse las
figuras 7A y B). Para cuantificar la especificidad de la diana de Tre se examinaron sus propiedades de
recombinacion en los vectores de la evolucion de todos los subconjuntos de loxL TR (véase la figura 7C). Como en el
ensayo indicador, Tre recombiné eficazmente la secuencia loxLTR y present6 actividad residual en loxP (véase
figura 7C). Tre también presenté recombinacion eficaz en loxLTR2b y actividad residual en loxLTR2, pero no se
observo recombinacién en loxLTR1a, loxLTR1b, loxLTR1 ni loxLTR2a (véase figura 7C). Esto es notable al tener en
cuenta que Tre evoluciond desde estos subconjuntos. Esta observacion confirma descubrimientos anteriores que la
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generacioén (Buchholz y Stewart, 2001; Santoro y Schultz, 2002); Matsumura y Ellington, 2001).

VII. Secuenciacién de recombinasas evolucionadas

Se secuenciaron recombinasas evolucionadas de todos los subconjuntos y loxLTR para supervisar el proceso de
evolucion. Las secuencias pusieron de manifiesto el agrupamiento de mutaciones resultante de los subconjuntos
diferentes que se combinaron en el curso de la evolucién y se complementaron por nuevos grupos en los

subconjuntos superiores (véase la figura 4 y la tabla 1).

La tabla 1 muestra mutaciones de aminoacidos en la recombinases secuenciadas para los subconjuntos loxitr
indicados de recombinasas evolucionadas. Los residuos sombreados ponen en contacto el ADN en la estructura
cristalina de Cre. Los restos hipervariables (también mostrados en la figura 5) se muestran en negrita tanto para los

sitios en contacto de ADN como sin contacto.

Recombinasas evolucionadas

Tabla 1

Mutaciones de aminoacidos

1a.1
1a.2
1a.3
1a4

1a.5
1a.6
1a.7
1a.8

1b.1
1b.2
1b.3
1b.4
1b.5
1b.6
1b.7
1b.8

2a.1
2a.2
2a.3
2a.4
2a.5
2a.6
2a.7
2a.8

2b.1
2b.2

2b.3
2b4

2b.5
2b.6
2b.7 .
2b.8

K25E, D29G, A127V, E138G, M149], D341N
M28A, M&71, V125I, 1166T, G229D, D232V
G82S, E150A, L171V, V204A, 1320M
R175G
N3D, V7L, K62R, MS7L, E138G, D329A
D29A, V1451, E262Q, S305P, T316A o
S2T, N3K, L4S, N60S, M971, R179G, F239L, E262Q, D278G, 1320S
N3D, V7L, K62R, V204A, P234L, S305P

N59T, 188V, 1166V, {174M, S186T, S214I, P234L, V242A Ezegfgw

V7L, K62N, A112V, R146C, L161Q, F163L, G208R, R241P, E262G, D341G
V7L, Q94L, S108G, E123K, N151T, T268A, N317T, 1320M

V7L, C155R, E262Q, N317T, 1320S

N3D, V7L, S108C, D143N, ggsza N317T, 13208

N3D, V7L, S114P, D189G, E262G, 1306T

N3D, V7L, S108C, D143N, E262Q, N317T, 1320S

L4l, V7L, K86R, S108G, E210K, 1320S, D343E

st

L5P, L14F, Q156R, D189G, M193A, L215Q, 13208
G93A, A112T, E1A38G D143G, D278G, T316A

V7L, Q94L, R118G, A127P, D153N, A178P, N319S
N10H, P1071, T253S, T316A, 1320S

T6S, D21E, Q94L, L98I, E138G, G198S, A231V
T19M, Q35R, E150V, G191E, G198S, S254C, D278G
T6S, D21E, Q94L, L98I, E138G, G198S, A231V
T19M, Q35R, E150V, G191E, G198S, S254C, D278G

V7L, V16A, M30V, Q35P, N59S, A131V, D157E, A249T, R259C, E262Q,

N317T, 1320S, T332A

V7L V16A M30V V71A N111S Q156K A249T Q255R R259C E262Q

N317T, 1320S
N3D, V7L, M30V, Q35P, S108G, A249T, E262Q A267G, N317T, 1320S

V7L, V16A, M30V, Q35P, Y77H, G93C, Q1 56K R259C E262Q, N317T, 1320S

V7L R24H M28I A36V F37L, D73Y Y77H P107L A131V T206A E262A,

D277G, N317T, 1320S
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1.1 L75F, V85A, Q94L, S108G, C155R, G198S, E262G, D278G, N317H, 13208

1.2 V85A, Q94L, S108G, G198S, D232E, Ezszs“

1.3 va8l, R50Q, Q94L, V230A, S257T, E262R, N317T, 13208

1.4 V23A, L75F, V85A, Q94L, R101Q, S108G, G230A, E262H, N317T, 1320S

15 V7L, Q9H, N10S, V23A, D29E, R34H, K62E, L75F, V85A, Q94L,
S108G, L164P, T206A, F239L, V247a, hgm__g N317T, 1320S

1.6 V85A, Q94L, S108G, D153N, G198S, D232E, Ezsze N317T, 1320S

1.7 V85A, Q94L, S108G, 1174M, T206A, F239L, E262A, D278G, N317T, 13208

1.8 L75F, V85A, Q94L, S108G, G198S, E262R, D278G, N317T, 1320S

2.1 T61, V7L, V16A, R24C, M30V, K57E, G93C, Q156K, 1166V, N245Y, R259Y,
E262Q, G263R, 1272V, N317T, 1320S

2.2 M44T, S51L, Y77H, G93C, P107L, N245Y, R259Y, E262Q, G263R.

2.3 N3D, V7L, V16A, Q35P, K57E, Y77H, G93C, P107L, A131V, S147L, Q156K,
N245Y, R259Y,E262Q, G263R, N317T, 1320S o

2.4 V7L, V16A, V23A, M30V, Y77TH, G93C, P107L, Q156K, R243G, N245Y,

_ R259?, £2620,G263R.

2.5 V7L, G93C, Q156K, A175G, E222G, N245Y, R259Y, E262Q, G263R, N317T,
1320S

26 Q35P, Y77H, G93C, Q156K, N245Y, R259Y, E262Q, G263R, N317T, 1320S

2.7 M281, M30V, Q35P, Y77H, G93C, A1 A131V, N245Y, R259Y, E262Q, G263R

2.8 K57E, G93C, N245Y, R259Y, E262Q, G263R, N317T, 1320S

Tre V7L, Q9H, N10S, V16A, M30V, Q35P, K43E, Y77H, G93C, Q94L, A131T,
1166V, K244R, N245Y, R259Y, E262Q, G263R, N317T, 1320S. o

LoxItr.1 E22G, F37S, A84V, V85A, Q94L, S108G, K132N, 166V, A175S, N245Y,
R259Y, Q281R, N317T, 13208S.

Loxltr.2 L5Q, V7L, P12S, L14S, P15L, V23A, A80V, V85A, Q94L, S108G, G198S,
N245Y, R259Y, E262Q, G263R, T268A, N317T, 1320S. o

Loxitr.3 T6l, V7L, Q9H, N10S, V23A, V85A, Q94L, K132N, 1166V, A175S, D232G,
N245Y, R259H, E262Q, G263R, N317T, 1320S.

Loxitr.4 N59W, Y77H, V85A, Q94L, S108G, N245Y, R259Y, E262Q, G263R, N317T,
1320S.

Loxltr.5 V7L, Q9H, N10S, K57E, V85A, Q94L, S108G, G198S, N245Y, R259H, E262Q,
G263R, Q281R, N317T, 1320S. o

Loxltr.6 V7L, Q9H, N10S, V23A, V85A, 188V, Q94L, S108G, M149l, 1166V, N245Y,
R259Y, E262Q, G263R, N317T, 1320S.

Loxitr.7 : V7L, Q9H, N10S, V23A, R34H, V85A, Q94L, S108G, K132N, 1166V, Mgs,
1225V, N245Y, R259Y, E262Q, G263R, N317T, 1320S.

En total, Tre presenta 19 cambios de aminoacidos en comparacion con Cre, origindndose muchas de estas
mutaciones procedentes de los diferentes subconjuntos (véase la figura 5).

Ejemplo 3
Caracterizacion de la Tre recombinasa

|. Propiedades de recombinacién de Tre en células de mamiferos

Se cultivaron células HelLa a 37°C en 5% de CO> en MEMD que contenia 100 unidades/ml de penicilina y
estreptomicina y enriquecidas con FCS al 10% salvo indicacion en sentido contrario.

Se obtuvo una estirpe celular del indicador pSVloxltr resistente a la puromicina por transfeccién de 2 x 10° células
con 8 ug del plasmido indicador utilizando reactivo de transfeccién Effectene (Qiagen) segun las instrucciones del
fabricante y seleccién con 5 pyg/ml de puromicina (Invivogen). La estirpe celular estable final se cultivd en presencia
de 3 pg/ml de puromicina.

Las células HelLa se cotransfectaron con plasmidos de expresion e indicador de recombinasa en una proporcion de
1:2 en formato de 6 pocillos utilizando Effectene (Qiagen). Para las transfecciones se utilizé un total de 0,6 pg de
ADN. Se llevaron a cabo transfecciones en paralelo con la versién recombinada de los plasmidos indicadores para
calcular el porcentaje de los plasmidos indicadores recombinados.
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Se evalué la actividad de recombinasa 48 horas después de la transfeccion ensayando las actividades relativas de
B-galactosidasa 48 horas después de la transfeccion utilizando el kit Tropix Galacto-Light (Applied Biosystems,
Bedford, MA) segun el protocolo del fabricante. En resumen, las células HelLa se lavaron con PBS 48 horas después
de la transfeccién y se fijaron con formaldehido al 2% y glutaraldehido al 0,1%, permeabilizado con Triton-X 100 al
0,5% y se tiné durante la noche a 37°C con solucién de tincion que contiene 1 mg/ml de X-gal, MgCl> 2 mM,
ferricianuro de potasio 5 mM, y ferrocianuro de potasio 5 mM. Las eficiencias de recombinacién se corrigieron para
el contenido de proteina total en el lisado celular medido por kit de ensayo de proteina BCA (Pierce, Rockford, IL).

Como en los ensayos con E. coli, Cre recombiné eficientemente el indicador loxP, pero no recombiné loxLTR y Tre
presentaba recombinacion eficaz en el indicador loxLTR y alguna actividad residual en loxP (véase figura 8A y B).
Para investigar si Tre puede recombinar su diana en un contexto genémico, una estirpe celular de indicador loxLTR
estable se probd para recombinacion después de la transfeccién con un plasmido de expresién Tre.

Se genero la estirpe celular estable de loxLTR por seleccion con puromicina (2 ug/ml) de células Hela transfectadas
con el plasmido pSVioxltr. Para el ensayo de recombinacién, esta estirpe celular se transfecté con 0,8 pg de
plasmidos falso, Cre o Tre utilizando Effectene en formato de 6-pocillos y se ensayé para las actividades de
B-galactosidasa 48 horas después de la transfeccién utilizando el kit de Galacto-Light (Applied Biosystems, Bedford,
MA). Las actividades de B-galactosidasa se corrigieron para las eficacias de transfeccién por medicion de las
actividades de renilla luciferasa en lisados celulares.

Los ensayos RCP y las mediciones de actividad de B-galactosidasa demostraron que Tre recombina secuencias
loxLTR envueltas en cromatina (véanse las figuras 8C y D).

Para los ensayos de RCP la estirpe de células HelLa loxLTR se transfectd con los vectores de expresion de
recombinasa respectivos utilizando Effectene. Se lavaron las células transfectadas con PBS después de 48 horas y
se trataron con tripsina. EIl ADN gendmico se aisl6 utilizando el minikit QlAamp DNA Blood (Qiagen) segun las
instrucciones del fabricante. Se analiz6 el ADN gendmico (3 pg) para recombinacion utilizando cebadores P' (5'-
GCCTCGGCCTAGGAACAGT-3'; SEC ID n® 22) y P" (5'-CCGCCACATATCCTGATCTT-3'; SEC ID n® 23) utilizando
el programa RCP con 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 30 s; hibridacion a 62°C durante 30 s y
alargamiento a 72°C durante 40 s en 50 pl de reaccién de RCP que contiene 1x tampén de RCP, 250 uM de cada
dNTP, 3 mM de MgClz y 1,5 unidades de BioTaq ADN polimerasa. Los productos de la RCP se observaron en un gel
de agarosa al 0,7%.

Il. Examen de recombinacién mediado por Tre en el contexto de LTR del VIH-1

Se generaron montajes del indicador Tat del VIH y se probaron en ensayos de Tat (véase la figura 9). La proteina
Tat es un transactivador virico esencial que regula la transcripcién dirigida por el activador LTR del VIH (Emerman y
Malim, 1998). Para andlisis posteriores se introdujo la secuencia /loxLTR en un vector indicador VIH-luciferasa
(pVIH/T1/LUC; vector de referencia) en HXB3 LTR del VIH-1 (Ratner et al, 1985). Ademas, otra copia de la
secuencia loxLTR se insertdé en 3' de la secuencia de codificacién de luciferasa para generar pVIH/T2/LUC
(representado en la Fig. 9A). Por lo tanto, la transactivacion de Tat da como resultado la expresién de luciferasa de
luciérnaga impulsada por el activador LTR en estos vectores.

Para ensayos de transactivacién de Tat temporales, las células HelLa se transfectaron en formato de 12 pocillos
utilizando el reactivo de transfeccion Effectene (Qiagen). La mezcla de transfeccion contenia 0,16 pug de VIH/T2/LUC
o VIH/T1/LUC que expresan luciferasa de luciérnaga, 0,16 ug de vector plres-neo-Tre recombinasa o vector vacio
como referencia negativa, 0,08 ug del vector Tat o pADNc3 como referencia negativa para Tat. Las células se lisaron
48 horas después de la transfeccion y se ensay6 la actividad de luciferasa de luciérnaga usando kit de ensayo
Renilla luciferasa (Biotium, Inc., Hayward, CA). Se corrigieron las actividades por eficacia de transcripcion utilizando
un vector lacZ como referencia interna y midiendo la actividad de 3-galactosidasa en los lisados celulares.

Cuando las células HelLa se cotransfectaron con un vector de expresion Tre junto con el vector Tat y pVIH/T2/LUC,
se observé una disminucion triple de la actividad de luciferasa (véase la figura 9C). En cambio, no se detectd
ninguna disminucion en la expresion de luciferasa cuando se realiz6 el mismo experimento utilizando la referencia
pVIH/T1/LUC (véase la figura 9B).

Para demostrar que la disminucion observada en la expresion de luciferasa fue un resultado de la recombinacion y
no de bloqueo la actividad de Tat o la transcripcion en el activador LTR por la recombinasa, se realizé el analisis de
RCP, analizando por recombinacion en la transactivacion Tat (véase la figura 9D).

El andlisis por RCP de la recombinacién en el ensayo de transactivacion Tat se llevé a cabo en ADN aislado de
células Hela transfectadas con los vectores indicadores de VIH en presencia o ausencia de la recombinasa,
utiizando  cebadores L1 (5'-GAAGGTGGGTTTTCCAGTCA-3; SEC ID n® 24) vy L2 (5-
AGGGAAGAAAGCGAAAGGAG-3'; SEC ID n® 25) utilizando el programa RCP con 30 ciclos de desnaturalizacion a
95°C durante 30 s, hibridacion a 60°C durante 30 s y estiramiento a 72°C durante 40 s en 25 pl de una reaccion de
RCP que contiene 1x tampo6n de RCP, 250 yM de cada dNTP, 3 mM de MgCl: y 1,5 unidades de BioTaqg ADN
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polimerasa. Los productos de la RCP se observaron en un gel de agarosa al 0,7%. Los productos de RCP se
extrajeron en gel, se purificaron utilizando el kit de extraccion en Gel (Qiagen) y se utilizaron para secuenciacién.

La recombinacion produce un tamario de banda de 756 pb debido a la eliminacion de la secuencia de codificaciéon de
luciferasa, mientras que en ausencia de recombinacién el tamano de banda es de 2,7 kb. La RCP en las células
transfectadas con el vector pVIH/T1/LUC, que contienen sélo un sitio loxLTR, produjo s6lo la banda de 2,7 kb en
presencia y en ausencia de Tre. En cambio, RCP en las células transfectadas con el vector pVIH/T2/LUC
presentaba predominantemente la banda inferior, demostrando que la reduccién de activacion de Tat era debida a la
escision mediada por Tre de la casete de luciferasa (véase la figura 9D). La extraccién en gel de los fragmentos de
la RCP seguida de secuenciacion confirmé la escision precisa de la secuencia flanqueado por loxLTR (datos no
representados).

Ejemplo 4
Escision de un provirus completo del genoma de células humanas infectadas con VIH-1

Se examino la capacidad de Tre para escindir un provirus completo del genoma de células humanas infectadas con
VIH-1.

Para probar esto, se construyd un ADN provirico, procedente de la cepa NL4-3 del VIH-1 (Adachi et al., 1986), que
contiene la secuencia loxLTR en sus 5'y 3' de LTR (representado en la figura 10A). En esta construccién, el marco
de lectura nef, que no es indispensable para la replicacién del virus en cultivo celular, se sustituyd por el gen de
resistencia a la puromicina. Ademas, el aumento de la longitud total del genoma fue compensado por la eliminacion
de secuencias especificas para env.

Se produjeron pseudotipos viricos por cotransfeccion temporal de células 293T con este ADN provirico y un vector
de expresion que codifica la glucoproteina de la envoltura del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G). En resumen,
se produjeron pseudotipos del VIH-1 por cotransfeccion temporal de 1 x 10° células 293T con 3 ug de
pNLT2AenvPuro y 3 ug de pCMV-VSV-G en OptiMEM | (Invitrogen) sin antibiéticos utilizando 4 ul de polietilenimina
(PEI; 1 mg/ml) segun el protocolo del fabricante (Polysciences, Inc.). El dia 2 después de la transfeccién se recogio
el sobrenadante virico y se pas6 a través de filtros de 0,2 ym de tamafo de poro para garantizar la eliminacion de
cualesquiera de los agregados viricos y células y la concentracién de antigeno p24Gag se determind por ELISA
(Innotest HIV p24 Antigen mADb; Innogenetics. N. V.).

Posteriormente, 5 x 10° células Hela, cultivadas en DMEM que contenia suero de ternero fetal al 15% (Pansystems
GmbH) y antibiéticos (penicilina y estreptomicina), se infectaron en una placa de seis pocillos por espinoculacién
(O'Doherty et al., 2000) con 1.000 ng/ml del virus pseudotipado puede junto con 1 ug/ml de polibreno (Sigma-Aldrich)
a 1.200 x g durante 90 minutos a temperatura ambiente. Tras 24 horas de la infecciéon se cambié el medio de cultivo
y las células se lavaron para eliminar el virus libre. 3 dias después de la infeccién el cultivo celular se enriquecié con
1 pg/ml de puromicina (Sigma-Aldrich) durante 2 semanas y con 0,5 yg/ml de puromicina durante otras 4 semanas
para seleccionar y clonar células que liberan particulas de virus infectadas. El medio se cambi6é cada dos dias para
eliminar las células muertas.

Las células que liberan particulas de virus infectadas se transfectaron a continuacién con un plasmido que expresa
Tre o con el vector de control original, llevando ambos también el gen de resistencia a neomicina. En los grupos de
células resistentes a la neomicina respectivas se hizo seguimiento de la actividad de la recombinasa y la produccién
de virus.

Se aislé ADN gendémico completo de las células Hela infectadas utilizando el kit Blood & Cell Culture DNA Midi
(Quiagen) segun el protocolo del fabricante. La RCP cuantitativa en tiempo real puso de manifiesto que la presencia
de secuencias gag especificas para VIH-1 en el genoma celular disminuian constantemente con el tiempo en las
células que expresan Tre, en comparacion con células de referencia (véase la figura 10B, diagrama superior). RCP
cuantitativa especifica para gag de VIH-1 (gag-directo: 5-ATCAATGAGGAAGCTGCAGAA-3' (SEC ID n® 26), gag-
inverso: 5'-GATAGGTGGATTATGTGTCAT-3' (SEC ID n? 27), gag-sonda: 5'-FAM-
ATTGCACCAGGCCAGATGAGAGAA-TAMRA-3' (SEC ID n® 28)) y 53" recombinacion de LTR (LTR-directa: 5'-
GATGGTGCTACAAGCTAGTAC-3' (SEC ID n® 29), LTR-inversa: 5-CTGTCAAACCTCCACTCTAAC-3' (SEC ID n®
30), LTR-sonda: 5-FAM-AAGGAGAGAACAACATCCTATTACAC-TAMRA-3' (SEC ID n® 31)) se realizé de la manera
siguiente: 40 ciclos que contienen 100 ng de ADN gendmico, cebador directo 300 nM, cebador inverso 900 nM y
sonda de hibridacién 200 nM sondeo utilizando Platinum gPCR Super Mix UDG (Invitrogen) en un sistema de RCP
en tiempo real 7500 Fast de Applied Biosystems. Cada muestra se probd por triplicado, y los resultados se
normalizaron utilizando ampliacion del mismo ADN genémico con cebadores de 3-globina humana (HBG-directo: 5'-
CTTAATGCCTTAACATTGTGTATAA-3' (SEC ID n® 32), HBG inversa: 5-GAATATGCAAATAAGCACACATATAT-3'
(SEC ID n® 33), HBG-sonda: 5-FAM- ACTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTAC-TAMRA-3' (SEC ID n® 34)).

Después de 10 semanas de cultivo, las secuencias gag no pudieron ya ser detectadas. Este resultado fue reflejado
estrechamente por un analisis similar en el que se determiné la recombinacién de 5'y 3' LTR (véase la figura 10B;
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diagrama inferior).

Ademas, el cese del brote de particulas, que se rastreé determinando las concentraciones de antigeno p24Gag en
los sobrenadantes del cultivo, se produjo con una cinética ligeramente retardada, dando como resultado 100% de
inhibicién de la liberacién de particulas en comparacion con el cultivo de referencia insuficiente en Tre la semana 12
(véase figura 10C, diagrama superior). Un ensayo de citotoxicidad en paralelo con alamarBlue (Serotec) no pudo
grabar ningun efecto tdxico producido por Tre en el metabolismo celular (véase la figura 10C, panel inferior).

La observacién de la expresion de Gag por laser por microscopia de inmunofluorescencia con laser demostré la
completa desaparicion de las células infectadas de manera productiva en el cultivo positivo a Tre con el tiempo
(véase la figura 10D). Para la microscopia de inmunofluorescencia indirecta se cultivaron células Hela infectadas
con VIH-1 en cubreobjetos, se lavaron con PBS sin Ca® y Mg2+ y posteriormente se fijaron con paraformaldehido al
3% durante 25 min. Todas las etapas de incubacién se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Tras 10 minutos de
incubacién con glicina 100 mM/PBS, se permeabilizaron las células en Triton X-100 al 0,1%/PBS durante 4 min y se
incubaron en BSA al 1%/PBS durante 30 min. Se tifieron las proteinas en BSA al 1%/PBS utilizando anticuerpos
primarios que reconocen p55Gag del VIH-1 (dilucion 1:100, anticuerpo monoclonal 183-H12-5C de ratén con VIH-1
especifico para Gag suministrado por B. Chesebro y K. Wehrly, AIDS Research and Reference Reagent Program,
Division AIDS, NIAID, NIH) o anti-Cre de conejo (dilucién 1:500) durante 45 minutos, seguido de anticuerpos
antirraton en cabra o anticonejo en cabra secundarios apropiados (ambos de Rockland Immunochemicals, Inc.,
1:150 de dilucién) acoplados a Cy2. Los nucleos se observaron por tincion con DRAQS5 (diluciéon 1:1000, Alexis
Biochemicals) durante 10 min. Las células se montaron en medio moviol y se analizaron utilizando un microscopio
de exploraciéon por laser LSM 510 Meta de Zeiss. Curiosamente, las células de referencia sobrevivieron a la
reexposicion de estos cultivos a la puromicina la semana 8, pero produjo efectos téxicos graves y muerte celular
definitiva en el cultivo positivo a Tre (véase la figura 11). Esta observacion puede explicarse por eliminacién mediada
por Tre del gen provirico que codifica la resistencia a la puromicina (comparese con la figura 10A).
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<130> P 73207

<160> 35

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1
<211> 34
<212> ADN

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1

<220>
<221> misc

feature

<222> (1). (13)
<223> secuencia que corresponde al hemisitio izquierdo del sitio diana asimétrico

<220>
<221> misc

<222> (14) .
<223> secuencia que corresponde al separador del sitio diana asimétrico

<220>
<221> misc

<2225 (22)..

feature
.(21)

feature
(34)

<223> secuencia que correspone al hemisitio derecho del sitio diana asimétrico

<400> 1

acaacatcct attacaccct atatgccaac atgg

<210>2

<211> 1059

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> variante de Cre preparada artificialmente

<400> 2

atggtgccca agaagaagcg gaaggtgtcc aacctgctga ccctgcacca cagectgece 60

gccctgcctg ccgacgccac ctctgacgaa gtgaggaaga acctgatgga cgtgttcaga 120

gacagacccg ccttcagcga gcacacctgg gagatgctge tgtccgtgtg tagaagctgg 180

gccgectggt gtaagctgaa caaccggaag tggttccccg ccgagcccga ggatgtgaga 240

gactacctgc tgcacctgca ggccagaggc ctggecgtga aaaccatcca gcagcacctg 300

tgccggetga acatgctgca caggagaagc ggcctgccta gacccagcga tagcaacgcec 360

gtgtccctgg tgatgaggcg gatcaggaag gagaacgtgg acgccggcga gagaacaaag 420

caggccctgg ccttegagag aaccgacttc gaccaagtga ggagectgat ggagaacage 480
gaccggtgcc aggacatcag aaacctggec tttctgggeg tggectacaa caccctgetg 540
aggatcgccg agatcgcccg gatcagggtg aaggacatca gcagaaccga cggcggcaga 600
atgctgatcc acatcggcag gaccaagacc ctggtgtcca cagccggegt ggagaaggee 660
ctgagcctgg gcgtgaccaa actggtggag cggtggatca gcgtgteccgg cgtggecgac 720
gaccccaaca actacctgtt ctgtagagtg aggagatatg gcgtggccgc ccccagcgee 780
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acctccecage
tacggcgcca
gtgggagcecg
ggaggatgga
ggcgcetatgg
<210>3

<211> 351
<212> PRT

tgtccaccta
aggatgatag
ccagagacat
ccaccgtgaa

tgagactgct

<213> Artificial

<220>

cgcecctgeag agaatcttcg aggcecacceca

cggccagaga
ggccagagcec
cagcgtgatg

ggaggacggc
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tacctggect ggagcggceca
ggcgtgtcca tccctgagat

aactacatcc ggaacctgga

gactgatga

<223> variante de Cre preparada artificialmente

<220>

<221> SIENAL
<222> (2)..(9)

<223> Secuencia de localizacion nuclear (SLN) para dirigir la proteina al interior del nicleo de las células de

mamifero

<400> 3

Met Val
1

His Ser

Lys Asn

35

Thr Trp

50

Lys Leu

65

Asp Tyr

Gln Gln

100

Pro
115

Arg Lys

130

Phe
145

Asp Arg

Asn Thr

180

Ile Ser

195

Thr
210

Lys

Pro Lys Lys
5
Leu Pro Ala
Leu Met Asp
Glu Met Leu
Asn Asn Arg
Leu Leu His

85

His Leu Cys

Arg Pro Ser Asp Ser
Glu Asn Val
Glu Arg Thr Asp Phe

Cys Gln Asp

165

Leu Leu Arg

Arg Thr Asp

Leu Val Ser

Lys Arg Lys

Leu Pro Ala

vVal

Asp

Ser
10

Ala

25

Val Phe Arg

40

Ser Val
S5

Leu

Lys
70

Trp Phe

Leu Gln Ala

Arg Leu Asn

Asn Ala
120

Asp Ala Gly

135

Asp Gln
150

Ile Arg Asn

Ile Ala Glu

Gly Gly Arg

200

Thr Ala Gly

215

Asp

Cys

Pro

Arg

Met

Arg

Arg

Ala

Gly
30

Leu
105

Val Ser

Glu Arg
val

Arg

Ala
170

Leu

Ile Ala

185

Met Leu

val Glu

Asn Leu Leu

Thr Ser Asp

Pro Ala Phe
45

Ser Trp Ala
60

Glu Pro Glu
75

Leu Ala Val

His Arg Arg

Leu Val Met
125

Thr Lys Gln
140

Ser Leu Met
155

Phe Leu Gly

Arg Ile Arg

Ile His Ile
205

Lys Ala Leu
220

cagactgatc
cagcgccaga
catgcaggcc

tagcgagacc

Thr Leu
15

His

Glu val
30

Arg

Ser Glu His

Ala Trp Cys

Rsp Val Arg

80

Lys Thr Ile

95
Ser Gly Leu
110

Arg Arg Ile

Ala Leu Ala

Glu Asn Ser

160

Val Ala
175

TYyr

Val Lys
190

Gly Arg

Asp

Thr

Ser Leu Gly

35

840
900
960
1020
1059
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Val Thr Lys Leu Val Glu Arg Trp Ile Ser Val Ser Gly Val Ala Asp
225 230 235 240

Asp Pro Asn Asn Tyr Leu Phe Cys Arg Val Arg Arg Tyr Gly Val Ala
245 250 255

Ala Pro Ser Ala Thr Ser Gln Leu Ser Thr Tyr Ala Leu Gln Arg Ile
260 265 . 270

Phe Glu Ala Thr His Arg Leu Ile Tyr Gly Ala Lys Asp Asp Ser Gly
275 280 285

Gln Arg Tyr Leu Ala Trp Ser Gly His Ser Ala Arg Val Gly Ala Ala
290 295 300

Arg Asp Met Ala Arg Ala Gly Val Ser Ile Pro Glu Ile Met Gln Ala
305 310 315 320

Gly Gly Trp Thr Thr Val Asn Ser Val Met Asn Tyr Ile Arg Asn Leu
325 330 335

Asp Ser Glu Thr Gly Ala Met Val Arg Leu Leu Glu Asp Gly Asp
340 : 345 350

<210> 4
<211> 67
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 4

atgagatcta caacatccta ttacacccta tatgccaaca tggaagcttg catgcctgca

gatcgag

<210>5
<211> 57
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400>5

ttgagatcta caacatccta tatgccaaca tggtcgaact gtaccggttg ttagtga
<210>6

<211> 67

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 6
atgagatcta caacatccta ttacacccta aataggatgt tgtaagcttg catgcctgca
gatcgag

<210>7

<211> 67

<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400>7

ttgagatcta caacatccta ttacacccta aataggatgt tgttcgaact gtaccggttg

ttagtga

<210>8
<211> 67
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 8

atgagatctc catgttggca taacacccta tatgccaaca tggaagcttg catgcctgca

gatcgag

<210>9
<211> 67
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400>9

ttgagatctc catgttggca taacacccta tatgccaaca tggtcgaact gtaccggttg

ttagtga

<210> 10
<211> 67
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 10
atgagatcta caacatcgta taacacccta tatacgatgt tgtaagettg catgecctgcea

gatcgag

<210> 11
<211> 67
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 11

ttgagatcta caacatcgta taacacccta tatacgatgt tgttcgaact gtaccggttg

ttagtga

<210> 12
<211> 67
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 12
atgagatcta taacttccta ttacacccta aataggaagt tataagcttg catgcctgca

gatcgag

<210> 13
<211> 67
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 13

ttgagatcta taacttccta ttacacccta aataggaagt tattcgaact gtaccggttg
ttagtga

<210> 14

<211> 67

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 14
atgagatctc catcttcgta taacacccta tatacgaaga tggaagcttg catgcctgea

gatcgag
<210> 15
<211> 67

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 15

ttgagatctc catcttcgta taacacccta tatacgaaga tggtcgaact gtaccggttg

ttagtga

<210> 16
<211> 67
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 16

atgagatcta taagttggca taacacccta tatgccaact tataagcttg catgcctgca

gatcgag
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<210> 17
<211> 67
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 17

ttgagatcta taagttggca taacacccta tatgccaact tattcgaact gtaccggttg

ttagtga

<210> 18
<211> 18
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 18
caataaccct gataaatg
<210> 19
<211>17

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 19
tctactgttt ctccata
<210> 20
<211>17

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 20
tgtcgecctt attecct
<210> 21
<211>17

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 21
gcggatgaga gaagatt
<210> 22

<211>19
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 22

gccteggect aggaacagt
<210> 23

<211>20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 23
ccgecacata tectgatcett
<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 24
gaaggtgggt titccagtca
<210> 25
<211> 20

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 25
agggaagaaa gcgaaaggag
<210> 26
<211> 21

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 26

atcaatgagg aagctgcaga a
<210> 27

<211> 21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 27
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gataggtgga ttatgtgtca t

<210> 28
<211> 24
<212> ADN
<213> Attificial

<220>

<223> sonda de oligonucle6tido marcada con FAM en el extremo 5’ y con TAMRA en el extremo 3’

<400> 28
attgcaccag gccagatgag agaa
<210> 29
<211> 21

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 29

gatggtgcta caagctagta ¢
<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 30

ctgtcaaacc tccactctaa ¢
<210> 31

<211> 26

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> sonda de oligonucledtido marcada con FAM en el extremo 5’ y con TAMRA en el extremo 3’

<400> 31

aaggagagaa caacatccta ttacac
<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 32
cttaatgcct taacattgtg tataa
<210> 33

<211> 26
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador oligonucleotidico

<400> 33

gaatatgcaa ataagcacac atatat
<210> 34

<211> 28

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> sonda de oligonucle6tido marcada con FAM en el extremo 5’ y con TAMRA en el extremo 3’

<400> 34

actttacaca gtctgcctag tacattac
<210> 35

<211> 34

<212> ADN

<213> Bacteridfago P1
<400> 35

ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttat
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacién de un vector de expresiéon que codifica una recombinasa adaptada,
recombinando dicha recombinasa adaptada secuencias diana asimétricas dentro de la LTR del ADN provirico
insertado en el genoma de una célula hospedadora, que comprende las etapas siguientes:

(a) determinar la secuencia de la LTR del ADN provirico, identificando en ella secuencias con homologia de por lo
menos el 30% con las secuencias de hemisitio izquierdo y de hemisitio derecho de sitios diana conocidos de
recombinasas, en el que las secuencias homoélogas estan separadas por un separador de 5 a 12 nucleétidos, y
en el que las secuencias LTR homélogas con mayor homologia con un sitio diana conocido representan la
secuencia diana asimétrica;

(b) preparar dos secuencias sintéticas, en el que la primera secuencia sintética corresponde a la secuencia de la
secuencia diana asimétrica de la etapa (a) homéloga al hemisitio izquierdo de dicho sitio diana conocido mas la
secuencia separadora y se denomina "secuencia de hemisitio 1", y en el que la segunda secuencia sintética
corresponde a la secuencia separadora mas la secuencia de la secuencia diana asimétrica de la etapa (a)
homologa al hemisitio derecho y se denomina "secuencia de hemisitio 2";

(c) determinar los nucle6tidos dentro de las secuencias sintéticas de la etapa (b) que se desvian de las secuencias
homélogas de hemisitio izquierdo y hemisitio derecho correspondientes del sitio diana homologo conocido de la
etapa (a);

(d) generar un primer subconjunto de dos secuencias diana basandose en las secuencias sintéticas de la etapa (b),
en el que la primera secuencia diana en el primer subconjunto comprende una repeticion invertida constituida por
la secuencia de hemisitio 1 de la etapa (b) y de la secuencia del hemisitio 1° separadas por la secuencia
separadora, y en el que la segunda secuencia diana en el primer subconjunto comprende una repeticion invertida
constituida por la secuencia de hemisitio 2' y la secuencia del hemisitio 2 de la etapa (b) separada por la
secuencia separadora, en el que las secuencias de hemisitio 1'y 2' representan las repeticiones invertidas de las
secuencias de hemisitio 1 y 2 respectivas de la etapa (b);

(e) generar un segundo subconjunto de secuencias diana basandose en las secuencias diana en el primer
subconjunto de la etapa (d), en el que cada una de las secuencias de hemisitio junto con la secuencia
separadora respectiva de las secuencias diana en el primer subconjunto de la etapa (d) se utiliza para generar
una secuencia diana independiente del segundo subconjunto formando una repeticion invertida basandose en la
secuencia de hemisitio seleccionada, de modo que la secuencia separadora separe ambas secuencias formando
la repeticion invertida, en el que las secuencias de ambas secuencias de hemisitio que se originan a partir de una
de las secuencias diana en el primer subconjunto de la etapa (d) se alteran durante su sintesis y antes de utilizar
las mismas para generar la repeticion invertida proporcionando la secuencia diana completa de manera que en la
secuencia de hemisitio izquierdo una parte de los nucleétidos que se desvian de la secuencia de hemisitio
homologo correspondiente del sitio diana conocido de la etapa (a) se sustituye por los nucleétidos naturales
encontrados en el sitio diana conocido y en la secuencia del hemisitio derecho el resto de los nucleétidos que se
desvian del hemisitio izquierdo homologo correspondiente se sustituye por los nucleétidos naturales encontrados
en el sitio diana conocido, de modo que en ambas secuencias de hemisitio que se originan a partir de una
secuencia diana del primer subconjunto de la etapa (d) de manera conjunta todos los nucleétidos que se desvian
pueden encontrarse, en tanto que ninguna de dichas secuencias de hemisitio solas comprenden todos los
nucleétidos que se desvian;

(f) generar subconjuntos adicionales de secuencias diana partiendo de las secuencias diana en el segundo
subconjunto obtenido en la etapa (e) repitiendo paso a paso el procedimiento de la etapa (e) cada vez que se
genera un nuevo subconjunto de secuencias diana, hasta que las secuencias de hemisitio que forman las
repeticiones invertidas dentro de cada secuencia diana generada contengan uno, dos o tres nucle6tidos que se
desvian de la secuencia de hemisitio homélogo correspondiente del sitio diana conocido;

—
«
-

aplicar la evolucién molecular dirigida a la recombinasa que reconoce el sitio diana homdélogo conocido
seleccionado en la etapa (a) utilizando las secuencias diana del subconjunto final obtenido en la etapa (f) que
contienen uno, dos o tres nucleétidos que se desvian de la secuencia de hemisitio homéloga correspondiente de
dicho sitio diana homélogo conocido como sustrato;

(h) mezclar los bancos de recombinasa desarrollados en la etapa (g);

(i) aplicar la evolucién molecular dirigida en el banco mezclado obtenido en la etapa (h) utilizando las secuencias
diana del subconjunto superior siguiente segun la etapa (f);

(j) repetir las etapas (h) e (i) hasta que se consiga por lo menos una recombinasa por evolucion molecular dirigida
que sea activa en la secuencia diana asimétrica dentro de la LTR del ADN retrovirico de la etapa (a);
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(k) aislar el acido nucleico de por lo menos una recombinasa obtenida en la etapa (j) procedente del banco; y
() clonar el acido nucleico obtenido en la etapa (k) en un vector de expresion adecuado.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la recombinasa conocida cuya secuencia diana se utiliza en la
etapa (a) y en la que se aplica la evolucién molecular dirigida en las etapas (g) e (i) pertenece a la familia de serina
integrasas o tirosina integrasas, en el que la recombinasa se selecciona preferentemente de entre el grupo
constituido por Cre del fago P1, FLP de levadura y Dre del fago D6.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 é 2, en el que la secuencia diana asimétrica
identificada en la etapa (a) esta situada tanto en el 5-LTR como en el 3'-LTR del provirus.

4. Procedimiento segun la reivindicaciéon 3, en el que el ADN provirico insertado en el genoma de una célula
hospedadora es el ADN de un retrovirus seleccionado de entre el grupo constituido por el virus de tumor de mama
de ratén (VTMR), virus de mono de Mason Pfizer (VMMP), virus de leucemia de linfocitos T humanos tipo | (VLTH-I),
virus de leucemia de linfocitos T humanos tipo Il (VLTH-II), virus de la leucemia de linfocitos T de simio tipo | (VLTS-
1), virus de la leucemia de linfocitos T de simio tipo Il (VLTS Il), virus de la leucemia bovina (VLB), virus de la
leucemia felina (VLFe) y virus de la leucemia murina de Moloney (VLMMo) en el que el retrovirus es preferentemente
un lentivirus seleccionado de entre el grupo constituido por virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1),
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), virus de la inmunodeficiencia de simios (VIS), virus de la
inmunodeficiencia felina (VIF), virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB), virus Maedi-visna (VMV), virus de la
anemia equina infecciosa (VAEI) y virus de la artritis encefalitis caprina (VAEC).

5. Procedimiento segun la reivindicacién 4, en el que la secuencia diana asimétrica identificada en la etapa (a) esta
situada tanto en el 5'-LTR como en el 3'-LTR de un VIH provirus y presenta preferentemente la secuencia expuesta
como SEC ID n® 3.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la evolucién molecular dirigida utilizada
es la evolucién de proteina unida al sustrato.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el vector de expresion utilizado en la
etapa (1) se selecciona de entre el grupo constituido por vectores retroviricos, vectores lentiviricos, vectores de
espumavirus y vectores adenoviricos preferentemente un vector lentivirico seleccionado de entre el grupo
constituido por vectores lentiviricos procedentes de VIH-1, VIS, VIF o VAEI.

8. Procedimiento para la preparacion de una recombinasa adaptada, en el que dicho procedimiento comprende el
procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y la etapa adicional que consiste en expresar la
recombinasa adaptada o un polipéptido de fusién que comprende la secuencia de aminoacidos de la recombinasa
adaptada del acido nucleico que codifica la recombinasa insertada en el vector de expresién en una célula
hospedadora adecuada, en el que la célula hospedadora se selecciona preferentemente de entre el grupo
constituido por células bacterianas, células de levadura, células de insectos y células de mamiferos.

9. Procedimiento para la preparacion de una célula madre adulta transformada, en el que dicho procedimiento
comprende el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y la etapa adicional de introduccion del
vector de expresion in vitro en una célula madre adulta adecuada.

10. Acido nucleico que codifica una recombinasa adaptada, que puede obtenerse por el procedimiento segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la recombinasa adaptada recombina secuencias diana asimétricas
en el ADN de un provirus insertado en el genoma de una célula hospedadora, que conduce la escisién del provirus
desde el genoma de la célula hospedadora , en el que los sitios diana asimétricos son diferentes de los sitios diana
de la recombinasa natural, en el que el &cido nucleico presenta por lo menos 80% de identidad de secuencia con la
secuencia de acido nucleico expuesta como SEC ID n® 2.

11. Acido nucleico segun la reivindicacién 10, en el que dicho acido nucleico que codifica la recombinasa adaptada
presenta la secuencia de acido nucleico expuesta como SEC ID n® 2.

12. Vector de expresion que comprende el acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11.

13. Recombinasa adaptada que puede obtenerse por el procedimiento segun la reivindicacion 8, en la que la
recombinasa adaptada recombina secuencias diana asimétricas en el ADN de un provirus insertado en el genoma
de una célula hospedadora, que conduce a la escision del provirus desde el genoma de la célula hospedadora, en la
que los sitios diana asimétricos son diferentes de los sitios diana de la recombinasa natural, en la que la
recombinasa adaptada presenta por lo menos 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
expuesta como SEC ID n® 3.

14. Recombinasa adaptada segun la reivindicacion 13, en la que la recombinasa adaptada presenta la secuencia de
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aminoacidos expuesta como SEC ID n® 3.

15. Polipéptido de fusion que comprende una recombinasa adaptada segun cualquiera de las reivindicaciones 13 6
14, en el que la recombinasa adaptada esté unida a un segundo polipéptido.

16. Polipéptido de fusion segun la reivindicaciéon 15, en el que el segundo polipéptido comprende un péptido sefal,
en el que el péptido serial es preferentemente un dominio de transduccién de proteinas seleccionado de entre el
grupo que comprende el péptido TAT y un péptido de la tercera hélice del homeodominio de Antennapedia.

17.Célula madre adulta infectada o transfectada con el vector de expresidn segun la reivindicacion 12, en la que
dicha célula madre adulta es preferentemente una célula madre del linaje hematopoyético.

18. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas la etapa de preparacion
del vector de expresion, la proteina, la proteina de fusién o la célula madre adulta como composiciéon farmacéutica
para la reduccién de la carga virica en un paciente infectado por un retrovirus, en el que la preparacion farmacéutica
comprende preferentemente ademas un vehiculo, excipiente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptables.

19. Composicién farmacéutica para su utilizacion en la reduccién de la carga virica en un paciente infectado por un
retrovirus, que comprende un vector de expresion segun la reivindicacién 12, una recombinasa adaptada segun
cualquiera de las reivindicaciones 13 6 14, una proteina de fusién segln cualquiera de las reivindicaciones 15 ¢ 16,
0 una célula madre adulta segun la reivindicacién 17, en la que el retrovirus es preferentemente un retrovirus
seleccionado de entre el grupo constituido por el virus de tumor de mama de ratén (VTMR), virus de mono de Mason
Pfizer (VMMP), virus de leucemia de linfocitos T humanos tipo | (VLTH-I), virus de leucemia de linfocitos T humanos
tipo Il (VLTH-II), virus de la leucemia linfocitos T de simio tipo | (VLTS-I), virus de la leucemia de linfocitos T de simio
tipo Il (VLTS II), virus de la leucemia bovina (VLB), virus de la leucemia felina (VLFe) y virus de la leucemia murina
de Moloney (VLMMo) o un lentivirus seleccionado de entre el grupo constituido por virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1), virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), virus de la inmunodeficiencia de simios
(VIS), virus de la inmunodeficiencia felina (VIF), virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB), virus Maedi-visna (VMV),
virus de la anemia equina infecciosa (VAEI) y virus de la artritis encefalitis caprina (VAEC).

20. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 19, en la que la composicion farmacéutica esta destinada a la
administracion simultdnea con otros agentes activos de la terapia antirretrovirica hiperactiva (TARHA) o a la
administracion simultanea o posterior a la terapia global de activacién inmunitaria o de activacion especifica de la
expresion génica del provirus.

21. Coleccion de recombinasas adaptadas, en la que los miembros de dicha coleccién se obtienen cada uno por el

procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la coleccion comprende el vector de
expresion segun la reivindicacion 12.
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