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DESCRIPCION

Incremento de la expresion de una secuencia de nucledtidos heter6loga monocatenaria de vectores virales
recombinantes disefiando la secuencia de modo que forma pares de bases intracatenarios

Campo técnico

La invencion esta dentro del campo de las construcciones viricas para la administracion de genes, en particular de
vectores viricos recombinantes, tales como los vectores de virus adenoasociado (VAA), para utilizaciéon en terapia
génica y en el cribado de productos genémicos.

Antecedentes

Los vectores recombinantes basados en parvovirus, tales como el virus adenoasociado (VAA), muestran ser
prometedores para la terapia génica. Sin embargo, la obtencion de niveles suficientes, eficaces, de expresion de un
transgén en diferentes tipos celulares ha presentado problemas. Algunos tipos celulares no son permisivos, en el
sentido de que el inicio de la transcripcion o de la traduccion del transgén es ineficaz, con una expresion, por
consiguiente, muy lenta para iniciarse, si es que se inicia. Todavia en muchos contextos es deseable conseguir una
expresion suficientemente rapida.

Los parvovirus son virus de ADN monocatenario pequefios, encapsidados, cuyo genoma de ADN esta flanqueado
por secuencias repetidas terminales invertidas (ITR). EI genoma de ADN de los parvovirus codifica proteinas
requeridas para la replicacion (Rep) y la encapsidacion (Cap). El virus adenoasociado (VAA) es un parvovirus
defectuoso que se replica Unicamente en células en las que se proporcionan ciertas funciones denominadas
"funciones cooperadoras". Normalmente estas funciones son proporcionadas por la infecciéon de un virus auxiliar.
Pueden encontrarse revisiones generales de parvovirus, incluyendo VAA, en, por ejemplo, Carter (1989) Handbook
of Parvoviruses; Berns (1995) Virology, Vol. 2, Raven Press, New York, paginas 2173-2197; Carter y col. (1983) En
"The Parvoviruses" (K.I. Berns, ed.) Plenum Press, New York; Berns.

El genoma del VAA nativo es una molécula de ADN monocatenario lineal de 4.675 nucledtidos aproximadamente.
Srivastava y col. (1983) J. Virol. 45:555-564. El genoma del VAA nativo contiene secuencias que codifican las
proteinas Rep y Cap (los genes rep y cap, respectivamente) flanqueadas por una secuencia repetida terminal
invertida (ITR) de 145 nucleétidos. Hermonat y col. (1984) J. Virol. 51:329-339; y Tratschin y col. (1984) J. Virol
51:611-619. El ciclo vital del VAA se presenta a continuacién. El ciclo vital de otros parvovirus es similar, con la
excepcion de que los demas parvovirus no requieren funciones cooperadoras para su replicacion (excepto hasta el
punto de que puedan requerir que la célula hospedadora entre en fase S).

Ciclo vital del VAA

Esquematicamente, un ciclo infeccioso productivo del VAA en una célula que ha sido infectada con un segundo virus
auxiliar (o en una célula en la que estan presentes funciones cooperadoras) procede segun sigue (ver la Figura 1).
La adsorcion del VAA a una célula hospedadora es seguida por la insercion del genoma virico monocatenario en un
proceso conocido generalmente en la técnica como "transduccion”. En presencia de ciertas funciones de la célula
hospedadora relacionadas con la replicacion (tales como ADN polimerasas), el genoma virico monocatenario
entrante es convertido es una forma replicativa bicatenaria. Ver la Figura 2. Se cree que el inicio de esta conversion
de monocatenario en bicatenario (SS—DS) implica la formaciéon de una estructura en horquilla por secuencias
dentro de la ITR del VAA, que genera una estructura molde-cebador a partir de la cual puede proceder el inicio de la
replicacion del ADN. El producto de esta conversion SS—DS, la forma replicativa (RF), es una molécula bicatenaria
autocomplementaria que esta cerrada covalentemente en un extremo (el extremo en el cual se inicio la replicacion).
Ver la Figura 3. La RF es por tanto una molécula bicatenaria que tiene la misma complejidad de secuencia, pero dos
veces aproximadamente el peso molecular, que el genoma del VAA entrante (esto es, para un genoma nativo de 4,7
kilobases aproximadamente, la RF tendra un peso molecular correspondiente a 4,7 kilopares de bases). Aunque se
cree que la formacién de una horquilla terminal para cebar la replicacion tiene lugar rapidamente, se postula que la
extension de esta horquilla para formar la RF bicatenaria es una de las etapas limitantes de la velocidad en la
replicacion del VAA. Este proceso de generacion de la RF puede tener lugar en ausencia de una funcién
cooperadora, pero se cree que es potenciado por la funciéon cooperadora. Ver, Carter, B. y col. (1990) vol. I, pp. 169-
226 y 255-282. Las células que son capaces de producir una progenie de VAA son generalmente consideradas por
los expertos en la técnica como células "permisivas"”, y este proceso de conversion en un molde bicatenario es
también conocido como "activacion metabdlica".

Después de su formacion, la RF se replica para generar una progenie de RFs en un proceso facilitado por los
productos del gen rep del VAA y por ciertas funciones cooperadoras (ver mas adelante). Ademas, la RF sirve como
molde para la formacion de los genomas de la progenie del VAA, los cuales son empaquetados en particulas viricas.
Estos genomas son moléculas de ADN monocatenario de 4,7 kb aproximadamente y representan las dos
polaridades segun se encuentran en la molécula de la RF bicatenaria.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2478 635 T3

Ademas de ser necesaria para la sintesis de los genomas de la progenie del VAA, la formacion de la RF es
requerida para que tenga lugar la transcripcién de las proteinas viricas (o en el caso de VAA recombinante, para que
tenga lugar la transcripcion de secuencias heterélogas tales como un transgén), ya que los sistemas de
polimerizacion de ARN celular requieren un molde bicatenario. La transcripcion de los genes rep y cap del VAA tiene
como resultado la produccion de las proteinas Rep y Cap. Las proteinas Rep del virus facilitan la amplificacion de la
RF, la generacion de los genomas viricos de la progenie, y pueden desempefiar también una funcién en la
regulacion de la transcripcion del virus. Las proteinas Cap viricas son proteinas estructurales de la capsida del virus.
Los genomas viricos monocatenarios de la progenie de ambas polaridades estan encapsidados en las particulas
viricas hijas, que son posteriormente liberadas de la célula hospedadora.

Las funciones cooperadoras implicadas en la replicacion de la RF, segun describié anteriormente, pueden ser
proporcionadas por la coinfeccién de células infectadas con VAA con adenovirus, virus herpes o poxvirus. Carter
(1990) supra. Alternativamente, las células pueden contener genes integrados, viricos o de otro origen, que
proporcionen la funcién cooperadora. Ademas, el requisito de la funcién cooperadora puede ser algunas veces
obviado por el tratamiento de las células infectadas con VAA con agentes quimicos y/o fisicos tales como
hidroxiurea, irradiacién ultravioleta, irradiacion X o irradiaciéon gamma, por ejemplo, que pueden inducir reparacion
celular, sistemas de recombinacion y/o replicacion, o que pueden afectar de otro modo al metabolismo del ADN
celular. Yakobson y col. (1987) J. Virol. 61:972-987; Yakobson y col. (1988) J. Virol. 63:1023-1030; Bantel-Schaal, U.
y col. (1988) Virology 164:64-74; Bantel-Schaal, U. y col. (1988) Virology 166:113-122; y Yalkinoglu y col. (1988)
Cancer Res. 48:3123-3125. Aunque pueda tener lugar la replicacion de la RF, hasta cierto punto, en ausencia de la
funcién cooperadora, en general este proceso es lento y/o ineficaz en ausencia de la funcién cooperadora.

De la Maza y Carter (1980) J. Biol. Chem. 255:3194-3203 describen moléculas de ADN del VAA variantes obtenidas
de particulas del VAA. Algunas de estas moléculas son menores que la longitud unidad y presentan propiedades
que sugieren que poseen regiones de autocomplementariedad. Hauswirth y Berns (1979) Virology 93:57-68
describen moléculas variantes similares obtenidas a partir de células infectadas con VAA. Ver la Figura 4. Estas
moléculas no contenian secuencias heterélogas; por consiguiente, su capacidad para expresar una secuencia
heteréloga no pudo ser evaluada.

Vectores y virus VAA recombinantes

El genoma nativo del VAA ha sido utilizado como base de sistemas de vectores para la administracion y la expresion
de genes heterdlogos en células hospedadoras tales como células de mamifero, tal como para terapia génica.
Muzyczka (1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158:97-129; Carter, B.J. (1992) Curr. Op. Biotechnol. 3:535-539 y
Flotte y col. (1995) Gene Therapy 2:357-362. Los vectores de VAA recombinante (VAAr), basados en el genoma
nativo del VAA, son producidos en general mediante la delecion de secuencias de rep y/o cap y la sustitucion por
una secuencia heteréloga. Por tanto, los vectores VAAr contienen generalmente una molécula de ADN
monocatenario que comprende una secuencia o secuencias génicas heterdlogas flanqueadas por al menos una ITR
del VAA y tipicamente por dos ITRs del VAA, una en cada extremo. Pueden estar incluidas también en los vectores
VAAr secuencias adicionales implicadas en la regulacion de la expresion de la secuencia heteréloga tales como
promotores, sitios de ayuste, intrones, secuencias relacionadas con el transporte y la estabilidad del ARNm, sefales
de poliadenilacion y sitios de union de ribosomas.

Los vectores VAAr pueden ser encapsidados en particulas del virus VAA para formar virus adenoasociados
recombinantes (VAAr). En general, el empaquetamiento productivo, eficaz, en una particula de virus VAA esta
limitado a vectores que tengan aproximadamente el tamafio de un genoma del VAA (esto es, 4,7 kb
aproximadamente) o menores; aunque secuencias con una longitud de hasta 5.200 nucleétidos aproximadamente
pueden ser empaquetadas en particulas del virus VAA.

En un estudio del efecto de la longitud del genoma sobre la eficacia de empaquetamiento, se compararon genomas
de VAAr que tenian tamafios entre 2 kb y 6 kb. Dong y col. (1996) Hum. Gene Therapy 7:2101-2112. Se observé
que vectores con tamafos entre 2 aproximadamente y 6 kb aproximadamente eran empaquetados en las particulas
viricas con una eficacia similar, pero los virus que contenian moléculas del vector con longitudes mayores de 5,2 kb
no eran infecciosos. Ademas, se obtuvieron pruebas en el estudio anteriormente mencionado que eran consistentes
con la idea de que dos moléculas del vector podian ser empaquetadas en una Unica particula de virus si los vectores
eran menores de la mitad del tamafio del genoma nativo del VAA. Se present6 la especulacion adicional sobre la
capacidad de tales vectores cortos para formar moléculas bicatenarias dentro del viridn. Los niveles de expresion de
un transgén de la acetil transferasa de cloranfenicol (CAT) eran equivalentes para vectores del tamafio del genoma
que contenian una unica cadena del ADN del vector y para los vectores cortos, que se pensaba que contenian
genomas del vector bicatenarios y producian niveles mas elevados de ADN del vector en las células infectadas.
Estos resultados indicaban que ni la reduccion del tamafio del vector ni la presencia de ADN del vector
potencialmente bicatenario tenian efectos significativos sobre los niveles de expresion.

Los vectores VAAr y las particulas de virus VAAr que contienen vectores VAAr pueden ser ambos utilizados para
expresar productos de diferentes genes heterdlogos en células hospedadoras mediante transformacion o
transduccion, respectivamente. Los niveles de expresion conseguidos por tales vectores son afectados por los
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mismos factores que influyen sobre la replicacion y la transcripcion del VAA nativo. Por tanto, después de la
infeccion de una célula hospedadora por un VAAr, puede tener lugar la formacién rapida de una horquilla terminal,
pero la elongacion de la horquilla para formar una RF procede mucho mas lentamente. Ferrari y col. (1996) J. Virol.
70:3227-3234; y Fisher y col. (1996) J. Virol. 70:520-532; documento WO 96139530.

Los intentos para conseguir niveles maximos, eficaces, de expresion de secuencias heterélogas a partir de VAAr
han estado dificultados para varias razones. La expresion de una secuencia heteréloga por un vector VAAr es
maxima en una célula que haya sido infectada por un virus auxiliar, que exprese una funcién cooperadora o que
haya sido tratada con un agente que remede la funciéon cooperadora por afectar al metabolismo del ADN celular.
Russell y col. (1995) J. Virol. 68:5719-5723; Ferrari y col., supra y Fisher y col., supra. Para aplicaciones de terapia
génica, la infeccion de la células hospedadoras con un virus auxiliar puede ser indeseable debido a los problemas de
seguridad relacionados con las demas propiedades de los virus auxiliares y de las funciones cooperadoras. El
tratamiento de las células con agentes que remeden la funcion celular cooperadora puede ser también indeseable
debido a los efectos adicionales no especificos y/o a la toxicidad potencial. Ademas, la provision de la funciéon
cooperadora por estos agentes puede ser eficaz Unicamente para la infeccion con el VAA de tipo salvaje.

Ademas, se requieren las funciones de la proteina Rep del VAA para la expresion maxima de una secuencia
heteréloga codificada por un vector VAAr. Como los vectores VAAr carecen generalmente de secuencias de rep,
éstas deben ser suministradas exdgenamente, complicando de este modo cualquier aplicacién en terapia génica que
utilice vectores VAAr. Por otra parte, la infeccion de una célula con un virus que contenga un vector VAAr, en
ausencia de una fuente exdgena de proteinas Rep, tendra como resultado una amplificacién limitada del genoma del
VAAry, por consiguiente, niveles bajos de expresion de la secuencia heteréloga.

Debido a que puede haber dificultades para obtener niveles suficientes de expresion de secuencias heterdlogas a
partir de vectores VAAr y de virus que contengan tales vectores, son deseables mejoras que incrementen la eficacia
de expresion.

Sumario de la invenciéon

La invencién proporciona composiciones para una expresion mejorada de una secuencia heteréloga (esto es, no
virica) por un vector de VAA recombinante, y por virus recombinantes que contengan tal vector.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencion proporciona una preparacion de virus adenoasociado recombinante de
acuerdo con la Reivindicacion 1.

Por tanto, los inventores describen un vector VAAr que contiene un polinucleétido monocatenario, con un extremo 5'
y un extremo 3', que contiene una secuencia heterologa flanqueada en uno o en ambos extremos por una repeticion
terminal invertida (ITR) del VAA, conteniendo dicha secuencia heteréloga una o mas regiones capaces de tener un
apareamiento de bases intracatenario (esto es, que forman pares de bases intracatenarios), vectores VAAr que son
capaces de ser empaquetados en una particula virica de VAA.

En algunas realizaciones, la secuencia heterdloga forma pares de bases esencialmente a lo largo de toda su
longitud, de manera analoga por tanto a una forma replicativa (RF) del VAA. En tales realizaciones, la complejidad
de secuencia de la secuencia heteréloga es alrededor de la mitad de la longitud de la secuencia heteréloga. En
algunas realizaciones, el polinucleétido del VAAr contiene una ITR interna adicional (esto es, una ITR no terminal),
preferiblemente en el centro aproximadamente de la Unica cadena.

Se describen también células hospedadoras que contienen los vectores viricos recombinantes de la invencién. En
otro aspecto, se describen en el presente documento bibliotecas de vectores viricos recombinantes.

Los inventores describen métodos para producir particulas de parvovirus, tales como particulas de virus VAA, que
contienen los vectores de parvovirus recombinantes (incluyendo VAAr) descritos en el presente documento. Estos
métodos incluyen la utilizacién de un vector parvovirus monocatenario (por ejemplo VAAr) en el que la longitud del
vector es aproximadamente la mitad de la longitud del genoma del parvovirus nativo (por ejemplo VAA) y donde el
vector contiene una secuencia de nucledtidos heteréloga y una o mas secuencias repetidas terminales invertidas
(ITR) flanqueando dicha secuencia heterdloga. El vector es introducido en una célula hospedadora que proporciona
la funcion rep, la funcién cap y, cuando es necesario, funciones cooperadoras; y la célula hospedadora infectada es
incubada bajo condiciones que conducen a la replicacién y a la encapsidacion del virus. Son proporcionados
también por la invencion vectores viricos recombinantes (esto es, poblaciones de vectores viricos recombinantes)
producidos de acuerdo con este método, asi como virus que contienen tales vectores (esto es, poblaciones de virus
que contienen tales vectores).

En otro aspecto, la invencion incluye una preparacion para ser utilizada en un método para la introduccion de una
secuencia heterdloga (tal como un gen de interés) en una célula hospedadora utilizando los vectores descritos en el
presente documento y métodos para la expresion de una secuencia heterologa (tal como un producto génico de
interés) en una célula hospedadora, tal como células de mamifero, utilizando los vectores descritos en el presente
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documento. Los métodos comprenden la puesta en contacto de un vector de VAA recombinante de la invencién, que
contiene una secuencia o gen de interés, o una particula de VAAr que contiene tal vector, con una célula
hospedadora bajo condiciones que permitan la captacion del o de los vectores (que son un polinucleétido exégeno),
mediante lo cual el vector de VAA recombinante es transfectado en la célula hospedadora. En el caso de expresion,
una region o secuencia codificante de la secuencia heteréloga es transcrita y/o traducida.

Ademas, la invencién proporciona métodos para explorar, o identificar un fenotipo asociado con la expresiéon de una
region codificante en un vector de VAA recombinante de la invencién. Dichos métodos seran utiles, por ejemplo, en
técnicas de identificacion de diana y de validacion de diana. Estos métodos implican someter una célula (o poblaciéon
de células) que contiene vector o vectores de VAA recombinantes descritos en el presente documento a condiciones
favorables para la expresion, y comparar el fenotipo de esta célula o estas células con un fenotipo de una célula o
células que no contienen dicho vector recombinante, donde una diferencia de fenotipo indica un fenotipo asociado
con la expresion de la regidn o regiones codificantes del vector o los vectores virales recombinantes. Estos métodos
incluyen la etapa de introducir el vector o los vectores virales recombinantes de interés.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para construir una biblioteca de acuerdo con la Reivindicacion
8.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un diagrama esquematico del ciclo vital del VAA.

La Figura 2 es un diagrama esquematico de la conversién de un genoma de VAA monocatenario entrante en una
forma replicativa (RF) bicatenaria. En el caso de un genoma de VAA nativo, la formacion de la RF permite la
expresion de los genes rep y cap; en el caso de un vector VAAr, la formacion de la RF permite la expresion de un
transgén (esto es, del gen contenido en el casete de expresion).

La Figura 3 es un diagrama esquematico que muestra un modelo para la replicacion del VAA. Una cadena "mas"
(parte izquierda de la figura) o una cadena "menos" (parte derecha de la figura) es convertida primeramente en
una RF bicatenaria. Un segundo ciclo de replicacion genera un concatémero cabeza-cabeza o cola-cola, donde
"cabeza" se define arbitrariamente como el extremo izquierdo (o extremo 5' de la cadena "mas") y "cola" se
define arbitrariamente como el extremo derecho (o extremo 5' de la cadena "menos").

La Figura 4 es un diagrama esquematico de genomas del VAA DI (interferentes defectuosos). EI genoma del
VAA esta representado en las dos moléculas superiores en su forma bicatenaria con ambos extremos abiertos
(resueltos) o con un extremo cerrado como en la RF. Las dos moléculas inferiores ilustran la consecuencia de
introducir una delecion entre dos sitios & y &'. Si la region entre & y &' es aproximadamente el 50% o mas del
genoma del VAA, entonces la molécula representada en la parte mas inferior puede ser empaquetada
directamente en una capsida del VAA. Adaptado de Carter (1983) En "The Parvoviruses" (K.I. Berns, ed.)
Plenum Press, New York, pp. 209-258.

Las Figuras 5A-5E ilustran la construccion de un vector AAV-GFP de tamafio mitad.

Las Figuras 6A-6F ilustran dos estrategias para la construccion de vectores AAV-GFP de tamafio completo.

Las Figuras 7A-7B son reproducciones a media tinta del analisis mediante electroforesis en gel de agarosa del
ADN del vector procedente de particulas viricas. Los valores del peso molecular, determinado mediante el
analisis paralelo de marcadores, estan mostrados a la izquierda.

La Figura 7A muestra una electroforesis bajo condiciones alcalinas. La Calle 1 muestra el analisis de un
fragmento de ADN que contiene el genoma del vector de tamafio mitad aislado del plasmido pAAVGFP(0.5). La
Calle 2 muestra ADN aislado de particulas del vector de tamafio mitad. La Calle 3 muestra el analisis de un
fragmento de ADN que contiene el genoma de un vector de tamafio completo aislado del plasmido
pAAVGFP(Sal). La Calle 4 muestra ADN aislado de las particulas con el vector de tamafio completo.

La Figura 7B muestra una electroforesis bajo condiciones neutras. La Calle 1 muestra el analisis de un fragmento
de ADN que contiene el genoma de un vector de tamarfio mitad aislado del plasmido pAAVGFP(0.5). La Calle 2
muestra el analisis de un fragmento de ADN que contiene el genoma de un vector de tamafio mitad aislado del
plasmido pAAVGFP(0.5) que fue desnaturalizado antes de ser cargado en el gel. La Calle 3 muestra el analisis
de ADN aislado de particulas con el vector de tamafio mitad. La Calle 4 muestra ADN aislado de particulas con el
vector de tamafio mitad que fue desnaturalizado antes de ser cargado en el gel. La Calle 5 muestra el analisis de
un fragmento de ADN que contiene el genoma de un vector de tamafio completo aislado del plasmido
pAAVGFP(Sal). La Calle 6 muestra el analisis de un fragmento de ADN que contiene el genoma de un vector de
tamafio completo aislado del plasmido pAAVGFP(Sal) que fue desnaturalizado antes de ser cargado en el gel. La
Calle 7 muestra ADN aislado de particulas con el vector de tamafo completo. La Calle 8 muestra ADN aislado de
particulas con el vector de tamafio completo que fue desnaturalizado antes de ser cargado en el gel.

Las Figuras 8A-8B son reproducciones a media tinta del analisis mediante electroforesis en gel de agarosa de
genomas de ADN del vector procedentes de células infectadas.

La Figura 8A muestra una electroforesis bajo condiciones neutras. La Calle 1 muestra el analisis de un fragmento
de ADN que contiene el genoma de un vector de tamarfio mitad aislado del plasmido pAAVGFP(0.5). La Calle 2
muestra ADN aislado de particulas con el vector de tamafio mitad. La Calle 3 muestra ADN del vector procedente
de células Hela infectadas con adenovirus aislado 6 horas después de la infeccién con el vector de tamafio
mitad. La Calle 4 muestra ADN del vector procedente de células Hela aislado 6 horas después de la infeccion
con el vector de tamafo mitad. La Calle 5 muestra ADN del vector procedente de células Hela aislado 24 horas
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después de la infeccién con el vector de tamaio mitad. La Calle 6 muestra ADN del vector procedente de células
Hela aislado 48 horas después de la infeccién con el vector de tamafio mitad. La Calle 7 muestra ADN del vector
procedente de células Hela aislado 72 horas después de la infeccion con el vector de tamafio mitad. La Calle 8
muestra el analisis de un fragmento de ADN que contiene el genoma de un vector de tamafio completo aislado
de pAAVGFP(Sal). La Calle 9 muestra ADN aislado de particulas con el vector de tamafio completo. La Calle 10
muestra ADN del vector procedente de células Hela infectadas con adenovirus aislado 6 horas después de la
infeccion con el vector de tamafio completo. La Calle 11 muestra ADN del vector procedente de células HelLa
aislado 6 horas después de la infeccién con el vector de tamafio completo. La Calle 12 muestra ADN del vector
procedente de células Hela aislado 24 horas después de la infeccién con el vector de tamafio completo. La Calle
13 muestra ADN del vector procedente de células HelLa aislado 48 horas después de la infeccion con el vector
de tamarfio completo. La Calle 14 muestra ADN del vector procedente de células HelLa aislado 72 horas después
de la infeccién con el vector de tamafio completo.

La Figura 8B muestra una electroforesis bajo condiciones alcalinas. Las denominaciones de las calles son las
mismas que en la Figura 8A. Los valores del peso molecular, determinados mediante el analisis paralelo de
marcadores, estan mostrados a la izquierda.

Las Figuras 9A-9B son reproducciones a media tinta del analisis mediante electroforesis en gel de agarosa de
genomas de ADN del vector procedentes de particulas fraccionadas en gradientes de CsCl. La Figura 9A
muestra una electroforesis bajo condiciones neutras. La Figura 9B muestra una electroforesis bajo condiciones
alcalinas.

Las denominaciones de las calles son las mismas para ambas Figuras 9A y 9B. Las Calles 1-5 muestran el
analisis de los genomas de vectores procedentes de particulas con el vector de tamafio mitad. La Calle 1
muestra el analisis de particulas que forman bandas a una densidad de 1,388 g/ml. La Calle 2 muestra el analisis
de particulas que forman bandas a una densidad de 1,379 g/ml. La Calle 3 muestra el analisis de particulas que
forman bandas a una densidad de 1,375 g/ml. La Calle 4 muestra el analisis de particulas que forman bandas a
una densidad de 1,371 g/ml. La Calle 5 muestra el analisis de particulas que forman bandas a una densidad de
1,362 g/ml. Las Calles 6-10 muestran el analisis de genomas de vectores procedentes de particulas con el vector
de tamafio completo. La Calle 6 muestra el analisis de particulas que forman bandas a una densidad de 1,394
g/ml. La Calle 7 muestra el analisis de particulas que forman bandas a una densidad de 1,387 g/ml. La Calle 8
muestra el analisis de particulas que forman bandas a una densidad de 1,381 g/ml. La Calle 9 muestra el analisis
de particulas que forman bandas a una densidad de 1,377 g/ml. La Calle 10 muestra el analisis de particulas que
forman bandas a una densidad de 1,372 g/ml. Los valores del peso molecular, determinados mediante el analisis
paralelo de marcadores, estan mostrados a la izquierda.

La Figura 10 representa la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de fusidon TNFR:Fc procedente de la
Patente de EE.UU. N° 5.605.690.

Modos de llevar a cabo la invencién

Los inventores han descubierto que la capacidad de un vector parvovirico recombinante para formar pares de bases
intracatenarios contribuye a incrementar los niveles y/o la velocidad de expresion de una secuencia heterdloga
contenida en tal vector. Los vectores VAAr que contenian dos copias de la proteina fluorescente verde (GFP) en
orientacion opuesta, y que eran por consiguiente capaces de formar una molécula bicatenaria debido al
apareamiento de bases intracatenario, mostraban niveles de expresion significativamente mayores (indicados por el
porcentaje de células que expresaban el gen informador) en células 293 y HeLa en comparacién con otro vector que
no era capaz de formar apareamiento de bases intracatenario del gen de la GFP. Los resultados observados en
células Hela son particularmente sorprendentes, ya que se sabe que estas células son ineficaces para expresar
vectores VAAr. La propiedad del apareamiento de bases intracatenario es particularmente ventajosa en contextos en
los cuales es deseable obtener una expresion mas eficaz de una secuencia heterdloga, tal como en ciertas
aplicaciones de terapia génica y en el cribado de productos gendmicos. Tipos celulares que habian sido
considerados tradicionalmente como no permisivos en el sentido de una expresion ineficaz (ya sea debido a la
variacion con el tiempo de la expresidon y/o a los niveles de expresion) de vectores parvoviricos, son ahora
hospedadores utilizables, practicos.

Sin desear estar ligado a ninguna teoria, el nivel y/o la velocidad de expresion incrementados por los vectores VAAr
en la preparacién de la invencion pueden deberse a su facilidad para formar una estructura bicatenaria. Como el
genoma del VAA nativo existe como una molécula de ADN monocatenaria en el virién, la expresion de una
secuencia heterologa en un vector VAAr depende de la formacion de una forma replicativa bicatenaria, ya que la
transcripcion requiere un molde de doble hebra. Por consiguiente, la conversion del genoma de un vector de VAA
recombinante en una forma replicativa bicatenaria (un proceso conocido también como "activacion metabdlica”" del
vector) es una etapa critica en la expresion de una secuencia heteréloga. Si el genoma de un vector entrante esta en
forma bicatenaria o esta en una forma a partir de la cual puede adoptar rapidamente una conformacién bicatenaria,
proporcionando moldes para la transcripcion mas eficaces y/o mas tempranos durante el ciclo infectivo, se
incrementa la expresion de una secuencia insertada en comparacion con otros vectores VAAr. Expresado de forma
diferente, el genoma de un vector VAAr activado metabdlicamente se convertira en bicatenario con una cinética de
orden cero, ya sea en una particula de virus o en una célula infectada. Por tanto, para los vectores VAAr de la
invencion activados metabdlicamente, la formaciéon de una estructura de bases apareadas no es una etapa critica
ni/o limitante de la velocidad en la expresion de una secuencia heteréloga o gen heterélogo de interés.
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Por tanto, los inventores describen vectores VAAr capaces de formar apareamiento de bases intracatenario de
secuencias heterdlogas, asi como composiciones y células hospedadoras que contienen estos vectores. La
invencion proporciona también métodos que utilizan estos vectores tales como transfeccion, transduccion, expresion
y cribado de productos genémicos.

Segun se indico anteriormente, la expresion de una secuencia heterdloga, tal como un transgén, a partir de un
vector parvovirico recombinante, tal como un vector VAAr, depende de varias etapas, comenzando con la entrada en
la célula hospedadora, la conversion de la forma monocatenaria en una forma bicatenaria y la transcripcion y la
traduccion de la secuencia heteréloga. Este proceso tiene lugar en células que son clasificadas fenotipicamente en
la técnica como permisivas. Como es conocido de manera general por los expertos en la técnica, los términos
transduccion, transcripcion, traduccion y permisividad son acontecimientos molecularmente y fenotipicamente
distinguibles que pueden ser medidos todos ellos experimentalmente (y lo han sido en varias publicaciones) por la
expresion del transgén segun métodos conocidos por los expertos en la técnica y descritos en el presente
documento. La invencion descrita en el presente documento se refiere a vectores de VAA recombinantes que
presentan una eficacia incrementada de la expresion de una secuencia heterdloga y por tanto pueden ser referidos
por los expertos en la técnica como vectores que mejoran la traduccién, convierten a las células en permisivas y/o
incrementan las velocidades de transcripcion o traduccion.

Técnicas Generales

La practica de la presente invencion emplea, a no ser que se indique de otro modo, técnicas convencionales de
virologia, bioguimica, biologia molecular, microbiologia, genética, ADN recombinante y campos relacionados que
estan dentro de la experiencia en la técnica. Estas técnicas estan explicadas en profundidad en la literatura. Ver, por
ejemplo, Maniatis, Fritsch y Sambrook, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1982); Sambrook, Fritsch y Maniatis, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL,
Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Ausubel y col., CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons (1987 y actualizaciones anuales), y referencias relacionadas.

Definiciones

Segun se utiliza en el presente documento, la forma en singular "un”, "una", "el" y "la" incluye las referencias en
plural, a no ser que se indique de otro modo. Por ejemplo, un polinucleétido que contiene "una" regidon que forma
apareamiento de bases intracatenario puede incluir una o mas de tales regiones.

"Recombinante” se refiere a una entidad genética distinta de la encontrada generalmente en la naturaleza. Aplicado
a un polinucleétido o gen, este término significa que el polinucledtido es el producto de diferentes combinaciones de
etapas de clonaje, restriccion y/o ligadura, y de otros procedimientos que tienen como resultado la produccion de
una construccién que es distinta del polinucleétido encontrado en la naturaleza.

Un "vector", segun se utiliza en el presente documento, se refiere a un plasmido o virus recombinante que contiene
un polinucledtido que va a ser administrado a una célula hospedadora, ya sea in vitro o in vivo. El polinucleétido que
va a ser administrado, referido algunas veces como "secuencia heteréloga”, "polinucleétido diana", "transgén" o "gen
de interés", puede contener una secuencia de interés en terapia génica (tal como un gen que codifique una proteina
o un transcrito de ARN, tal como un transcrito antisentido o un ribozima, de interés terapéutico) y/o un marcador

seleccionable o detectable.

Un "vector virico recombinante" se refiere a un vector polinucleotidico recombinante que contiene una o mas
secuencias heterologas (esto es, una secuencia de polinucleétidos que no es de origen virico). En el caso de
vectores parvoviricos recombinantes, el polinucledtido recombinante esta flanqueado por al menos una,
preferiblemente dos, secuencias repetidas terminales invertidas (ITRs).

Un "vector de VAA recombinante (vector VAAr)" se refiere a un vector polinucleotidico que contiene una o mas
secuencias heterologas (esto es, secuencias de polinucledtidos que no son de origen VAA) que estan flanqueadas
por al menos una, preferiblemente dos, secuencias repetidas terminales invertidas (ITRs) del VAA. Tales vectores
VAAr pueden ser replicados y empaquetados en particulas viricas infecciosas cuando estan presentes en una célula
hospedadora que ha sido infectada con un virus auxiliar adecuado (o que esta expresando funciones cooperadoras
adecuadas) y que esta expresando los productos de los genes rep y cap del VAA (esto es, las proteinas Rep y Cap
del VAA). Cuando un vector VAAr esta incorporado en un polinucleétido mas grande (por ejemplo en un cromosoma
o en otro vector tal como un plasmido utilizado para clonaje o transfeccién), el vector VAAr puede ser entonces
referido como un "provector" que puede ser "rescatado” mediante replicacion y encapsidacion en presencia de
funciones de empaquetamiento del VAA y de funciones cooperadoras adecuadas. Un VAAr puede estar en
cualquiera de varias formas, incluyendo, pero sin limitarse a, plasmidos, cromosomas artificiales lineales,
acomplejado con lipidos, encapsulado en liposomas y, muy preferiblemente, encapsidado en una particula virica, en
particular de VAA.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2478 635 T3

Un vector VAAr puede ser empaquetado en una particula virica de VAA para generar un "virus adenoasociado
recombinante" (VAAr). El vector de tamafio maximo que puede ser empaquetado para dar lugar a una particula
virica infecciosa es de 5,2 kb aproximadamente.

"Heterologo" significa derivado de una entidad genotipicamente distinta de la del resto de la identidad con la cual se
compara o en la que se introduce o incorpora. Por ejemplo, un polinucleétido introducido mediante técnicas de
ingenieria genética en un tipo celular diferente es un polinucleédtido heterélogo (y, cuando se expresa, puede
codificar un polipéptido heterélogo). De manera similar, una secuencia celular (por ejemplo un gen o una porcion del
mismo) que esta incorporada en un vector virico, es una secuencia de nucleétidos heteréloga con respecto al vector.
Para los fines de esta invencion, "heterélogo" significa heterélogo con respecto a un virus que es la base de un
vector virico recombinante. Por consiguiente, y como ejemplo, un vector VAAr de la invencién puede ser utilizado
para introducir y/o expresar una secuencia de mamifero, y por tanto "heteréloga”, en una célula de mamifero.

Una "region" de un polinucledtido es una secuencia de nucleétidos contiguos. Una region puede ser al menos
aproximadamente cualquiera de las siguientes: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 75, 85, 100, 110, 120, 130,
145, 150, 160, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o mas nucleotidos contiguos.

Una "region codificante” de un polinucledtido (en esta invencion, una "regidon codificante” de una secuencia
heterdloga) es una secuencia de nucledtidos contiguos que da lugar en una célula hospedadora a un producto de
transcripcion y/o traduccion. Por ejemplo, una "region codificante” puede dar lugar a una molécula de ARN tal como
un transcrito antisentido, un ribozima. Como otro ejemplo no limitante, una regién codificante puede dar lugar a un
polipéptido. Se comprende que la "regidon codificante" puede dar lugar a todo o a una porcion de un producto de
transcripcion o de traduccion, asi como a variantes y otras formas modificadas. El producto de transcripcion y/o
traduccion deseado puede presentar o no una funcién (esto es, puede presentar o no un fenotipo detectable o
medible cuando esta presente en una célula hospedadora). Esto tiene especialmente importancia en las
aplicaciones de cribado de productos gendmicos, en las cuales secuencias candidato son analizadas para
determinar una funcién. Una region codificante puede ser al menos aproximadamente cualquiera de las siguientes:
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 75, 85, 100, 110, 120, 130, 145, 150, 160, 175, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500 o mas nucledtidos contiguos.

Una "region (o secuencia) que forma pares de bases intracatenarios" (incluyendo una regién codificante que forma
pares de bases intracatenarios) es una regiéon (tal como una regién codificante) que es complementaria en
secuencia a otra region de la misma cadena, y que es capaz por tanto de formar pares de bases con la secuencia
complementaria, esto es, es capaz de autohibridacion. Las interacciones de pares de bases tienen lugar de acuerdo
con propiedades moleculares bien conocidas y reconocidas en la técnica de las bases de nucledtidos, de tal manera
que la adenina se aparea con la timina o el uracilo y la guanina se aparea con la citosina. Por tanto, la adenina es
complementaria a la timina y al uracilo, y viceversa; de manera similar, la guanina es complementaria a la citosina y
viceversa. Si una primera secuencia polinucleotidica es complementaria a lo largo de toda su longitud a una
segunda secuencia polinucleotidica, se dice que la dos secuencias son perfectamente complementarias, estan
perfectamente apareadas o son totalmente complementarias entre si. Si una mayoria de bases de una primera
secuencia polinucleotidica es complementaria a la mayoria de bases de una segunda secuencia polinucleotidica,
pero una o mas bases no son complementarias, se dice que las dos secuencias de polinucleétidos son
sustancialmente complementarias entre si si su grado de complementariedad es suficiente para permitir la formacion
de duplices. Se comprende que, para los fines de esta invencién, un vector virico recombinante que contiene una
secuencia o region que forma pares de bases intracatenarios presenta una expresion incrementada cuando se
compara con un vector por lo demas similar (o idéntico) excepto por el grado de apareamiento de bases
intracatenario. Por tanto, el grado de apareamiento de bases intracatenario no necesita ser el 100% de la secuencia,
sino que puede ser al menos aproximadamente cualquiera de los siguientes: 25%, 40%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 88%, 90%, 92%, 95%, 98%, 99%. El apareamiento de bases intracatenario es suficiente para permitir la
transcripciéon sin una replicacion de ADN previa de la cadena. Generalmente, para los fines de esta invencion,
existiran pares de bases intracatenarios en una célula hospedadora durante la expresion y/o la replicacion de la
region codificante de interés. Los pares de bases intracatenarios podran tener lugar, pero no necesariamente, antes
de que un vector virico recombinante de la invencidon sea introducido en una célula hospedadora, tal como
empaquetado en una particula de VAAr.

Una "repeticiéon terminal invertida" o secuencia "ITR", es un término bien conocido en la técnica y se refiere a
secuencias relativamente cortas encontradas en los extremos de los genomas viricos que estan en orientacion
opuesta.

Una secuencia "repetida terminal invertida (ITR) del VAA", un término bien conocido en la técnica, es una secuencia
de 145 nucledtidos aproximadamente que esta presente en ambos extremos del genoma del VAA monocatenario
nativo. Los 125 nucleétidos mas al extremo de la ITR pueden estar presentes en cualquiera de las dos orientaciones
alternativas, dando lugar a heterogeneidad entre diferentes genomas del VAA y entre los dos extremos del genoma
de un uUnico VAA. Los 125 nucledtidos mas al extremo contienen también varias regiones mas cortas de
autocomplementariedad, permitiendo que tenga lugar el apareamiento de bases intracatenario en esta porcion de la
ITR.
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Un "virus auxiliar" de VAA se refiere a un virus que permite al VAA (que es un parvovirus defectuoso) ser replicado y
empaquetado por una célula hospedadora. Se han identificado varios de tales virus auxiliares incluyendo
adenovirus, virus herpes y poxvirus tales como vaccinia. Los adenovirus incluyen varios subgrupos diferentes,
aunque el mas comunmente utilizado es el adenovirus de tipo 5 del subgrupo C (Ad5). Se conocen numerosos
adenovirus de origen humano, de mamifero no humano y de origen aviar, y estan disponibles en depdsitos tales
como la ATCC. Virus de la familia herpes, que estan también disponibles en depdsitos tales como la ATCC, incluyen,
por ejemplo, virus del herpes simple (VHS), virus de Epstein-Barr (VEB), citomegalovirus (CMV) y virus de la
pseudorrabia (VPR).

"Funcion cooperadora" se refiere a una actividad requerida para la replicacion y/o el empaquetamiento de un
parvovirus pero que no esta codificada en ese parvovirus. La funcién cooperadora puede ser proporcionada por un
virus auxiliar. Se cree también que las funciones cooperadoras estimulan la transcripcion de algunos promotores del
VAA, incluyendo p5, y pueden incrementar la procesividad de replicacion en las células en las que se expresan las
funciones cooperadoras.

Un "promotor", segun se utiliza en el presente documento"”, se refiere a una secuencia de nucleétidos que dirige la
transcripcion de un gen o secuencia codificante a la cual esta unida operativamente.

"Unidos operativamente" se refiere a la disposicion de dos o mas componentes, donde los componentes asi
descritos estan en una relaciéon que les permite funcionar de manera coordinada. A modo de ilustracion, una
secuencia reguladora de la transcripcion o promotor esta unida operativamente a una secuencia codificante si la
secuencia reguladora de la transcripcion o promotor facilita algin aspecto de la transcripcion de la secuencia
codificante. Aspectos del proceso de la transcripcion incluyen, pero no se limitan a, inicio, elongacién, atenuacion y
terminacion. Una secuencia reguladora de la transcripcion unida operativamente esta generalmente unida en cis a la
secuencia codificante, pero no es necesariamente directamente adyacente a la misma.

Un "replicon" se refiere a un polinucledtido que contiene un origen de replicacion que permite la replicacion del
polinucledtido en una célula hospedadora apropiada. Ejemplos de replicones incluyen virus, episomas (incluyendo
plasmidos), asi como cromosomas (tales como cromosomas nucleares o mitocondriales).

Un "origen de replicacion" es una secuencia de nucleétidos implicada en uno o mas aspectos del inicio de la
replicacion del ADN del VAA, tal como, por ejemplo, el inicio de la replicacion, el desenrollamiento del ADN
bicatenario, la formacién de cebadores y/o la sintesis de una hebra complementaria dirigida por el molde. El origen
de replicacion del VAA esta situado en la secuencia repetida terminal invertida (ITR) del VAA y facilita la replicacion
de secuencias a las que esta unido operativamente. En la practica de la invencion, el origen del VAA puede ser
sustituido por una secuencia similar a ori, segun se describe en la PCT copropiedad WO 99/20779.

"Empaquetamiento” se refiere a una serie de acontecimientos subcelulares que tienen como resultado el ensamblaje
y la encapsidacion de un vector virico, tal como un vector VAAr. Por tanto, cuando un vector adecuado es
introducido bajo condiciones apropiadas en una linea celular de empaquetamiento, puede ser ensamblado para dar
lugar a una particula virica.

"Transduccion" es la introduccion de un gen exdgeno en una célula mediante infeccion virica, donde el gen exégeno
es parte de un genoma virico recombinante.

Los "genes rep y cap" son genes que codifican proteinas de replicacién y encapsidacion, respectivamente. Los
"genes rep y cap del VAA" son genes del VAA que codifican proteinas de replicacion y encapsidacion. Se han
encontrado proteinas de rep y cap del VAA en todos los serotipos de VAA examinados, y estan descritas en el
presente documento y en las referencias citadas. En el VAA de tipo salvaje, los genes rep y cap se encuentran
generalmente adyacentes entre si dentro del genoma virico (esto es, estan "acoplados" juntos como unidades
transcripcionales contiguas o solapantes) y en general estan conservados entre los serotipos de VAA. Los genes rep
y cap del VAA pueden ser referidos individualmente y colectivamente como "genes de empaquetamiento del VAA".
Pueden utilizarse también en la presente invencion genes de empaquetamiento del VAA que hayan sido modificados
por una delecion o una mutacién puntual, o que hayan sido subdivididos en componentes que puedan ser unidos de
nuevo mediante recombinacion (por ejemplo, segun esta descrito en la PCT copropiedad WO 98/27204, cuya
descripcion se incorpora de este modo por referencia). Los genes de empaquetamiento del VAA pueden ser también
unidos operativamente a otras secuencias reguladoras de la transcripcion, incluyendo secuencias promotoras,
intensificadoras y de poliadenilacién ("poliA") (secuencias reguladoras de la transcripcion adicionales que pueden ser
también heterdlogas). Un "casete de empaquetamiento del VAA" es una construcciéon recombinante que incluye uno
0 mas genes de empaquetamiento del VAA.

Una "célula hospedadora” es una célula que ha sido o puede ser receptora de un(os) vector(es) de esta invencion y
la progenie de la misma. La progenie puede no ser necesariamente completamente idéntica (en morfologia o en
gendmica del complemento de ADN total) a la célula parental original debido a una mutacién natural, accidental o
deliberada. Las células hospedadoras son preferiblemente células eucaridticas, preferiblemente células de
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mamifero, muy preferiblemente células humanas.

Los términos "gen terapéutico"”, "polinucledtido diana", "transgén”, "gen de interés", "secuencia heteréloga", etcétera,
se refieren de manera general a una secuencia o secuencias que van a ser transferidas utilizando un vector.
Preferiblemente, tales secuencias estan localizadas en un vector parvovirico recombinante, mas preferiblemente en
un vector VAAr (vector que esta flanqueado por al menos una, preferiblemente dos, regiones ITR, y que por tanto
puede replicarse y ser encapsidado en particulas de VAAr). Pueden utilizarse en esta invencion polinucleétidos
diana para generar vectores parvoviricos recombinantes (preferiblemente VAAr) para varias aplicaciones diferentes.
Tales polinucleétidos incluyen, pero no se limitan a: (i) polinucleétidos que codifican proteinas utiles en otras formas
de terapia génica para aliviar deficiencias causadas por niveles ausentes, defectuosos o subdptimos de una proteina
estructural o de un enzima; (ii) polinucleétidos que son transcritos para dar moléculas antisentido; (iii) polinucleétidos
que son transcritos para dar lugar a sefiuelos que se unen a factores de transcripcion o de traduccion; (iv)
polinucledtidos que codifican moduladores celulares tales como citoquinas; (v) polinucleétidos que pueden convertir
a las células receptoras en susceptibles a farmacos especificos, tal como el gen de la timidina quinasa del virus
herpes; (vi) polinucleétidos para terapia del cancer, tales como los genes supresores de tumores E1A o los genes
supresores de tumores p53 para el tratamiento de diferentes canceres y (vii) polinucleétidos que codifican antigenos
o anticuerpos. Para llevar a cabo la expresion del transgén en una célula hospedadora receptora, el mismo esta
preferiblemente unido operativamente a un promotor o a otra secuencia reguladora de la transcripcion similar, ya sea
su propio promotor o un promotor heterélogo. Se conocen en la técnica un gran nimero de promotores adecuados,
cuya eleccion depende del nivel deseado de expresion del polinucledtido diana; de si se desea una expresion
constitutiva, una expresion inducible, una expresion especifica de una célula o una expresion especifica de un tejido,
etc. El vector recombinante puede contener también un marcador seleccionable.

Un "producto génico" es un producto codificado por una secuencia de acido nucleico, preferiblemente una secuencia
de ADN, y puede ser ARN o proteina. Ejemplos de productos génicos que son ARN incluyen ARNm, ARNr, ARNt,
ARN estructural, ARN catalitico y ribozimas. Ejemplos de productos génicos que son proteinas, codificados por
medio de un ARNm intermedio, incluyen proteinas estructurales y enzimas.

El término "expresion" incluye transcripcion y/o traduccion. Los métodos para detectar la transcripcion, tal como el
analisis Northern, y la traduccion, tal como el analisis Western o el ELISA, son bien conocidos en la técnica. Estos
métodos permiten también medir diferencias de niveles de transcripcion y/o traduccién, ya sean esas diferencias
entre diferentes vectores, diferentes tiempos, diferentes células hospedadoras, etc.

"Polinucledtido” se refiere a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud. Los polinucleétidos pueden
comprender ribonucledtidos, desoxirribonucleotidos, analogos de los mismos o cualquier combinacién de los
anteriores. El término incluye acidos nucleicos monocatenarios, bicatenarios y tricatenarios, asi como estructuras de
orden superior, tales como cuartetos. Incluye también polinucleétidos modificados tales como polinucledtidos
metilados o con casquete ("capped"), y andlogos de polinucleétidos tales como acidos nucleicos de poliamida
(peptidicos). Los polinucledtidos pueden ser moléculas lineales, ramificadas o circulares. Un polinucleétido lineal
tiene dos extremos; en el caso de un polinucleétido monocatenario, éstos pueden ser caracterizados como un
extremo 5'y un extremo 3.

El término "complejidad de una secuencia" o "complejidad” se refiere a la cantidad total de secuencia Unica presente
en un polinucledtido. Por ejemplo, una secuencia de nucleétidos no repetida con una longitud de 500 nucledtidos,
tiene una complejidad de 500 nucleétidos, mientras que una secuencia que tiene una longitud de 500 nucleétidos y
que esta compuesta por dos copias de una secuencia de 250 nucledtidos idénticas (o casi idénticas) tiene una
complejidad de 250 nucledtidos. La complejidad de la secuencia puede ser determinada mediante la medida de la
tasa de reasociacion entre dos polinucleétidos complementarios, correlacionandose una complejidad mas elevada
con tasas menores. Ver, por ejemplo, Britten y col. (1985) en "Nucleic Acid Hybridisation: A Practical Approach" (ed.
B.D. Hames & S.J. Higgins) IRL Press, Oxford, Capitulo 1, pp. 3-15 y las referencias citadas en el mismo. La
complejidad de la secuencia puede ser determinada también directamente mediante secuenciacion del ADN.

Una "biblioteca" es una poblacién de vectores, en la que los vectores individuales contienen diferentes secuencias
heterdlogas, y las secuencias heterdlogas reflejan la poblacién de acidos nucleicos de, por ejemplo, una célula,
tejido o etapa del desarrollo particular. Por ejemplo, una "biblioteca de ADNc" es una poblacién de vectores que
contienen una pluralidad de insertos de ADNc distintos, donde los insertos de ADNc derivan de una poblaciéon de
ARNm. Una "biblioteca gendmica" es una poblacién de vectores que tienen una pluralidad de insertos distintos, en
los que cada inserto representa una porcion del genoma de una célula o de un organismo.

Las condiciones que "permiten" que tenga lugar un acontecimiento, tal como la captacion de un polinucleétido
exdgeno, tal como un vector virico recombinante, en una célula, tal como una célula de mamifero, o la infeccién por
un virus, son condiciones que no impiden que tengan lugar tales acontecimientos. De este modo, estas condiciones
permiten, intensifican, facilitan y/o conducen al acontecimiento, tal como la entrada del polinucleétido exdgeno en la
célula. Tales condiciones, conocidas en la técnica y descritas en el presente documento, dependen de la naturaleza
de la célula asi como del polinucleétido exdgeno (esto es, de si es introducido como un vector desnudo, formando
complejos o empaquetado). Estas condiciones dependen también del acontecimiento que se desee, tal como la
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expresion o la infeccion.

Un "fenotipo" es un acontecimiento o condicién celular y/o molecular detectable que surge de la composicion
genética de una célula u organismo.

Un "individuo" es un vertebrado, preferiblemente un mamifero, e incluye, pero sin limitarse a, animales domésticos,
animales de granja, roedores, primates y humanos.

Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para producir resultados beneficiosos o deseados, incluyendo
resultados clinicos. Una cantidad eficaz puede ser administrada en una o mas administraciones. En términos de un
estado de enfermedad, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para mejorar, estabilizar o retrasar el
desarrollo de una enfermedad.

Vectores viricos recombinantes de la invencién y composiciones que contienen los vectores viricos
recombinantes

Los inventores describen vectores VAA recombinantes que contienen secuencias de nucleétidos heterélogas
monocatenarias en las cuales una o mas regiones forman pares de bases intracatenarios. Técnicas para producir y
utilizar vectores virales estan descritas en el oficio.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona vectores VAAr polinucleotidicos monocatenarios en los cuales
una o mas regiones de la secuencia heteréloga, que comprende la secuencia codificante, forman pares de bases
intracatenarios. Los vectores VAAr de la invencion contienen un extremo 5' y un extremo 3' (esto es, no son
circulares) asi como ITR(s) que flanquea(n) uno o ambos extremos.

La(s) region(es) de complementariedad intracatenaria (esto es, la(s) region(es) que forma(n) pares de bases
intracatenarios) en el vector virico recombinante es(son) posicionalmente y/o cuantitativamente suficiente(s) para
incrementar la expresion de una secuencia de nucleétidos de interés contenida en el vector, en comparacién con un
vector que sea estructuralmente analogo excepto por la posicion y/o la cantidad de apareamiento de bases, de tal
manera que el vector analogo carece de complementariedad intracatenaria suficiente para incrementar la expresion
de la secuencia de nucledtidos de interés. La(s) region(es) de apareamiento de bases intracatenario esta(n) dentro
de la(s) region(es) codificante(s), esto es, el apareamiento de bases intracatenario tiene lugar en una secuencia de
nucledtidos que va a ser expresada. En realizaciones preferidas, la(s) region(es) codificante(s) completa(s) tiene(n)
apareamiento de bases.

Las regiones de complementariedad intracatenaria pueden estar en cualquier lugar a lo largo de la secuencia
heterdéloga y pueden ser de cualquiera de varios tamafos, con respecto a nucleétidos contiguos, y la formacion de
pares de bases intracatenarios es suficiente para permitir la transcripciéon sin replicacion de ADN previo de la
cadena. Ademas, se entiende que la region o secuencia de formacion de pares de bases intracatenarios esta dentro
de una regién codificante de una secuencia heteréloga. En algunas realizaciones, una(s) region(es) esta(n)
adyacente(s) a, o, alternativamente, préoxima(s) a, un extremo (5' o 3'). En otras realizaciones, una(s) region(es)
esta(n) adyacente(s) a, o cerca de, el centro de la molécula del VAAr. Una regidon puede tener al menos
aproximadamente cualquiera de los siguientes: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 75, 85, 100, 110, 120, 130,
145, 150, 160, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o mas nucledtidos contiguos la formacion de pares de bases
intracatenarios es suficiente para permitir la transcripcion sin previa replicacion de ADN de la cadena. En algunas
realizaciones, la cantidad total de secuencia que forma pares de bases intracatenarios (que pueden estar en una o
mas regiones) es mayor de 125 nucledtidos aproximadamente, mayor de 250 nucleétidos aproximadamente, mayor
de 500 nucleodtidos aproximadamente y/o mayor de 1.000 nucledtidos aproximadamente.

Si una secuencia heterdéloga contiene mas de una de tales regiones, las regiones pueden estar separadas por varios
nucledtidos o hasta por varios cientos de nucleétidos. La region debe incluir la secuencia cuya expresion (esto es,
transcripcion y/o traduccion) se desea. Por ejemplo, un vector VAAr puede contener dos secuencias para expresion
antisentido, o dos genes pequefios, contiguos (esto es, sin nucledtidos intermedios) o separados por nucleétidos no
codificantes. El vector contiene también secuencia complementarias (en orientacion opuesta para permitir el
apareamiento de bases) de las dos secuencias "codificantes".

En una realizacion, los vectores de VAA recombinante de la invencion tienen una complejidad de secuencia que es
aproximadamente la mitad de su longitud, con las secuencias dispuestas de tal modo que una porcién de la
molécula contiene un complemento invertido de otra porcion. Bajo estas circunstancias, un vector es capaz de
formar una molécula con rehibridacién intracatenaria ("snap-back") que es bicatenaria a lo largo de la mayor parte o
de toda su longitud, analoga por tanto a la RF producida durante la infeccion por VAA.

En otras realizaciones, el vector VAAr, contiene ademas un ITR interna (esto es, una ITR que esta flanqueada en
ambos lados por secuencias heterélogas), que es distinta de la(s) ITR(s) que flanquea(n) la secuencia heteroéloga.
Esta ITR interna divide preferiblemente la secuencia heteréloga, de tal manera que el apareamiento de bases
intracatenario tiene lugar entre region(es) a ambos lados de la ITR interna. Muy preferiblemente, esencialmente toda
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la secuencia heteréloga a ambos lados de la ITR esta implicada en el apareamiento de bases intracatenario. Los
Ejemplos 4-7 ilustran tal vector.

Los vectores de VAA recombinantes en la preparacién de la invencién estan empaquetados en una particula de
VAA. Por consiguiente, su tamafio puede variar hasta 5,2 kb aproximadamente y/o el limite de empaquetamiento del
VAA que esté siendo utilizado. Se comprende, sin embargo, que un vector virico de la invencidon puede ser, y a
menudo sera, mas pequefio que el limite de empaquetamiento. En el caso de un vector VAAr de la invencién, su
longitud puede ser menor que aproximadamente cualquiera de las siguientes: 5,5, 5,2, 5,0, 4,8, 4,0, 3,8, 3,5, 3,0,
28,25,20,18,15,1,0,0,8,0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2 kilobases.

De acuerdo con la invencién, se proporcionan particulas de VAA recombinante que contienen un vector VAAr de la
invencion. Los métodos para producir particulas de VAAr son conocidos en la técnica, y métodos para producir VAAr
son proporcionados en el presente documento asi como en la técnica. Con respecto al VAA, cualquier serotipo es
adecuado, ya que los diferentes serotipos estan funcionalmente y estructuralmente relacionados, incluso a nivel
genético (ver, por ejemplo, Blacklow, pp. 165-174 de "Parvoviruses and Human Disease" J.R. Pattison, ed. (1988); y
Rose, Comprehensive Virology 3:1, 1974). El serotipo VAA2 fue utilizado en algunas de las ilustraciones de la
presente invencion que estan mostradas en los Ejemplos. Sin embargo, se espera que los mismos principios
derivados del analisis de VAA2 sean aplicables a otros serotipos del VAA, ya que se sabe que los diferentes
serotipos estan bastante estrechamente relacionados, funcionalmente y estructuralmente, incluso a nivel genético.
Ver, por ejemplo, Blacklow (1988) Parvoviruses and Human Disease, J.R. Pattison (ed.) pp. 165-174; y Rose (1974)
Comprehensive Virology 3:1-61. Todos los serotipos del VAA presentan aparentemente propiedades de replicacion
similares mediadas por los genes rep homélogos, y generalmente todos ellos llevan tres proteinas de la capsida
relacionadas tales como las expresadas en VAA2. El grado de relacion es sugerido ademas por el analisis de los
heteroduplices, que revela un extensa hibridaciéon cruzada entre serotipos a lo largo de la longitud del genoma; y por
la presencia de segmentos analogos que autohibridan en los extremos y que corresponden a ITRs. Los patrones de
infectividad similares sugieren también que las funciones de replicacién en cada serotipo estan bajo un control
regulador similar. Entre los diferentes serotipos del VAA, VAA2 es el mas comunmente empleado. Para una revision
general de la biologia y de la genética del VAA ver, por ejemplo, Carter, "Handbook of Parvoviruses", Vol. 1, pp. 169-
228 (1989) y Berns, "Virology", pp. 1743-1764, Raven Press (1990). Los principios generales de la construccion de
vectores VAAr son conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, Carter, 1992, Current Opinion in Biotechnology 3:533-
539; y Muzyczka, 1992, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158:97-129.

Con respecto a los vectores, pueden producirse y utilizarse particulas de VAAr que contengan los vectores,
composiciones y métodos que utilicen estos restos anteriormente mencionados, poblaciones de tales vectores (y/o
virus). Por ejemplo, segun se discute posteriormente, algunos métodos para producir tales vectores viricos pueden
dar lugar a una poblacion de vectores que contenga vectores con apareamiento de bases intracatenario. Durante el
proceso de replicacion (en la produccion de estos vectores), algunos genomas monocatenarios pueden resultar
interrumpidos ("nicked") y conservar su estructura bicatenaria. Estas moléculas bicatenarias son consideradas
funcionalmente equivalentes a las moléculas duplices intracatenarias descritas en el presente documento y, por
consiguiente, esta invencion incluye tales poblaciones y otros restos estrechamente relacionados (asi como métodos
que utilizan estas poblaciones y estos restos estrechamente relacionados), tales como vectores "interrumpidos”
("nicked").

Por consiguiente, la invencion proporciona vectores de VAA recombinantes en los cuales una region heterdloga
forma un duplice sin replicacion del ADN de la célula hospedadora. La formacién de duplices es de tal manera que la
expresion de una secuencia de interés esta incrementada cuando se compara con un vector estructuralmente
analogo que carece de una formacion de duplices suficiente para incrementar la expresion de la secuencia de
interés.

Composiciones

La invencién proporciona composiciones que contienen los vectores VAAr. Estas composiciones son utiles para,
inter alia, ser administradas a un individuo con el fin de suministrarle genes, asi como para la puesta en contacto con
células hospedadoras adecuadas para el cribado fenotipico.

En general, estas composiciones contienen componentes que facilitan su utilizacion, tales como excipientes
farmacéuticos y/o tampones apropiados. Para uso farmacéutico, la composicion contiene generalmente una cantidad
eficaz de un vector de VAA recombinante, preferiblemente en un excipiente farmacéuticamente aceptable. Como es
bien conocido en la técnica, los excipientes farmacéuticamente aceptables son sustancias relativamente inertes que
facilitan la administracion de una sustancia farmacoldgicamente eficaz y pueden ser suministrados como soluciones
o suspensiones liquidas, como emulsiones, o como formas sélidas adecuadas para su disolucidon o suspension en
un liquido antes de su utilizacion. Por ejemplo, un excipiente puede dar forma o consistencia, o actuar como un
diluyente. Excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, agentes estabilizantes, agentes humectantes y
emulsionantes, sales para variar la osmolaridad, agentes de encapsulacién y tampones. Excipientes, asi como
formulaciones para la administracion de farmacos parenteral y no parenteral estan descritos en Remington's
Pharmaceutical Sciences 192 Ed. Mack Publishing (1995). Las composiciones farmacéuticas incluyen también
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formas liofilizadas y/o reconstituidas de los vectores de VAA recombinantes de la invencion, y pueden ser utilizadas
en un entorno in vitro asi como en un entorno in vivo.

Generalmente, estas composiciones farmacéuticas son formuladas para su administracion mediante inyeccion (por
ejemplo, intraarticularmente, intravenosamente, intramuscularmente, etc.). Por consiguiente, estas composiciones
son combinadas preferiblemente con vehiculos farmacéuticamente aceptables tales como solucién salina, solucion
de sales equilibrada de Ringer (pH 7,4), solucién de dextrosa, etcétera. Aunque no es requerido, las composiciones
farmacéuticas pueden ser suministradas opcionalmente en forma de dosificacion unidad adecuada para la
administracion de una cantidad precisa.

Para la introduccién in vitro en células hospedadoras, tal como en aplicaciones de cribado, las composiciones
contienen agentes tales como sales y tampones que estimulan la infeccion virica y/o la captacion del(los) vector(es)
virico(s) por las células. Tales agentes son bien conocidos en la técnica.

La invencion incluye también cualquiera de los vectores anteriores (0 composiciones que contienen los vectores)
para su utilizacion en tratamiento (debido a la expresion de un gen terapéutico). La invencion proporciona ademas la
utilizacion de cualquiera de los vectores anteriores (o de las composiciones que contienen los vectores) en la
produccién de un medicamento para tratamiento.

Células hospedadoras y bibliotecas

La especificacion divulga también células hospedadoras que contienen los vectores de VAA recombinantes como se
describen en el presente documento. Entre las células hospedadoras eucariéticas estan las células de levaduras,
insectos, aves, plantas y mamiferos. Preferiblemente, las células hospedadoras son de mamifero, incluyendo lineas
celulares y células primarias. Por ejemplo, las células hospedadoras incluyen, pero no se limitan a, células Hela,
293 y fibroblastos primarios de prepucio fetal, todas ellas de origen humano y faciimente disponibles. Estas células
son el resultado del contacto del polinucleétido del vector con una célula hospedadora utilizando métodos bien
conocidos en la técnica para la introduccién de acidos nucleicos en células bajo condiciones que permitan la
captacion del acido nucleico y la insercion no homadloga de un acido nucleico exdégeno en un genoma. Se discuten
en el presente documento métodos y composiciones para la introduccion del(los) vector(es) recombinante(s) en la
célula hospedadora y para la determinaciéon de si una célula hospedadora contiene el(los) vector(es), segun esta
ejemplificado por los vectores VAAr, y son bien conocidos en la técnica.

Incluidas en estas realizaciones, y discutidas mas adelante, estan las denominadas "células productoras” utilizadas
como base para la produccion de vectores VAAr empaquetados.

Estan también incluidas bibliotecas que contienen los vectores de VAA recombinantes como se describen en el
presente documento. Sera obvio para los expertos en la técnica que una poblacién celular que sea expuesta a varios
de los vectores de VAA recombinantes de la invencién, esto es, a vectores que contienen varias secuencias
heterdlogas, bajo condiciones que permitan la captacion de ADN exdgeno, estara compuesta por una pluralidad de
células, donde la mayoria de las células se caracterizara porque cada una de ellas tendra un vector virico particular
en comparacion con las demas células de la poblacién. Esto es, se generara una biblioteca de células, donde la
mayoria de las células de la biblioteca tendra una secuencia codificante exclusiva que sera diferente de la secuencia
codificante de cualquier otra o de la mayoria de las otras células de la biblioteca. Esta biblioteca de células
marcadas sera Uutil en diferentes tipos de investigaciones de genémica funcional, tal como la comparacion de células
enfermas con sus equivalentes normales, la comparacion de células en diferentes etapas del desarrollo, etc.

Produccion de los vectores de VAA recombinantes de la invencion

Los vectores de VAA recombinantes en la preparacion de la invencion pueden ser producidos mediante cualquier
método conocido en la técnica tales como métodos recombinantes y sintéticos, que estan bien descritos en la
técnica. Cualquier método que genere una molécula polinucleotidica monocatenaria como la descrita flanqueada por
al menos una ITR es adecuado. Como ejemplo, pueden utilizarse las técnicas sintéticas conocidas para sintetizar
una molécula bicatenaria que contenga una secuencia de interés flanqueada por una o mas secuencias ITR. Tal
molécula puede ser desnaturalizada y sus cadenas individuales constituyentes pueden ser recuperadas.
Alternativamente, pueden obtenerse cadenas individuales después de clonar tal molécula bicatenaria en un vector
de clonaje fagico filamentoso, tal como M13, fl o fd, por ejemplo, como es conocido por los expertos en la técnica.
Una cadena individual purificada sera capaz de formar una horquilla corta en cada uno de sus extremos, debido a
las secuencias ITR localizadas en los mismos. La extensiéon de la horquilla corta por una polimerasa de acido
nucleico en presencia de desoxinucleosidos trifosfato generara un vector metabdlicamente activado.

En otra realizacion, se utiliza un polinucleétido monocatenario que contiene una secuencia de interés con una ITR en
un extremo. Tal polinucledtido puede ser obtenido, por ejemplo, mediante desnaturalizacion del polinucleétido
bicatenario correspondiente, o por recuperacion a partir de un vector de clonaje fagico filamentoso. La extension de
la horquilla corta formada por la secuencia ITR terminal generara una molécula bicatenaria cerrada covalentemente
en un extremo, con una secuencia ITR parcial en el extremo cerrado covalentemente. Opcionalmente, una
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secuencia ITR bicatenaria puede ser ligada al extremo opuesto mediante técnicas bien conocidas por los expertos
en el oficio.

Los vectores VAAr en la preparacion de la invencion pueden ser producidos construyendo un vector VAAr que tenga
un tamafio que sea la mitad aproximadamente del genoma nativo y permitiendo que tal vector se replique en una
célula hospedadora. En el caso de VAAr, la célula hospedadora proporciona por consiguiente las funciones rep y
cap, asi como las funciones cooperadoras. Después de la replicacion, el genoma de tamafio mitad es copiado en
una hebra de ADN complementaria que esta unida covalentemente a su molde en un extremo (ver las Figuras 1y 3),
formando una estructura que tendra rehibridacion intracatenaria ("snap-back") para dar lugar a una horquilla
bicatenaria. Estas estructuras genémicas, que tienen una longitud monocatenaria comparable a la de un genoma
nativo (tal como VAA), pueden ser empaquetadas en particulas viricas bajo condiciones apropiadas en una célula
que se ha convertido en permisiva por la expresion de funciones cooperadoras (en el caso del VAA) y en la que se
expresan también los genes rep y cap. Estos vectores parvoviricos recombinantes contienen una secuencia ITR
entre las secuencias heterdlogas (esto es, una secuencia ITR flanqueada en ambos lados por secuencias
heterdlogas).

Como ejemplo de este método de produccién, un plasmido con la mitad del tamafio aproximadamente del genoma
nativo del VAA, esto es, de 2.300-2.400 pares de bases aproximadamente, es transfectado en una linea celular
productora que, ademas, esta infectada con un virus auxiliar o bien expresa funciones cooperadoras. Un ejemplo no
limitante de una linea celular productora es la linea C12. La C12 es una linea de células HelLa que contiene un
casete de los genes rep y cap, en la cual la expresion de Rep y Cap es inducida tras la infeccion con adenovirus.
Cuando las células C12 (o lineas celulares equivalentes) son simultdneamente infectadas con adenovirus y
transfectadas con un vector plasmidico, el genoma del vector es amplificado y encapsidado en particulas de VAA.
Para que un genoma de VAAr tenga un tamafio comparable al del genoma del VAA nativo, genomas
correspondientes a cada una de las cadenas del vector pueden ser empaquetados en particulas viricas.

Segun se describié anteriormente, los vectores virales recombinantes de esta invencion contienen un polinucleétido
heterélogo. Como se desea en general la transcripcion de un polinucledétido heterélogo del vector en la célula diana
deseada, el mismo puede estar unido operativamente a su propio promotor o a un promotor y/o intensificador
heterélogo, dependiendo por ejemplo del nivel y/o la especificidad deseados de la transcripcion en la célula diana,
como es conocido en la técnica. Varios tipos de promotores e intensificadores son adecuados para utilizacion en
este contexto. Por ejemplo, Feldhaus (Solicitud de Patente de EE.UU. 09/171.759, registrada el 20 de Octubre de
1998) describe una ITR modificada que contiene un promotor para regular la expresion procedente de un VAAr. Los
promotores constitutivos proporcionan un nivel continuo de transcripcion génica, y se prefieren cuando se desea que
el polinucledtido terapéutico sea expresado de manera continua. Los promotores inducibles o regulables presentan
generalmente una baja actividad en ausencia del inductor, y aumentan de manera regulada en presencia del
inductor. Pueden ser preferidos cuando se desea la expresién Unicamente a ciertos tiempos o en ciertas
localizaciones, o cuando es deseable valorar el nivel de expresion utilizando un agente inductor. Los promotores y
los intensificadores pueden ser también especificos de un tejido, esto es, presentan su actividad Unicamente en
ciertos tipos celulares, debido presumiblemente a elementos reguladores génicos encontrados exclusivamente en
esas células. Tales promotores e intensificadores especificos de un tejido son conocidos en la técnica. A manera de
ilustracion, un ejemplo de promotores especificos de un tejido incluye diferentes promotores de miosina para la
expresion en musculo. Otro ejemplo de promotores e intensificadores especificos de un tejido son los elementos
reguladores para tipos celulares y/o tisulares que estan en una articulacion.

Ejemplos ilustrativos adicionales de promotores son el promotor tardio de SV40 procedente del virus de simio 40, el
elemento intensificador/promotor polihédrico de Baculovirus, la timidina quinasa del Virus del Herpes Simple (tk del
VHS), el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV) y diferentes promotores retroviricos incluyendo los
elementos LTR. Promotores inducibles adicionales incluyen promotores inducibles por iones de metales pesados (tal
como el promotor del virus del tumor mamario de raton (VTMm) o diferentes promotores de la hormona de
crecimiento), y los promotores procedentes del fago T7 que son activos en presencia de la ARN polimerasa de T7.
Se conoce una gran variedad de otros promotores que estan generalmente disponibles en la técnica, y las
secuencias de muchos de tales promotores estan disponibles en bases de datos de secuencias tales como la base
de datos GenBank.

Cuando se desea también la traduccion en una célula diana deseada, el polinucleétido heterélogo contiene también
preferiblemente elementos de control que facilitan la traduccion (tal como un sitio de union de ribosomas o "RBS", y
una sefal de poliadenilacion). Por consiguiente, el polinucleétido heterélogo contrendra generalmente al menos una
region codificante unida operativamente a un promotor adecuado, y puede contener también, por ejemplo, un
intensificador, un sitio de unién de ribosomas y una sefial de poli-A unidos operativamente. El polinucleétido
heterélogo puede contener una region codificante o mas de una region codificante bajo el control de los mismos
promotores o de promotores diferentes. La unidad completa, que contiene una combinacién de elementos de control
y la region codificante, es referida a menudo como casete de expresion.

Un polinucledtido heterdlogo es integrado mediante técnicas recombinantes en, o preferiblemente en lugar de, la
region codificante genémica del virus (por ejemplo en lugar de los genes rep y cap del VAA), pero, en el caso de
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parvovirus, esta generalmente flanqueado en cada lado por ITRs. Esto significa que aparece una ITR corriente arriba
y corriente abajo de la secuencia codificante, en yuxtaposicion directa, preferiblemente (aunque no necesariamente)
sin ninguna secuencia intermedia de origen virico, con el fin de reducir la probabilidad de recombinacién. En el caso
del VAA, tal recombinacién podria regenerar un genoma del VAA competente para la replicacion ("RCA"). Pruebas
recientes sugieren que una unica ITR puede ser suficiente para llevar a cabo las funciones normalmente asociadas
con configuraciones que comprenden dos ITRs (Patente de EE.UU. 5.478.745), y pueden emplearse por tanto
construcciones de vectores con sélo una ITR junto con los métodos de empaquetamiento y produccion descritos en
el presente documento. El vector virico recombinante resultante es referido como "defectuoso” en funciones viricas
cuando secuencias codificantes viricas especificas son eliminadas del vector.

Los vectores viricos recombinantes son proporcionados en una variedad de formas, tal como en forma de plasmidos
bacterianos, particulas viricas, liposomas o cualquier combinacién de las mismas. En otras realizaciones, la
secuencia del vector virico recombinante es proporcionada en las células hospedadoras transfectadas con el vector
virico.

Lo que sigue a continuacion es una descripcion mas detallada de ejemplos y principios de sistemas de produccion
adecuados de vectores VAAr (y de VAA conteniendo estos vectores). Se comprende que muchos de los principios
aqui descritos son aplicables a otros parvovirus.

Para la encapsidacion en particulas de VAA2, el polinucledtido heterélogo sera preferiblemente menor de 5 kb
aproximadamente, aunque pueden emplearse otros serotipos y/o modificaciones con el fin de permitir que
secuencias mayores sean empaquetadas en las particulas viricas de VAA. Dados los limites del tamafio de
encapsidacion relativo de los diferentes genomas del VAA, la insercion de un polinucleétido heterélogo grande en el
genoma necesita la eliminacion de una porcion del genoma del VAA, en particular, uno o mas de los genes de
empaquetamiento pueden ser eliminados. La eliminacion de uno o mas genes del VAA es deseable en cualquier
caso para reducir la probabilidad de generar RCA. Por consiguiente, secuencias codificantes o promotoras de rep,
cap, o ambos, son preferiblemente eliminadas, ya que las funciones proporcionadas por estos genes pueden ser
proporcionas en trans.

Si el VAAr va a ser utilizado en forma de una particula de VAAr empaquetado y se desea emplear en terapia génica,
hay al menos tres caracteristicas deseables en la preparacion de un virus VAAr para utilizacion en transferencia
génica. En primer lugar, se prefiere que el virus VAAr sea generado con titulos suficientemente elevados para
transducir una proporcion eficaz de células en el tejido diana. Se requiere tipicamente un ndmero elevado de
particulas viricas de VAAr para la transferencia génica in vivo. Por ejemplo, algunos tratamientos pueden requerir
mas de 10° particulas. En segundo lugar, se prefiere que las preparaciones de virus VAAr estén esencialmente libres
de VAA competente para la replicacion (esto es, VAA fenotipicamente de tipo salvaje que puede replicarse en
presencia de un virus auxiliar o de las funciones de un virus auxiliar). En tercer lugar, se prefiere que la preparacion
de virus VAAr como un todo esté esencialmente libre de otros virus (tal como el virus auxiliar utilizado en la
produccion de VAA) asi como de virus auxiliares y de proteinas celulares, y de otros componentes tales como lipidos
y carbohidratos, con el fin de minimizar o eliminar cualquier riesgo de generar una respuesta inmune en el contexto
de la transferencia de genes.

Si un vector VAAr va a ser empaquetado en una particula de VAA para replicar y empaquetar el vector VAAr, las
funciones que faltan son complementadas por un gen de empaquetamiento, o por una pluralidad de los mismos, que
juntos codifican las funciones necesarias para los diferentes productos de los genes rep y/o cap que faltan. Los
genes o casetes de genes de empaquetamiento preferiblemente no estan flanqueados por ITRs de VAA y
preferiblemente no comparten ninguna homologia sustancial con el genoma del VAAr. Por tanto, con el fin de
minimizar la recombinaciéon homdloga durante la replicacién entre la secuencia del vector y los genes de
empaquetamiento proporcionados separadamente, es deseable evitar el solapamiento de las dos secuencias
polinuclectidicas. El nivel de homologia y la frecuencia de recombinacion correspondiente aumentan al aumentar la
longitud de las secuencias homologas y con su nivel de identidad compartida. El nivel de homologia que planteara
un problema en un sistema dado puede ser determinado tedricamente y confirmado experimentalmente, segun se
conoce en la técnica. De manera general, sin embargo, la recombinacion puede ser reducida sustancialmente o
eliminada si la secuencia solapante es menor que una secuencia de 25 nucleétidos aproximadamente si es al menos
un 80% idéntica a lo largo de su longitud completa, o menor que una secuencia de 50 nucleétidos aproximadamente
si es al menos un 70% idéntica a lo largo de su longitud completa. Por supuesto, son preferibles niveles de
homologia incluso menores, ya que los mismos reduciran adicionalmente la probabilidad de recombinacion. Parece
que, incluso sin homologia solapante, existe una cierta frecuencia residual de generacion de RCA. Incluso
reducciones adicionales de la frecuencia de generacion de RCA (por ejemplo, mediante recombinacion no
homologa) pueden ser obtenidas "dividiendo" las funciones de replicacion y encapsidacion del VAA, segun esta
descrito por Allen y col. en la Solicitud de Patente de EE.UU. 08/769.728, registrada el 18 de Diciembre de 1996.

La construccion del vector VAAr, y las construcciones de genes de empaquetamiento complementarias, pueden ser
llevadas a cabo en esta invencion de varias formas diferentes. Particulas viricas, plasmidos y células hospedadoras
transformadas de manera estable pueden ser utilizados todos ellos para introducir tales construcciones en la célula
de empaquetamiento, ya sea de manera transitoria o estable.
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Puede utilizarse por tanto en el contexto de esta invencion una variedad de células diferentes alteradas
genéticamente. A manera de ilustracion, puede utilizarse una célula hospedadora de mamifero con al menos una
copia intacta de un vector VAAr integrado de manera estable. Puede utilizarse un plasmido de empaquetamiento del
VAA que contenga al menos un gen rep del VAA unido operativamente a un promotor para suministrar funciones de
replicacion (segun esta descrito en la Patente de EE.UU. 5.658.776). Alternativamente, puede utilizarse una linea
celular de mamifero estable con un gen rep del VAA unido operativamente a un promotor para suministrar funciones
de replicacion (ver, por ejemplo, Trempe y col., Patente de EE.UU. 5.837.484; Burstein y col., WO 98/27207; y
Johnson y col., Patente de EE.UU. 5.658.785). El gen cap del VAA, que proporciona las proteinas de encapsidacion
segun se describié anteriormente, puede ser suministrado junto con un gen rep del VAA o separadamente (ver, por
ejemplo, las solicitudes y patentes anteriormente referenciadas asi como Allen y col. (WO 96/17947)). Son posibles
otras combinaciones.

Segun esta descrito en la técnica, e ilustrado en las referencias citadas anteriormente y en los Ejemplos posteriores,
puede introducirse material genético en células (tal como en células "productoras” de mamifero para la produccion
de VAAr) utilizando cualquiera de una variedad de medios para transformar o transducir tales células. A manera de
ilustracion, tales técnicas incluyen, pero no se limitan a, transfeccién con plasmidos bacterianos, infeccion con
vectores viricos, electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio y la introduccion utilizando cualquiera de una
variedad de composiciones basadas en lipidos (un proceso referido a menudo como "lipofeccion"). Métodos y
composiciones para llevar a cabo estas técnicas han sido descritos en el oficio y estan ampliamente disponibles.

La seleccion de células alteradas adecuadamente puede llevarse a cabo mediante cualquier técnica del oficio. Por
ejemplo, las secuencias polinucleotidicas utilizadas para alterar la célula pueden ser introducidas simultaneamente
con, o unidas operativamente a, uno o mas marcadores detectables o seleccionables segun se conoce en la técnica.
A manera de ilustracion, puede emplearse un gen de resistencia a farmacos como marcador seleccionable. Las
células resistentes al farmaco pueden ser luego recogidas y cultivadas y analizadas posteriormente para determinar
la expresion de la secuencia deseada (esto es, un producto del polinucledtido heterdlogo). El analisis de la
adquisicion, localizacion y/o mantenimiento de un polinucleétido introducido puede ser llevado a cabo utilizando
técnicas basadas en la hibridacion del ADN (tales como transferencia Southern y otros procedimientos conocidos en
la técnica). El analisis de la expresion puede ser llevado a cabo facilmente mediante analisis Northern de ARN
extraido de las células alteradas genéticamente, o mediante inmunofluorescencia indirecta para determinar el
producto génico correspondiente. El analisis y la confirmacion de las capacidades y eficacias de empaquetamiento
pueden ser obtenidos introduciendo en la célula los componentes funcionales restantes del VAA y un virus auxiliar,
con el fin de analizar la produccién de particulas del VAA. Cuando una célula es alterada de forma heredable con un
pluralidad de construcciones polinucleotidicas, es generalmente mas conveniente (aunque no esencial) introducir las
mismas en la célula separadamente y validar cada etapa en serie. Referencias que describen tales técnicas incluyen
las citadas en el presente documento.

En un procedimiento para empaquetar vectores VAAr en una particula de VAA, la secuencia del vector VAAr (esto
es, la secuencia flanqueada por ITRs del VAA) y los genes de empaquetamiento del VAA que van a ser
proporcionados en trans, son introducidos en la célula hospedadora en plasmidos bacterianos separados. Ejemplos
de este procedimiento estan descritos en Ratschin y col., 1984, Mol. Cell. Biol., 4:2072; Hermonat y col., 1984, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81:6466; Tratschin y col., 1985, Mol. Cell. Biol., 5:3251; McLaughlin y col., 1988, J. Virol.,
62:1963; Lebkowski y col., 1988, Mol. Cell. Biol., 7:349; Samulski y col., 1989, J. Virol., 63:3822-3828; Flotte y col.,
1992, Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol., 7:349.

Un segundo procedimiento es proporcionar la secuencia del vector VAAr, o los genes de empaquetamiento del VAA,
en forma de un plasmido episémico en una célula de mamifero utilizada para la replicaciéon del VAA. Ver, la Patente
de EE.UU. 5.173.414.

Un tercer procedimiento es proporcionar la secuencia del vector VAAr, o los genes de empaquetamiento del VAA, o
ambos, integrados de manera estable en el genoma de la célula del mamifero utilizada para la replicacion, segun
esta ejemplificado en el Ejemplo 2 posteriormente.

Una técnica ejemplar de este tercer procedimiento esta esquematizada en la Solicitud de Patente Internacional WO
95/13365 (Targeted Genetics Corporation y Johns Hopkins University) y en la Patente de EE.UU. correspondiente N°
5.658.776 (de Flotte y col.). Este ejemplo utiliza una célula de mamifero con al menos una copia intacta de un vector
VAAr integrado de manera estable, donde el vector contiene una ITR del VAA y un promotor de la transcripcion
unido operativamente a un polinucleétido diana, pero donde la expresion de rep es limitante en la célula. En una
realizacion preferida, un plasmido de empaquetamiento del VAA que contiene el gen rep unido operativamente a un
promotor heterdlogo es introducido en la célula, y posteriormente la célula es incubada bajo condiciones que
permiten la replicacion y el empaquetamiento de la secuencia del vector VAAr en particulas.

Otro procedimiento esta esquematizado en Trempe y col., Patente de EE.UU. 5.837.484. Este ejemplo utiliza una

linea celular de mamifero estable con un gen rep del VAA unido operativamente a un promotor heterélogo con el fin
de que sea capaz de expresar una proteina Rep funcional. En varias realizaciones preferidas, el gen cap del VAA
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puede ser proporcionado también de manera estable o puede ser introducido transitoriamente (por ejemplo en un
plasmido). Un vector VAAr puede ser también introducido de manera estable o transitoria.

Otro procedimiento esta esquematizado en la Solicitud de Patente WO 96/17947 (Targeted Genetics Corporation).
Este ejemplo utiliza una célula de mamifero que contiene un gen cap del VAA integrado de manera estable, y un gen
rep del VAA integrado de manera estable unidos operativamente a un promotor heterélogo inducible por un virus
auxiliar. Un plasmido que contiene la secuencia del vector VAAr es también introducido en las células (ya sea de
manera estable o transitoria). El empaquetamiento del vector VAAr en particulas es iniciado posteriormente por la
introduccion del virus auxiliar.

Métodos para conseguir titulos elevados de preparaciones viricas de VAAr que estan sustancialmente libres de virus
y/o proteinas viricas o celulares contaminantes estan descritos por Atkinson y col. en WO 99/11764. Las técnicas
descritas en la misma pueden ser empleadas para la produccion a gran escala de preparaciones de particulas
viricas con VAAr.

Estos diferentes ejemplos abordan la cuestion de la produccidon de particulas viricas con VAAr a un titulo
suficientemente elevado, minimizando la recombinacién entre el vector VAAr y las secuencias que codifican los
componentes de empaquetamiento, reduciendo o evitando las dificultades potenciales asociadas con la expresion
del gen rep del VAA en una linea celular de mamifero (ya que las proteinas Rep pueden no sélo limitar su propia
expresion sino también afectar al metabolismo celular) y produciendo preparaciones viricas de VAAr que estan
sustancialmente libres de virus y/o proteinas viricas o celulares contaminantes.

El empaquetamiento de un vector VAA en particulas viricas se basa en la presencia de un virus auxiliar adecuado
para VAA o en el suministro de las funciones del virus auxiliar. Los virus auxiliares capaces de apoyar la replicacion
del VAA estan ejemplificados por adenovirus, pero incluyen otros virus tales como los virus herpes (incluyendo, pero
sin limitarse a, VHS1, citomegalovirus y VHH-6) y poxvirus (particularmente vaccinia). Puede utilizarse cualquiera de
tales virus.

Frecuentemente, el virus auxiliar sera un adenovirus de un tipo y subgrupo que pueda infectar la célula hospedadora
deseada. Se utilizan cominmente adenovirus humanos del subgrupo C, particularmente los serotipos 1,2, 4,6y 7.
Generalmente se prefiere el serotipo 5.

Las caracteristicas y los patrones de crecimiento de los adenovirus son conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo,
Horowitz, "Adenoviridae and their replication”, pp. 771-816 en "Fundamental Virology", Fields y col., eds. El genoma
del adenovirus empaquetado es una molécula de ADN lineal, ligada mediante las ITRs adenoviricas de los extremos
izquierdo y derecho a través de un complejo proteico terminal para formar un circulo. Regiones de control y
codificantes de los componentes tempranos, intermedios y tardios solapan dentro del genoma. Los genes de la
region temprana estan implicados en la replicacion del genoma del adenovirus y estan agrupados dependiendo de
su localizacién en las regiones E1, E2, E3 y E4.

Aunque no es esencial, es deseable en principio que la cepa del virus auxiliar sea defectuosa para la replicacion en
el sujeto que va a recibir finalmente la terapia génica. Por tanto, cualquier virus auxiliar residual presente en una
preparacion virica de VAAr sera incompetente para la replicacion. Adenovirus en los que se ha eliminado la region
E1A o las regiones E1A y E3 no son infecciosos para la mayoria de las células humanas. Pueden ser replicados en
una linea celular permisiva (por ejemplo, la linea celular humana 293) que sea capaz de complementar la actividad
que falta. Se han identificado y descrito en la técnica regiones de adenovirus que parecen estar asociadas con las
funciones cooperadoras, asi como regiones que no lo estan (ver, por ejemplo, P. Colosi y col., WO 97/17458, y las
referencias citadas en la misma).

Por ejemplo, segun esta descrito en Atkinson y col. (WO 99/11764), puede emplearse también un virus auxiliar
"sensible de manera condicional" para proporcionar la actividad del virus auxiliar. Tal cepa de virus auxiliar debe
tener como minimo la propiedad de ser capaz de apoyar la replicacion del VAA en una célula hospedadora bajo al
menos un conjunto de condiciones en las que el él mismo no experimenta una replicaciéon gendmica eficaz. Cuando
la actividad del virus auxiliar es suministrada como particulas viricas intactas, es también en general necesario que
el virus sea capaz de replicarse en una célula hospedadora bajo un segundo conjunto de condiciones. El primer
conjunto de condiciones diferira del segundo conjunto de condiciones en una caracteristica facilmente controlable,
tal como la presencia o ausencia de un cofactor requerido (tal como un catién), la presencia o ausencia de un
farmaco inhibidor o un desplazamiento de una condicién ambiental tal como la temperatura. Muy convenientemente,
la diferencia entre las dos condiciones es la temperatura, y tal virus sensible de manera condicional es referido por
tanto como un virus auxiliar sensible a la temperatura.

El virus auxiliar puede ser preparado en cualquier célula que sea permisiva para la replicacion virica. Para
adenovirus, las células preferidas incluyen las células 293 y las células HelLa. Es preferible emplear técnicas de
cultivo que permitan un incremento de la densidad de siembra. Hay disponibles variantes de células 293 y de células
HelLa que han sido adaptadas para el cultivo en suspension. Las HelLa son preferibles por razones de crecimiento,
viabilidad y morfologia celular en suspension. Estas células pueden ser cultivadas a una densidad suficiente (2 x 10°
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por ml) para compensar la tasa de replicacion mas baja de la cepa de adenovirus sensible a la temperatura. Una vez
establecidas, las células son infectadas con el virus y cultivadas a la temperatura permisiva durante un periodo de
tiempo suficiente; generalmente 3-7 dias y tipicamente alrededor de 5 dias.

Ejemplos de métodos utiles para la preparacion, el aislamiento y la concentracion de virus auxiliares pueden ser
encontrados en Atkinson y col. (WO 99/11764).

Varios criterios influyen sobre la seleccién de células para utilizacion en la produccion de particulas con VAAr segun
se describe en el presente documento. Como cuestion inicial, la célula debe ser permisiva para la replicacion y el
empagquetamiento del vector VAAr cuando se utiliza el virus auxiliar seleccionado. Sin embargo, como la mayoria de
la células de mamifero pueden ser infectadas productivamente por VAA, y muchas pueden ser también infectadas
por virus auxiliares tales como adenovirus, esta claro que una gran variedad de células y lineas celulares de
mamifero satisfacen eficazmente estos criterios. Entre éstas, las células y lineas celulares mas preferidas son
aquellas que pueden ser crecidas facilmente en cultivo con el fin de facilitar la producciéon a gran escala de las
preparaciones viricas de VAAr. Una vez mas, sin embargo, muchas de tales células satisfacen eficazmente este
criterio. Cuando se desea una produccion a gran escala, la eleccion del método de produccion influira también sobre
la seleccion de la célula hospedadora. Por ejemplo, segun esta descrito con mas detalle en Atkinson y col. (WO
99/11764) y en la técnica, algunas técnicas de produccion y los recipientes o camaras de cultivo estan disefiados
para el crecimiento de células adherentes o fijadas, mientras que otros estan disefiados para el crecimiento de
células en suspensiéon. En este ultimo caso, la célula hospedadora debera ser por tanto adaptada o adaptable al
crecimiento en suspension. Sin embargo, incluso en el caso de células y lineas celulares que son consideradas
adherentes o dependientes del anclaje, es posible derivar variantes adaptadas al crecimiento en suspension de una
linea parental dependiente del anclaje mediante la seleccion seriada de células capaces de crecer en suspension.
Ver, por ejemplo, Atkinson y col. (WO 99/11764).

Finalmente, el virus auxiliar, la secuencia del vector VAAr y todas las secuencias del VAA necesarias para la
replicacion y el empaquetamiento deben estar presentes en la misma célula. Cuando se proporcionan uno o mas
genes de empaquetamiento del VAA separadamente del vector, se proporciona una célula hospedadora que
contiene: (i) uno o mas genes de empaquetamiento del VAA, donde cada uno de dichos genes de empaquetamiento
del VAA codifica una proteina de replicacion o encapsidacion del VAA,; (ii) un polinucleétido heterdlogo introducido
en dicha célula hospedadora utilizando un vector VAAr, donde dicho vector VAAr contiene dicho polinucleétido
heterdlogo flanqueado por al menos una ITR del VAA y es deficiente en dicho(s) gen(es) de empaquetamiento del
VAA,; y (iii) un virus auxiliar o secuencias que codifican las funciones del virus auxiliar requeridas. Debe indicarse, sin
embargo, que uno o mas de estos elementos pueden estar combinados en un Unico replicon.

El virus auxiliar es introducido preferiblemente en el cultivo celular a un nivel suficiente para infectar a la mayoria de
las células del cultivo, pero por otra parte puede ser mantenido en un minimo con el fin de limitar la cantidad de virus
auxiliar presente en la preparacion resultante. Puede utilizarse una multiplicidad de infeccion o "MOI" de 1-100, pero
es tipicamente adecuada una MOI de 5-10.

De manera similar, si el vector VAAr y/o los genes de empaquetamiento son introducidos transitoriamente en la
célula de empaquetamiento (en oposicion a ser introducidos de manera estable), son introducidos preferiblemente a
un nivel suficiente para alterar genéticamente a la mayoria de las células del cultivo. Las cantidades generalmente
requeridas son del orden de 10 pg por 10° células, si se suministra como un plasmido bacteriano; o 108 particulas
por 10° células, si se suministra como una particula de VAA. La determinacion de la cantidad éptima es un ejercicio
de valoracion rutinario que esta dentro de la experiencia habitual del técnico experto.

Estos elementos pueden ser introducidos en la célula ya sea simultdneamente o bien secuencialmente en cualquier
orden. Cuando la célula es alterada de manera heredable por cualquiera de los elementos, la célula puede ser
seleccionada y dejarse proliferar antes de introducir el elemento siguiente.

En un ejemplo preferido, el virus auxiliar es introducido el Ultimo en la célula con el fin de rescatar y empaquetar un
vector VAAr residente. La célula estara ya generalmente suplementada hasta el grado necesario con los genes de
empaquetamiento del VAA. Preferiblemente, el vector VAAr o los genes de empaquetamiento, y mas
preferiblemente ambos, estaran integrados de manera estable en la célula. Se aprecia faciimente que son posibles
otras combinaciones Tales combinaciones estan incluidas en el ambito de la invencion.

Una vez que se han proporcionado a la célula hospedadora los elementos requeridos, la célula es cultivada bajo
condiciones que sean permisivas para la replicacion del VAA, con el fin de permitir la replicacion y el
empaquetamiento del vector VAAr. El tiempo de cultivo es ajustado preferiblemente para que corresponda a los
niveles de produccion maximos, y es tipicamente de 3-6 dias. Posteriormente se recogen las particulas de VAAr y se
aislan de las células utilizadas para prepararlas.

Opcionalmente, las preparaciones viricas de VAAr pueden ser ademas procesadas con el fin de enriquecerlas en

particulas de VAAr, eliminar particulas del virus auxiliar o convertirlas de otro modo en adecuadas para su
administracion a un sujeto. Ver, Atkinson y col. para técnicas ejemplares (WO 99/11764). Las técnicas de
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purificacion pueden incluir centrifugacion en gradiente isopinico y técnicas cromatograficas. La reduccion de la
actividad infecciosa del virus auxiliar puede incluir inactivacion mediante tratamiento con calor o mediante
tratamiento con pH segun es conocido en la técnica. Otros procesos pueden incluir concentracion, filtracion,
diafiltracién o mezclado con un tampdn o excipiente farmacéutico adecuado. Las preparaciones pueden ser divididas
en alicuotas de dosis unidad y de muiltiples dosis para la distribucién, las cuales conservaran las caracteristicas
esenciales del lote, tales como la homogeneidad del contenido antigénico y genético y la proporcion relativa de virus
auxiliar contaminante.

Se conocen en la técnica varios métodos para la determinacién del titulo infeccioso de una preparacioén virica. Por
ejemplo, un método para la determinacion del titulo es un ensayo de titulacion de alto rendimiento como el
proporcionado por Atkinson y col. (WO 99/11764). Los titulos viricos determinados por este método rapido y
cuantitativo se corresponden estrechamente con los titulos determinados mediante técnicas mas clasicas. Ademas,
sin embargo, este método de alto rendimiento permite el procesamiento y el andlisis simultaneos de muchas
reacciones de replicacion virica y por tanto tiene muchas otras utilizaciones, incluyendo por ejemplo el cribado de
lineas celulares permisivas o no permisivas para la replicacion y la infectividad del virus.

Usos de los vectores viricos recombinantes de la invencion

Los vectores VAAr de la preparacion de la invencion son utiles en varios contextos, incluyendo la terapia génica y el
cribado de productos gendémicos. Por ejemplo, como los vectores VAAr basados en un genoma nativo del VAA
requieren funciones de la célula hospedadora y funciones cooperadoras para la formacion de una RF, la expresion
de secuencias heterdlogas insertadas a partir de tales vectores es a menudo ineficaz. Puede requerirse un periodo
de tiempo significativo, a menudo del orden de semanas, para obtener niveles Utiles de un producto génico de
interés. En contraste, los vectores metabdlicamente activados de la invencion pueden formar eficazmente y
rapidamente moldes bicatenarios para la transcripcion, proporcionando de este modo la expresiéon incrementada de
transgenes y reduciendo el tiempo requerido para la acumulacion de un producto génico de interés a dias en lugar
de semanas. Como los vectores metabdlicamente activados de la invencién proporcionan una expresién mas rapida
y eficaz del transgén, facilitaran también los procedimientos conocidos en la técnica en los cuales es deseable la
expresion rapida de un producto génico de interés. Estos procedimientos incluyen, por ejemplo, el cribado de
productos genémicos, la identificacion de dianas y la validacion de dianas.

La invencion proporciona una preparacion para ser utilizada en un método de introduccion de un polinucleétido de
interés en una célula hospedadora, a través de una particula de VAA recombinante que contiene un vector VAA
recombinante, que comprende la puesta en contacto de la célula con la particula virica recombinante bajo
condiciones que permitan la infeccién, mediante lo cual el vector de VAA recombinante es introducido en la célula.
De este modo, una secuencia polinucleotidica exégena es introducida en la célula.

En otras realizaciones, los vectores de VAA recombinantes de la invencion son utilizados para la expresion de un
polinucleoétido, tal como productos génicos de interés, en una célula hospedadora tal como una célula de mamifero.
Estos métodos comprenden el sometimiento de la célula que contiene un vector VAAr recombinante, a condiciones
que permitan la expresion, mediante lo cual se expresa una region codificante de la secuencia heteréloga del vector
virico recombinante. Los productos génicos incluyen, pero no se limitan a, ARNs tales como, por ejemplo, ARNs
antisentido y ribozimas, y proteinas tales como, por ejemplo, enzimas, proteinas estructurales y citoquinas. Segun se
describi6 anteriormente, una secuencia heterdloga que codifique el producto génico puede estar unida
operativamente a una o mas secuencias que regulen su expresion tales como, por ejemplo, promotores e
intensificadores.

En algunas realizaciones, la introduccion de, y/o la expresion a partir de, un vector VAAr de la invencion es llevada a
cabo por transduccién, en la cual una particula de VAA recombinante conteniendo un vector de VAA recombinante
de la invencion (tal como una particula de VAAr conteniendo un VAAr segun se describe en el presente documento)
es puesta en contacto con una célula hospedadora bajo condiciones que son favorables para la infeccion virica y/o
la expresion de la secuencia heterdloga, de tal manera que el vector de VAA recombinante es introducido y/o
expresado en la célula hospedadora.

Tipos de células en los cuales pueden ser introducidos los polinucledtidos de la invencién incluyen, pero no se
limitan a, células eucaridticas, células procaridticas y Archaea. Las células eucaritticas incluyen células animales,
células vegetales, células de levadura y, en una realizacion preferida, células de mamifero, mas preferiblemente
células humanas; las células incluyen lineas celulares asi como células primarias, tales como fibroblastos primarios
de prepucio.

La introduccion de acidos nucleicos en las células puede ser llevada a cabo mediante métodos conocidos en la
técnica incluyendo, pero sin limitarse a, microinyeccion, transfeccion, electroporacion, coprecipitacion con fosfato de
calcio, DEAE-dextrano, transferencia génica mediada por lipidos y bombardeo de particulas. En una poblacion de
células que ha estado en contacto con el polinucleétido de un vector VAAr, la expresion de la funcion informadora
identifica a la célula en la cual se ha introducido el polinucleétido del vector.
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Una poblacién de células en la que muchas, y preferiblemente la mayoria, de las células sean portadoras de un
vector integrado (esto es, una biblioteca de células marcadas) puede ser obtenida mediante el empleo de seleccion
negativa contra las células que no expresen el gel informador. Un método ilustrativo, no limitante, de seleccion
negativa implica el cultivo de células que han sido puestas en contacto con el vector en presencia de un farmaco
citotoxico para el cual el gen informador proporciona resistencia. En este caso, las células que no expresen el gen
informador no creceran en presencia del farmaco.

Después de la introduccioén de los polinucleétidos del vector en las células, puede llevarse a cabo la seleccion de las
células en las cuales se ha introducido el polinucleétido del vector de acuerdo con métodos estandar. Como una
ilustracion, si se utiliza un gen informador, tal como un gen de resistencia a neomicina, las células son cultivadas en
un medio que contenga G418, que es un farmaco citotéxico que impide el crecimiento de las células que no
expresen resistencia a neomicina. Después de un periodo de contacto apropiado con el medio, se obtienen clones
de células resistentes a neomicina que son adecuados para ser expandidos en poblaciones de células mas grandes
utilizando técnicas estandar de cultivo de tejidos. Alternativamente, si se utiliza como gen informador /lacZ, las
células marcadas pueden ser seleccionadas, por ejemplo, por el color de las colonias (utilizando un sustrato
cromogénico de la -galactosidasa) o mediante clasificacion de las células activadas por fluorescencia (FACS),
seleccionando las células que expresen la actividad B-galactosidasa.

En ciertas realizaciones, un vector VAAr de la preparacion de la invencion, después de su introduccién una célula
hospedadora, puede integrarse de manera estable en el genoma de la célula. En estas circunstancias, se obtiene la
persistencia y la expresion a largo plazo del transgén, sin alterar el metabolismo celular normal. De este modo, se
proporciona una fuente continua del producto del transgén, y se consigue la administracion continuada del producto
génico, en la célula hospedadora. Esta es una ventaja obvia y significativa en comparacién con otras modalidades
de tratamiento, la mayoria de las cuales confiere Unicamente beneficios transitorios.

La administracion de una preparacion de la invenciéon a un mamifero, con el fin de introducir una secuencia de
interés en una célula de mamifero y/o expresar un producto génico de interés en una célula de mamifero, puede ser
llevada a cabo de varias formas, y se describe en el presente documento. Los modos de administracion preferidos
incluyen, pero no se limitan a, administracion intramuscular, administracion intravenosa e inyeccién directa de la(s)
composicion(es) en un tejido o lugar anatémico. La inyeccion puede ser, por ejemplo, intraarterial, intravenosa,
intramuscular o intraarticular. Métodos para la transduccién de células de vasos sanguineos estan descritos en, por
ejemplo, PCT US 97/103134.

Otro modo preferido de administracion de las composiciones de la invencidon es por las vias nasofaringea y
pulmonar. Estas incluyen, pero no se limitan a, las vias por inhalacién, transbronquial y transalveolar. La invencion
incluye composiciones adecuadas para la administracion mediante inhalaciéon incluyendo, pero sin limitarse a,
diferentes tipos de aerosoles y formas en polvo. Dispositivos adecuados para la administracion de las composiciones
por inhalacién incluyen, pero no se limitan a, atomizadores y vaporizadores.

Se administra una cantidad eficaz de un vector de VAA recombinante (preferentemente en forma de particulas de
VAA), dependiendo de los objetivos del tratamiento. Una cantidad eficaz puede ser administrada en una unica dosis
o en multiples dosis. Cuando un porcentaje bajo de transduccion puede conseguir un efecto terapéutico, el objetivo
del tratamiento es generalmente llegar a, o superar, este nivel de transduccion. En algunos casos, este nivel de
transduccion puede ser conseguido por la transducciéon solamente de un 1% a un 5% aproximadamente de las
células diana, pero es mas tipicamente del 20% de las células del tipo tisular deseado, normalmente de al menos el
50% aproximadamente, preferiblemente de al menos el 80% aproximadamente, mas preferiblemente de al menos el
95% aproximadamente e incluso mas preferiblemente de al menos el 99% aproximadamente de las células del tipo
tisular deseado.

Como guia, el numero de particulas de VAAr admlnlstrado por inyeccion estara generalmente entre 1 x 10° y 1 x
10" particulas, preferiblemente entre 1 x 107 y1x 10" partlculas mas preferiblemente entre 1 x 10° y 1x 10"
particulas e incluso mas preferiblemente alrededor de 1 x 10" particulas.

El niumero de particulas de VAAr admlnlstrado por |nyeCC|on intramuscular y por admlnlstraC|on intravenosa, por
ejemplo, sera generalmente de aI menos 1 x 10'°, y es mas tipicamente 5x 10'°, 1 x 10", 5x 10", 1 x 10'?, 5 x 10"
y en algunas ocasiones 1 x 10" particulas, |ncIuyendo particulas resistentes a ADNasa y partlculas susceptlbles a
ADNasa. En términos de particulas reS|stentes a ADNasa la dosis estara generalmente entre 1 x 10° y1x 10™
particulas, mas generalmente entre 1 x 10" y1x 10" particulas aproximadamente.

La eficacia de la administracion virica puede ser monitorizada mediante varios criterios. Por ejemplo, muestras
extraidas mediante biopsia o escision quirirgica pueden ser analizadas mediante hibridacion in situ, amplificacion
por PCR utilizando sondas especificas para el vector y/o proteccion de ARNasa para detectar ADN virico y/o ARNm
virico, tal como ADN o ARN del VAAr. Ademas, por ejemplo, muestras de tejido recogido, de fluido articular y/o suero
pueden ser monitorizadas para determinar la presencia de un producto proteico codificado por el vector virico
recombinante con inmunoensayos, incluyendo, pero sin limitarse a, inmunotransferencia, inmunoprecipitacion,
inmunohistologia y/o recuento de células inmunofluorescentes, o con bioensayos basados en una funcion. Ejemplos
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de tales ensayos son conocidos en la técnica.

La invencién proporciona también preparaciones para ser utilizadas en métodos en los cuales se emplean
estrategias ex vivo para la administracion de los vectores de VAA recombinantes descritos en el presente documento
para suministrar un transgén a un individuo, preferiblemente a un mamifero. Tales métodos y técnicas son conocidos
en el oficio. Ver, por ejemplo, la Patente de EE.UU. 5.399.346. De manera general, se extraen células de un
individuo, se transducen con vectores de VAA recombinantes in vitro, y las células transducidas son posteriormente
reintroducidas en el individuo. Células adecuadas para la administracién ex vivo son conocidas por los expertos en
la técnica e incluyen, por ejemplo, varios tipos de células madre.

La seleccion de una composicion, de un régimen de dosificacion (esto es, una dosis, una pauta y una repeticion) y
de una via de administracion particulares dependera de varios factores diferentes incluyendo, pero sin limitarse a, la
historia médica del sujeto y las caracteristicas de la condicion y del sujeto que esté siendo tratado. El régimen de
dosificacién particular puede ser determinado empiricamente.

En una realizacién de la invencién, se proporcionan métodos para identificar un fenotipo asociado con la expresion
de una secuencia codificante de un vector de VAA recombinante de la invencién, que comprenden el sometimiento
de las células hospedadoras que contienen un vector virico recombinante de la invencidon a condiciones que
permitan la expresion; la comparacion del fenotipo de estas células que expresan con el fenotipo de células que
carecen del vector virico recombinante; donde una diferencia fenotipica indica un fenotipo asociado con la expresion
de la secuencia codificante. La seleccién fenotipica se realiza poniendo en contacto una célula hospedadora con un
vector de VAA recombinante descrito en el presente documento bajo condiciones que permitan la captacion del
vector; el analisis de la célula para determinar la expresion de la regiéon codificante heteréloga del vector; la
comparacion del fenotipo de la célula que expresa la region codificante heteréloga con el fenotipo de una célula que
carezca del vector. Una diferencia fenotipica indica que el fenotipo de la célula que expresa la secuencia heteréloga
es un fenotipo asociado con la expresion de la region codificante. Tales caracteristicas fenotipicas pueden a su vez
proporcionar una valiosa informacion concerniente a la(s) funcién(es) de la secuencia codificante, asi como a su
funcion potencial en la salud o a la contribucion a estados de enfermedad, y como una diana farmacoldgica util.

Ejemplos
Los ejemplos siguientes se proporcionan para ilustrar, pero sin limitacion, la invencion.
Ejemplo 1. Construccion de un vector de VAA de tamaio mitad

Un vector de VAA (AAV-cmv-intron-EGFP, conocido también como rAAV-GFP(0.5), disefiado para expresar el gen
de GFP y para que tenga un tamafio no superior al 50% del tamafio del genoma de un VAA, fue construido segun
esta mostrado en la Figura 5. Un fragmento de Nhel a Sall procedente de pEGFP-C1 (Clontech), que contiene EGFP
(Figura 5C), fue ligado al fragmento grande de Nhel a Sall obtenido del plasmido pCl (Promega, Figura 5B). La
construccion plasmidica resultante fue digerida posteriormente con Bglll y Smal, rellenada utilizando nucledsidos
trifosfato y ADN polimerasa de T4 (Figura 5D) y ligada a un fragmento de Xhol a Spel de AAV-syn pA (Figura 5A),
que habia sido rellenado utilizando ADN polimerasa de T4. La construccion final (Figura 5E) tiene 2265 pares de
bases desde el comienzo de la ITR 5' hasta el final de la ITR 3.

Ejemplo 2. Construccion de vectores de VAA de tamaio completo

Se construyeron dos vectores de VAA de tamafio completo disefiados para expresar el gen de GFP y para tener un
tamafio equivalente aproximadamente al tamafio del genoma de un VAA, segun se muestra en la Figura 6.

El primer vector de tamafio completo (Sal-AAV-cmv-intron-EGFP, conocido también como rAAV-GFP(Sal)), fue
construido ligando un fragmento de Hindlll de 2,3 kb de ADN del fago lambda (rellenado utilizando nucledsidos
trifosfato y ADN polimerasa de T4, Figura 6B), al vector de tamafio mitad descrito en el Ejemplo 1, que habia sido
digerido con Sall y rellenado con ADN polimerasa de T4 (Figura 6A). La construccion final de tamafio completo Sal-
AAV-cmv-intron-EGFP (Figura 6C) tiene 4587 nucleodtidos de longitud desde el comienzo de la ITR 5' hasta el final
dela TR 3".

El otro vector de tamafio completo (Cla-AAV-cmv-intron-EGFP, conocido también como rAAV-GFP(Cla)) fue
construido ligando un fragmento de Clal de 2,3 kb (obtenido a partir de ADN del fago lambda mediante PCR, Figura
6E) al vector descrito en el Ejemplo 1 que habia sido digerido con Clal (Figura 6D). La construccion final de tamafio
completo Cla-AAV-cmv-intron-EGFP (Figura 6F) tiene 4486 nucledtidos de longitud desde el comienzo de la ITR 5'
hasta el final de la ITR 3.

Cada uno de estos vectores de tamafio completo contiene por tanto las mismas secuencias que el vector de tamafio

mitad, con la adicion de un fragmento de relleno procedente de ADN del fago lambda insertado delante (Sal de
tamafio completo) o detras (Cla de tamarfio completo) del sitio de adicién de poliA sintético.
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Ejemplo 3. Analisis de la expresion procedente de los plasmidos con el vector de tamaifo mitad y de tamaiio
completo

Los plasmidos de tamafio mitad y de tamafio completo, descritos en los ejemplos previos, fueron utilizados para
transfectar células humanas 239 y HelLa con el fin de determinar el nivel de expresion de la proteina GFP obtenido a
partir de cada construccion. Los niveles de expresion procedentes de las construcciones de VAA fueron comparados
con el nivel obtenido después de la transfeccion del plasmido EGFP-C1 (Figura 5C). Cantidades equimolares de
cada plasmido fueron introducidas en cada linea celular y, 48 horas después de la transfeccion, se determind el nivel
de expresion de GFP mediante analisis en un citdmetro de flujo. Los resultados estan mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1. Andlisis de la expresion procedente de los plasmidos con los vectores

Tipo cantidad de ADN | células fluorescentes | % de la construccion
celular construccion (equimolar) (%) parental
293A EGFP-CI 1,0 ug 94 100
(parental)
293A AAV-GFP 1,0 ug 92 98
Tamaiio 1/2
293A AAV-GFP 1,0 ug 81 86
Cla de tamafo completo
293A AAV-GFP 1,0 ug 89 95
Sal de tamafio completo
293A EGFP-C1 0,3 ug 86 100
(parental)
293A AAV-GFP 0,3 ug 83 97
Tamaio 1/2
293A AAV-GFP 0,3 ug 59 69
Cla de tamaino completo
293A AAV-GFP 0,3 ug 82 95
Sal de tamafio completo
HelLa EGFP-C1 1,0 ug 81 100
(parental)
Hela AAV-GFP 1,0 ug 80 99
Tamaio 1/2
Hela AAV-GFP 1,0 ug 68 84
Cla de tamafo completo
Hela AAV-GFP 1,0 ug 67 83
Sal de tamafio completo
Hela EGFP-CI 0,3 ug 77 100
(parental)
Hela AAV-GFP 0,3 ug 74 96
Tamaino 1/2
Hela AAV-GFP 0,3 ug 55 71
Cla de tamafo completo
Hela AAV-GFP 0,3 ug 65 84
Sal de tamafio completo

Estos resultados indican que, en general, el vector de tamafio mitad y el vector Sal de tamafio completo fueron
expresados en un numero de células equivalente, sobre una base molar con respecto al gen, al obtenido con el
plasmido de referencia EGFP-C1. La expresion de GFP a partir del plasmido Cla de tamafio completo fue, en
general, menor. Por tanto, en los ejemplos siguientes, se llevaron a cabo comparaciones entre el vector Sal de
tamafo completo y el vector de tamafio mitad.

Ejemplo 4. Particulas de VAAr derivadas de los plasmidos con el vector de tamafno mitad o de tamafo
completo

Se produjeron preparaciones de particulas del vector VAA derivadas de plasmidos con el vector de tamafio mitad o
de tamarfio completo utilizando la linea celular productora C12. La C12 es una linea celular HeLa que contiene un
casete de los genes rep y cap, en la cual la expresion de Rep y Cap es inducida tras la infeccion con adenovirus.
Cuando las células C12 son simultdneamente infectadas con adenovirus y transfectadas con un plasmido
conteniendo el vector, el genoma del vector es amplificado y empaquetado en particulas de VAA.

Cuarenta frascos T225 sembrados con células C12, fueron infectados con adenovirus de tipo 5 (a una multiplicidad
de 10 unidades infecciosas por célula) una hora antes de la transfeccion. Las células fueron transfectadas con ADN
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plasmidico mediante el método de DEAE-dextrano y fueron incubadas durante cuatro horas a 37°C en una
atmodsfera con un 10% de CO2. El medio fue aspirado y las células fueron sometidas a un choque mediante la
adicién de medio que contenia un 10% de DMSO durante 5 minutos a temperatura ambiente. El medio que contenia
DMSO fue sustituido posteriormente por medio completo y las células fueron incubadas durante 72 horas a 37°C,
10% de CO,. Las células fueron posteriormente incorporadas al medio mediante rascado y aglutinadas por
centrifugacion a 3.000 rpm durante 10 minutos. A continuacion medio fue aspirado y el aglutinado celular fue
resuspendido en Tris 10 mM, MgCl> 10 mM, pH 8,1. Las células fueron lisadas mediante un ciclo rapido de
congelacion/descongelacion seguido por sonicacion (4 pulsos de 15 segundos cada uno). Al lisado se afhadid
BENZONASE® a una concentracion de 2.500 unidades/ml y el lisado fue incubado a 37°C durante 1 hora. Se afiadio
CsCl al lisado tratado con Benzonase® hasta un indice de refraccion final de 1,3710. Los lisados fueron transferidos
a un tubo de centrifuga, cubiertos con 0,5 ml de aceite mineral y centrifugados en un rotor con cestillos basculantes
(SW41) a 35.000 rpm, 15°C durante 48 horas. La region del gradiente de CsCl que comenzaba a 1 cm del fondo del
tubo hasta, pero sin incluir, la banda de adenovirus, fue combinada y dializada frente a Tris 50 mM, MgCl, 5 mM,
EDTA 1 mM, glicerol 5% (v/v), NaCl 100 mM, pH 7,4 (TMEG + NaCl) durante 3 horas con un cambio de tampén. El
combinado dializado fue purificado mediante cromatografia en columna y las fracciones fue analizadas para localizar
las fracciones de los picos de particulas de virus adenoasociado recombinante (VAAr). Las fracciones de los picos
fueron agrupadas y dializadas durante 3 horas con un cambio de tampén frente a solucion de sales tamponada de
Ringer (RBSS) que contenia un 5% de glicerol (v/v). EI combinado de vectores dializado fue filtrado a través de un
filtro de 0,22 pym, dividido en alicuotas y almacenado a 70°C.

Ejemplo 5. Analisis del titulo de VAAr y determinacion de la infectividad del VAAr

El numero de particulas con el vector en las preparaciones del vector fue calculado midiendo el nimero de particulas
resistentes a ADNasa (DRP) utilizando un ensayo de hibridacion de ADN mediante transferencia por ranuras.
Muestras del vector (40 pl) fueron tratadas con ADNasa, mediante mezclado con 32 pl de tampon de ADNasa 2X
(conteniendo Tris 80 mM pH 7,5, MgCl> 12 mM, CaCl; 4 mM) y 8 pl de ADNasa (10 U/ml) e incubaciéon a 37°C
durante 20 minutos. La reaccion fue parada por la adicion de 4 ul de EDTA 0,5 My 116 ul de agua, y la incubacion a
temperatura ambiente durante 5 minutos. La mezcla de reaccién fue afiadida posteriormente a 1 ml de solucién de
desnaturalizacion (conteniendo NaOH 0,4 N, 1 pyg/ml de ADN de esperma de salmén, EDTA 10 mM, pH 8,0) a
temperatura ambiente. Porciones (1 pyl y 10 pl) del material desnaturalizado fueron transferidas a un filtro de
hibridacion de un aparato de transferencia por ranuras. Plasmidos estandar fueron cotransferidos a regiones
separadas del filtro. La transferencia fue hibridada con una sonda de ADN de GFP marcada con ¥p cebada
aleatoriamente. El numero de DRP fue calculado por comparacion con los estandares y la cantidad de particulas del
vector en cada preparacion fue expresada como DRP/ml.

La infectividad de las preparaciones del vector fue determinada utilizando un ensayo de replicacién en células del
clon 37 (C37). Atkinson y col. (1998) Nucleic Acids Res., 26:2821-2823. Las células C37 son una linea de células
HelLa que contienen los genes rep y cap del VAA. Cuando las células C37 son infectadas con adenovirus, la
expresion del gen rep permite la replicacion del vector de VAA coinfectante. Ver la publicaciéon de PCT WO
96/17947.

Para determinar la infectividad del vector, células C37 sembradas en placas de 96 pocillos fueron coinfectadas con
adenovirus 5 (a una multiplicidad de 10 unidades infecciosas por célula) junto con diluciones seriadas de 3 veces de
un vector rAAV-GFP o del vector tgACAPSN, como estandar. El vector tgACAPSN es un vector VAAr que contiene
en el orden siguiente: una ITR del VAA, una secuencia promotora de CMV, un ADNc de fosfatasa alcalina humana,
un promotor de SV40, un gen de resistencia a neomicina bacteriano, una secuencia de poliadenilaciéon y una ITR del
VAA. Ver, por ejemplo, PCT WO 97/32990; PCT WO 99/20779; y Lynch y col. (1997) Circ. Res., 80:497-505. A las
72 horas después de la infeccion, se afiadié a cada pocillo solucion de desnaturalizacion (NaOH 0,4 M, EDTA 1 mM)
y las placas se incubaron a 65°C durante 60 minutos. Las muestras desnaturalizadas fueron transferidas bajo vacio
a una membrana, seguido por lavado con NaOH 0,4 M, y los acidos nucleicos fueron unidos de manera cruzada a la
membrana mediante irradiacion UV. La transferencia fue hibridada con una sonda de ADN de CMV marcada con *?P
cebada aleatoriamente. La infectividad de la preparacion del vector, expresada como unidades de replicacion
(Atkinson y col., supra), fue determinada por comparacioén con el estandar tgACAPSN.

Las determinaciones del numero de particulas (DRP) y de la infectividad fueron utilizadas para calcular la proporcion
de particulas:infectividad para las preparaciones del vector. Para VAAr derivado del plasmido con el vector de
tamafio mitad rAAV-GFP(0.5) esta proporcion fue de 58 y para el VAAr derivado del vector de tamafio completo
rAAV-GFP(Sal) esta proporcion fue de 52. Por tanto, ambos vectores generaban particulas con infectividad
equivalente. El VAAr que contenia un vector VAAr derivado del plasmido con el vector de tamafio mitad sera
denominado en estos Ejemplos como vector VAAr de "complejidad mitad" (o "0.5").

Ejemplo 6. Expresion en células 293 humanas por VAAr que contiene vectores VAAr
Células 293 humanas fueron infectadas con el VAAr de complejidad mitad (VAAr derivado del plasmido con el vector

de tamarfio mitad rAAV-GFP(0.5)) o con el VAAr derivado del vector rAAV-GFP(Sal), y se determin6 el nimero de
células que expresaban la proteina GFP mediante microscopia de fluorescencia.
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Se sembraron células 293A en placas de 48 pocillos (7 x 10° células/pocillo). Al dia siguiente, las células en 0,2 ml
de medio fueron infectadas a una multiplicidad de 100 6 1000 DRP por célula. Veinticuatro horas después de la
infeccion, el medio fue sustituido por 0,5 ml de medio fresco. A las 48 horas y a las 72 horas después de la infeccion
se contd el nUmero de células que expresaban la proteina GFP utilizando un microscopio de fluorescencia. Los
resultados, presentados en la Tabla 2, muestran que el vector de complejidad mitad tenia una capacidad
significativamente mas elevada para expresar niveles detectables de GFP, segun indicaba el porcentaje de células
293 fluorescentes, en comparacion con el vector de tamafio completo.

Tabla 2. Expresion en células 293 humanas por vectores VAAr

vector dosis tiempo tras la infeccion (horas) células fluorescentes diferencia en

DRP/célula (%) (n=2) veces

rVAAGFP(0.5) 100 48 10,2% >10

rVAAGFP(Sal) 100 48 0,0%

rVAAGFP(0.5) 1000 48 63,6% 3,6

rVAAGFP(Sal) 1000 48 17,7%

rVAAGFP(0.5) 100 72 13,1% 10,9

rVAAGFP(Sal) 100 72 1,2%

rVAAGFP(0.5) 1000 72 72,2% 5,6

rVAAGFP(Sal) 1000 72 12,9%

Ejemplo 7. Expresion en células HeLa por vectores VAAr

Células Hela fueron infectadas con el vector de complejidad mitad (derivado de rAAV-GFP(0.5)) o con el vector
rAAV-GFP(Sal), y se determind el numero de células que expresaban la proteina GFP mediante microscopia de
fluorescencia y mediante citometria de flujo.

Células HeLa 5 fueron sembradas en placas de 24 pocillos (2,5 x 10* células/pocillo). Al dia siguiente las células, en
0,5 ml de medio, fueron infectadas a una multiplicidad de 100 6 1000 DRP por célula. Veinticuatro horas después de
la infeccion, el medio fue sustituido por 1,0 ml de medio fresco. A las 72 horas después de la infeccion, se determind
el numero de células que expresaban la proteina GFP mediante microscopia de fluorescencia y también mediante
analisis en un citdmetro de flujo. Los resultados, presentados en la Tabla 3, muestran que el vector de complejidad
mitad tenia una capacidad significativamente mayor para expresar niveles detectables de GFP, segun indicaba el
porcentaje de células HelLa fluorescentes, en comparacion con el vector de tamafio completo, medidos por ambos
métodos. Ambos métodos proporcionaron calculos similares de la expresion de GFP. Se considera de manera
general que las células HeLa expresan transgenes a partir de VAAr sdlo ineficazmente. A la MOl mas elevada, hubo
un incremento significativamente mayor de la expresion en las células HeLa en comparacion con las células 293.

Tabla 3. Expresion en células HelLa por vectores VAAr

dosis Células fluorescentes (%) | diferencia en | Células fluorescentes (%) | diferencia en
vector (DRP/ml) por microscopia (n=2) veces por citometria de flujo (n=3) veces
rAAV-GFP 100 9,0 9 9,8 9,8
(0.5)
rAAV-GFP 100 1,0 1,0
(Sal)
rAAV-GFP 1000 49,4 15 47,9 16
(0.5)
rAAV-GFP 1000 3,3 3,0
(Sal)

Ejemplo 8. Analisis de los genomas de ADN de los vectores en particulas de VAAr

Para analizar los genomas de ADN de las particulas con el vector, se extrajo ADN de las particulas con el vector y
se analizé6 mediante electroforesis en gel bajo condiciones desnaturalizantes (gel alcalino) o no desnaturalizantes
(gel neutro). En la preparacion del analisis electroforético, muestras de los vectores VAAr fueron tratadas con SDS y
proteinasa K, incubadas a 50°C durante 4 horas y extraidas sucesivamente con fenol, fenol/cloroformo y cloroformo.
El acido nucleico fue posteriormente precipitado con etanol, resuspendido y cargado en un gel de agarosa alcalino o
neutro.

La electroforesis en gel alcalino se llevé a cabo en un gel de agarosa Seakem® 1,5% (FCM Products) en NaOH 30
mM y EDTA 2 mM, con un tampén de procesamiento de NaOH 30 mM, EDTA 2 mM. El tampon de carga para el gel
alcalino fue NaOH 30 mM, EDTA 2 mM, glicerol al 10% y verde de bromocresol al 0,1% (concentraciones finales). El
gel alcalino se dejo correr durante una noche a 20 voltios con recirculacion del tampén de procesamiento.
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El gel neutro fue agarosa Seakem® 1,0% (FMC Products) en Tris-borato 0,45 M, EDTA 0,001 M (TBE). El gel neutro
se dejo correr durante una noche a 40 voltios.

El analisis de los geles se llevd acabo segun sigue. Los geles fueron sometidos a condiciones de desnaturalizacion,
neutralizados posteriormente y transferidos durante una noche a una membrana de nailon. La transferencia fue
entrecruzada e hibridada con una sonda de GFP marcada con *’P cebada aleatoriamente utilizando la solucién
"quick Hyb® (Stratagene, La Jolla, CA, # de Catalogo 201220). Las transferencias hibridadas fueron expuestas a
una pelicula de rayos Xy los resultados estan mostrados en la Figura 7.

El analisis en gel alcalino, mostrado en la Figura 7A, indica que las preparaciones de particulas viricas con genomas
del vector que fueron producidos a partir de un plasmido de tamafio mitad contienen moléculas de ADN que tienen
una longitud monocatenaria que es la misma que la del genoma del VAA nativo (segunda calle empezando por la
izquierda). Esto es lo que se esperaria si moléculas de la RF del tipo con "rehibridacion intracatenaria” ("snap-back")
hubieran sido empaquetadas en estas particulas viricas. De manera similar, cuando los genomas viricos son
sometidos a condiciones desnaturalizantes y analizados posteriormente a pH neutro (segun se muestra en la Figura
7B), una porcion significativa de los genomas procedentes de los virus producidos a partir de los vectores de tamafio
mitad no se desnaturaliza, migrando en una posicion (Figura 7B, Calle 4) similar a la de un fragmento bicatenario de
tamafio mitad no desnaturalizado (Figura 7B, Calle 1).

Por tanto, los vectores VAAr que estan presentes en las particulas viricas de VAAr producidos a partir de los
plasmidos de tamario mitad (esto es, de complejidad mitad) tienen una longitud que es del mismo tamario que el
genoma del VAA nativo y poseen una estructura secundaria significativa, presumiblemente en forma de
apareamiento de bases intracatenario. De hecho, el analisis presentado en este ejemplo indica que el genoma
completo de tales vectores tiene apareamiento de bases.

Ejemplo 9. Analisis de los genomas de los vectores en células infectadas

Se extrajeron los genomas de los vectores de células HelLa después de la infeccion con particulas viricas de VAAr
que contenian vectores de complejidad mitad (esto es, vectores derivados del vector de tamafio mitad (que tienen
como resultado un polinucleétido monocatenario autocomplementario con un 50% aproximadamente de complejidad
de la secuencia)) o que contenian el genoma del vector de tamafio completo control y con o sin coinfecciéon con
adenovirus. Los genomas de los vectores extraidos fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa
alcalinos y neutros, segun se describié en el Ejemplo 8.

Células HelLa fueron sembradas en placas de 6 pocillos (2,5 x 10° células/pocillo). Al dia siguiente, las células fueron
infectadas, en 1 ml de medio completo, con VAAr que contenia vectores VAAr derivados del genoma de un vector de
tamafio completo o de tamafio mitad (lo cual tiene como resultado una molécula de tamafio completo con un 50%
aproximadamente de complejidad de la secuencia o una complejidad mitad), segun esta descrito en el Ejemplo 8. A
las 6, 24, 48 y 72 horas después de la infeccion con VAAr solo (a una multiplicidad de 500 particulas resistentes a
ADNasa por célula), o a las 6 horas después de la infeccion con VAAr junto con adenovirus (a una multiplicidad de 5
unidades infecciosas por célula), las células fueron recogidas y se extrajo selectivamente el ADN del vector
utilizando el procedimiento de precipitacion de Hirt con SDS-alto contenido en sal. Brevemente, las células fueron
incorporadas al medio mediante rascado, centrifugadas a 1.500 rpm durante 10 minutos, resuspendidas en 0,5 ml de
tampon de lisis (SDS 0,6%, EDTA 10 mM), ajustadas a NaCl 1 M por la adicion de 0,15 ml de NaCl 5 M e incubadas
a 4°C durante una noche. El lisado fue posteriormente centrifugado a 14.000 rpm durante 10 minutos y el
sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo. Después de la adicion de 20 pl de SDS al 10% y de 2,5 pl de una
solucion de 10 mg/ml de proteinasa K, el lisado fue incubado a 50°C durante 4 horas y extraido posteriormente con
fenol, fenol/cloroformo y cloroformo. EI ADN fue precipitado de la fase acuosa con etanol y el ADN precipitado fue
resuspendido en 50 pl de agua. Alicuotas (25 pl) del ADN resuspendido fueron cargadas en geles de agarosa
alcalinos y neutros. La electroforesis y el analisis de los geles se llevd a cabo segun se describié en el Ejemplo 8.

Los resultados estan mostrados en la Figura 8 (la Figura 8A muestra un gel neutro y la Figura 8B muestra un gel
alcalino) e indican que, en las células infectadas, el VAAr de complejidad mitad (esto es, derivado del genoma de un
vector de tamafio mitad) existe en una conformacion que tiene un alto grado de estructura secundaria (Figuras 8A 'y
8B, Calles 4-7), debido presumiblemente al apareamiento de bases intracatenario. Ademas, el vector de complejidad
mitad existe en esta forma bicatenaria tan pronto como 6 horas después de la infeccion (Figuras 8A y 8B, Calle 4),
independientemente de la presencia o ausencia de coinfeccion con adenovirus (Figuras 8A y 8B, Calle 3), mientras
que el vector de tamafio completo no (Figura 8A, Calle 11).
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Ejemplo 10. Fraccionamiento basado en la densidad de soluciones madre de los vectores en gradientes de
CsCl

En las preparaciones de los vectores anteriormente descritas, los vectores VAAr fueron purificados mediante
fraccionamiento volumétrico en CsClI seguido por cromatografia en columna. Para analizar las preparaciones de los
vectores mas altamente purificadas, se produjeron preparaciones adicionales y se fraccionaron por densidad en
lugar de por la separacion volumétrica descrita en los Ejemplos anteriores.

El vector de complejidad mitad y el vector control de tamafio completo fueron preparados segun se describid
anteriormente a partir de cinco frascos T225 de células C12 infectadas con adenovirus 5 (a una multiplicidad de 10
unidades infecciosas por células) y transfectadas con el plasmido que contenia el vector (37,5 ug por frasco). Se
prepararon lisados tratados con Benzonase® segun se describié en el Ejemplo 4, supra, y se ajustaron a un indice
de refraccion final de 1,3710 con CsCl. Los lisados fueron transferidos a un tubo de centrifuga, cubiertos con 0,5 ml
de aceite mineral y centrifugados en una ultracentrifuga Beckman en un rotor con cestillos basculantes (SW41) a
35.000 rpm, 15°C, durante 48 horas. Se recogieron de cada gradiente 21 fracciones de 200 ul cada una. Para cada
fraccion se determiné el indice de refraccion utilizando un refractdmetro Abbe y se calculd la densidad a partir del
valor del indice de refraccion. Las fracciones de los picos fueron localizadas analizando cada fraccion para
determinar el titulo de particulas (DRP) y la infectividad (expresada como unidades de replicacion, RU), obteniendo
posteriormente la relacion particula:infectividad. El analisis de las fracciones de los picos para el vector de
complejidad mitad, en comparacién con el vector de tamafio completo fraccionado volumétricamente, esta mostrado
en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis de las fracciones del g_]radiente de CsClI

Muestra Titulo (DRP/ml) Titulo (RU/ml) Particula:infectividad
fraccion 14 e CsCl 2,01 x10° 202 %10 100
?Yaﬁé‘.ff 'Téoai’ CsCl 8,32 x 10° 8,43 x 107 99
?Yaﬁé‘.ff |1D:(ao<5|5e) CsCl 8,81 x 10° 9,55 x 10’ 92
fraccion 14 OoCl 341 x10° 2,08 x 107 o4
%ﬁﬁﬁiﬁésfé’m 8,39 x 10° 2,92 x10’ 287

Las fracciones de los picos fueron analizadas posteriormente mediante electroforesis en gel con el fin de determinar
la conformacion del ADN del vector. Las fracciones que tenian una densidad que variaba de 1,362 g/ml a 1,394 g/ml
fueron dializadas individualmente, lisadas y digeridas con SDS y proteinasa K, incubadas a 50°C durante 4 horas,
extraidas con fenol, fenol/cloroformo, cloroformo, precipitadas con etanol y cargadas en geles de agarosa alcalinos y
neutros, segun se describio supra. Los geles fueron desnaturalizados, neutralizados y transferidos a una membrana
de nailon; los acidos nucleicos fueron unidos de manera cruzada a la membrana y la membrana fue hibridada con
una sonda de GFP marcada con *P cebada aleatoriamente. Las transferencias sondadas fueron expuestas a una
pelicula y a pantallas de fésforo. Los resultados, mostrados en la Figura 9 (la Figura A muestra un gel neutro y la
Figura 9B muestra un gel alcalino), indican que el vector de complejidad mitad existe en las particulas en dos
conformaciones: como una cadena sencilla con la longitud de la mitad de genoma (Figura 9B, Calles 3-7) o como
una cadena con la longitud completa del genoma que forma una molécula bicatenaria, teniendo cada una de sus
cadenas la mitad de la longitud del genoma (Figura 9A, Calles 3-7). Esta ultima conformacién de los genomas de
rAAV-GFP(0.5) esta preferencialmente enriquecida en las particulas que tienen una densidad similar a la densidad
de las particulas que contienen el vector rAAV-GFP(Sal) de longitud completa (comparar la Figura 9A, Calles 3-5,
con la Figura 9A, Calles 11y 12).

Ejemplo 11. Expresion en células HeLa por vectores VAAr fraccionados por densidad

Se examind la transduccion de células HeLa humanas por vectores de complejidad mitad o de tamafio completo que
habian sido preparados mediante fraccionamiento por densidad en gradientes de CsCl, segun se describié en el
Ejemplo 10. Con fines de comparacion, se utilizaron vectores de complejidad mitad que habian sido purificados
mediante el método de CsCI volumétrico y de cromatografia en columna descrito en el Ejemplo 4. Los controles
negativos fueron células HelLa no transducidas, y células transducidas de manera estable con un plasmido de
expresion de GFP fueron utilizadas como controles positivos. La transduccion fue analizada midiendo la expresion
de GFP mediante citometria de flujo 72 horas después de la infeccion. Los resultados estan presentados en la Tabla
5, en la que "% de transduccion” se refiere al porcentaje de células que expresan GFP. Estos resultados muestran
que el vector de complejidad mitad transduce al menos 20 veces mas eficazmente que un vector de tamafo
completo. Ademas, se observaron niveles de expresion mayores con vectores de complejidad mitad procedentes de
las fracciones mas densas, consistente con el enriquecimiento a estas densidades en particulas que contenian
genomas que podian formar rapidamente moléculas bicatenarias.
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Tabla 5. Expresion de células HeLa por vectores VAAr fraccionados por densidad

Vector dosis % de transduccioén (n=3)
(DRP/célula)
control negativo N/A 0,04
control positivo N/A 95,1
de complejidad mitad purificado 100 16,9 (+/- 1,4)
en columna 1000 58,7 (+/- 4,3)
de complejidad mitad 100 12,3 (+/- 2,0)
fraccion 11 1000 60,3 (+/- 2,9)
de complejidad mitad 100 12,0 (+/-1,9)
fraccion 12 1000 63,5 (+/-1,9)
de complejidad mitad 100 8,1 (+/-0,4)
fraccion 13 1000 46,6 (+/-1,8)
de complejidad mitad 100 10,8 (+/- 1,4)
fraccion 14 1000 53,5 (+/- 0,5)
de tamario completo 100 0,4 (+/-0,1)
combinacién 1000 2,9 (+/-0,3)

Los resultados de este ejemplo indican que se obtienen niveles de expresion mas elevados de un transgén después
de la infeccién de células humanas con virus que contienen un vector activado metabdlicamente.

Tomados en conjunto, la evidencia de los ejemplos precedentes demuestra que la expresion en células humanas es
mucho mas eficaz con un vector que forme pares de bases intracatenarios (en este ejemplo, el vector de
complejidad mitad) que con un vector que no asuma esta estructura.

Ejemplo 12. Produccion de un vector de complejidad mitad a partir de lineas celulares productoras estables

Un método preferido para producir vectores VAAr es generar células segun Clark y col. (1995) Hum. Gene Therapy,
6:1329-1341; y las Patentes de EE.UU. N°° 5.658.785; 5.858.775. Las lineas celulares C12 anteriormente
mencionadas contienen un casete de los genes rep y cap integrado y un vector integrado de manera estable.
Cuando tales células son infectadas con adenovirus, el genoma del vector es escindido, replicado y empaquetado en
capsidas de VAA, que pueden ser purificadas a partir de lisados de las células infectadas.

Se generd una linea celular productora transduciendo células C12 (células HelLa que contienen un casete de los
genes rep-cap, ver también el Ejemplo 4) con ADN plasmidico de AAV-GFP(0.5) y se seleccion6 un clon (KAO). Este
clon KAO-GFP fue expandido en cultivos voluminosos y utilizado para generar rAAV-GFP(0.5) por infeccion con
adenovirus de tipo 5. En ocho preparaciones diferentes, el rendimiento medio fue superior a 10.000 particulas de
rAAV-GFP(0.5) por célula KAO-GFP. Por tanto, la produccion de los vectores de la invencion puede llevarse a cabo
rutinariamente a escala comercial utilizando un método preferido que emplea lineas celulares productoras estables.

Ejemplo 13. Expresion in vivo de un transgén utilizando un vector activado metabélicamente

En este ejemplo, un polinucledtido del vector VAAr que codifica una proteina de fusion del receptor del factor de
necrosis tumoral (TNFR) y la region constante de una molécula de inmunoglobulina (Fc) denominada
sTNFR(p75):Fc (ENBREL, Immunex) es producido de acuerdo con los Ejemplos anteriores. La secuencia de
aminoacidos de sTNFR(p75):Fc esta mostrada en la Figura 10; ver la Patente de EE.UU. 5.605.690.

Se lleva a cabo un estudio utilizando transferencia génica del vector VAAr en el modelo de artritis en rata inducida
por la pared celular de estreptococos. EI modelo en rata utilizado en estos estudios es un modelo aceptado en la
técnica y aceptado por la FDA para estudiar la artritis y se utiliza para evaluar terapias anti-citoquinas.

En este modelo de artritis, la enfermedad es iniciada por una unica inyeccion intraperitoneal (i.p.) de un
péptidoglicano-polisacarido (PG-APS) de SCW del grupo A (30 pg peso corporal) en ratas Lewis hembra de 4
semanas de edad (100 g) susceptibles genéticamente. Cromartie y col. (1977) J. Exp. Med., 146:1585-1602.
Tipicamente, este modelo presenta una poliartritis bifasica, periférica y simétrica, con ciclos de recurrencia
exacerbada y remision, y es clinicamente e histolégicamente similar a la artritis reumatoide. Se desarrolla en 24-48
horas una inflamacién aguda de los tobillos, mufiecas y pequefias articulaciones de los pies, que persiste durante 4-
5 dias y posteriormente se resuelve parcialmente. Esta respuesta inflamatoria aguda, en la que predominan los
neutrdfilos, es seguida posteriormente por una inflamacion cronica que se reactiva espontaneamente en el dia 15
aproximadamente, que progresa hacia una sinovitis erosionante cronica, progresiva. Ademas de la poliartritis, este
modelo de PG-APS induce una inflamaciéon granulomatosa crénica en el higado y en el bazo. La gravedad de la
artritis (indice articular, Al) es determinada valorando cada articulacion del tobillo y la mufieca sobre la base del
grado de inflamacion, eritema y distorsion en una escala de 0-4 y sumando las puntuaciones de los cuatro
miembros. En paralelo, puede medirse la inflamacion de las patas posteriores mediante pletismometria por
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desplazamiento de agua.

Ratas Lewis hembra de un mes de edad son inyectadas i.p. con SCW, segun se describié anteriormente. Las ratas
son monitorizadas diariamente para determinar la aparicion y la progresion de la enfermedad registrando los valores
del Al. A medida que las ratas progresan hacia la fase cronica de la enfermedad (dia 14 a 15), son divididas en
grupos y administradas con diferentes dosis (1x10” - 1x10'? DRPs) en la articulacion de los tobillos posteriores.

Las ratas son inspeccionadas diariamente para determinar la aparicion y la progresion de la enfermedad, y se
registra la gravedad de la artritis (Al) cada 2 6 3 dias segun se describié anteriormente. Se compara la incidencia y la
gravedad de la enfermedad entre los grupos tratados con AAVITNFR-Fc, con el vector control VAA y con el vehiculo.
La inflamacién de las patas posteriores se mide con un pletismémetro y se registra el nimero de patas implicadas
(recuento de las articulaciones) en cada grupo y se compara entre los grupos. La significacion de las diferencias
entre los grupos en el curso de la artritis, basada en las medidas del diametro de las articulaciones, es analizada
utilizando un programa estadistico de analisis de varianza (ANOVA). La significacion estadistica de la valoracion
correspondiente a la observacion macroscopica es determinada utilizando el test t de Student no pareado.

Las ratas son sacrificadas 60 dias aproximadamente después de la administracion de los vectores o del vehiculo.
Los animales de cada uno de los grupos tratados con el vector AAVITNFR-Fc que muestran una reduccion
significativa de los sintomas de la artritis (>20% de reduccion del Al y de la inflamacién de las patas traseras) en
comparacion con los grupos tratados con el vector control VAA o con el vehiculo, son mantenidos vivos y
monitorizados para determinar la duracién de la eficacia terapéutica durante un tiempo de hasta 12 meses
aproximadamente.

El efecto de los tratamientos con los vectores y el vehiculo sobre la morfologia de las articulaciones tal como la
resorcion del cartilago y 6sea es determinado mediante radiografia con rayos X y post-mortem mediante el examen
histopatologico de criosecciones de las articulaciones tefiidas con hematoxilina y eosina (H/E). En estas secciones
se hace una valoracién de la hiperplasia de la membrana sinovial, de la formacién de pannus, de la destruccién de
cartilago articular y de la produccién de tejido fibroso masivo. Las secciones de las articulaciones son examinadas
también para determinar la existencia de infiltracion de leucocitos en el espacio sinovial.

La presencia de respuestas inmunes mediadas por células contra las células transducidas con AAVITNFR-Fc es
evaluada aislando células de los nodulos linfaticos de drenaje de la region y del bazo de un subgrupo de animales, a
partir de las cuales se preparan suspensiones de células individuales. Se llevan a cabo ensayos de proliferacion de
células T utilizando la proteina de fusion rTNFR-Fc como fuente de antigeno. La citotoxicidad mediada por células es
analizada utilizando ensayos de liberacion de cromo con una linea celular isogénica de ratas Lewis que expresa
rTNFR-Fc transfectada de manera estable (compatible con RT-1) como diana.

El higado y el bazo son examinados para determinar la existencia de inflamaciéon granulomatosa cronica y se
comparara entre los grupos la incidencia y la gravedad de la enfermedad. Ademas, otros érganos vitales incluyendo
pulmones, corazoén, tracto Gl y rifidén, son inspeccionados para detectar signos de patologia, seguido por analisis
histopatologicos de secciones de tejido incluidas en parafina y tefiidas con H/E.

Para examinar la distribucion tisular de los vectores, se prepara ADN de todos los érganos vitales, de los ovarios y
de las articulaciones, y se examina la presencia de ADN del vector mediante analisis de transferencia Southern
utilizando sondas especificas del vector y mediante PCR utilizando cebadores especificos del vector.

Se recogen muestras de suero de todos los animales, antes, inmediatamente después y a intervalos semanales
después de la administracion de los vectores y del vehiculo y se analizan para determinar:

(i) La presencia y los niveles de TNFR-Fc. Un ensayo sobre inmunoabsorbente con enzima unido (ELISA) mide
los niveles séricos totales de rTNFR-Fc, y un bioensayo estandar de TNF-a mide la bioactividad de rTNFR-Fc.

(ii) La presencia y los niveles de anticuerpos neutralizantes dirigidos contra las proteinas de la capsida del VAA
mediante un ELISA para medir los niveles totales de anticuerpos anti-capsida, y mediante un ensayo de
inhibicién de la infectividad del VAA mediada por anticuerpos anti-capsida del VAA para determinar la presencia
de anticuerpos neutralizantes anti-capsida.

(iii) La presencia y los niveles de anticuerpos neutralizantes y/o no neutralizantes dirigidos contra la proteina
rTNFR-Fc mediante un ELISA para medir los niveles totales de anticuerpos anti-rTNFR-Fc, y mediante un
bioensayo estandar de TNF-a para analizar la inhibicion de la bioactividad de rTNFR-Fc. En este ensayo, las
muestras de suero son analizadas para determinar la inhibicion de la actividad de la proteina rTNFR-Fc (para
bloquear la destruccion celular por TNF-a).

Los inventores describen un método para preparar un VAAr de acuerdo con la invenciéon, donde el método
comprende incubar una célula hospedadora en condiciones que permitan la replicacion y encapsidacion de VAA,
donde dicha célula hospedadora comprende:

(a) un vector VAAr que comprende una secuencia de nucleotidos heterdloga y una o mas secuencias de
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repeticiones terminales invertidas (ITR) de VAA que flanquean dicha secuencia heterdloga, donde el vector es
menor de aproximadamente 2,5 kb, y
(b) funcion rep de VAA, funcion cap de VAA y funcién de virus auxiliar para VAA.

Las funciones rep y cap pueden proporcionarse por un casete rep-cap que esta integrado de forma estable en el
genoma de la célula hospedadora. Como alternativa, las funciones rep y cap pueden proporcionarse por un
plasmido. Las funciones auxiliares pueden proporcionarse por infeccién de adenovirus.

La invencion también proporciona un método para construir una biblioteca que comprende:
(a) poner en contacto una poblacion de células hospedadoras con vectores de VAA recombinantes de acuerdo
con la invencién en condiciones que permitan la introduccion de dichos vectores en las células; y (b) seleccionar
células que contienen un vector viral recombinante.

También se proporciona un método para construir una biblioteca que comprende: (a) poner en contacto una

poblacién de células hospedadoras con una particula de VAAr de acuerdo con la invenciéon en condiciones que
permitan la infeccion; y (b) seleccionar células que contienen el vector de VAAr.
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacion virica de virus adenoasociado recombinante (VAAr), preparacion virica de VAAr que esta
esencialmente libre de virus auxiliar, que comprende un vector de VAAr, donde el vector de VAAr comprende una
secuencia de nucledtidos heterdloga que comprende una regidon codificante que forma pares de bases
intracatenarios, donde la formacién de pares de bases intracatenarios es suficiente para permitir la transcripcién sin
previa replicacion de ADN de la cadena, donde la expresion de la region codificante de la secuencia heteréloga esta
incrementada con relacion a un vector de VAAr que carece de formacién de pares de bases intracatenarios
suficiente para incrementar dicha expresion, y donde el vector VAAr comprende una o mas secuencias de repeticion
terminal invertida (ITR) que flanquean dicha secuencia heterdloga, para su uso en un método de tratamiento del
organismo humano o animal mediante terapia.

2. Una preparacion virica de VAAr para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el vector de VAAr
comprende ademas una ITR flanqueada en ambos lados por secuencias heterdlogas.

3. Una preparacion virica de VAAr para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde la secuencia heterdloga
codifica una proteina o un ARN de interés terapéutico.

4. Una preparacion virica de VAAr para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, donde la secuencia heterdloga
codifica un ARN antisentido o una ribozima.

5. Una preparacion virica de VAAr para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, donde la secuencia heteréloga es:

(i) un polinucleotido que codifica una proteina util en terapia génica para aliviar deficiencias causadas por niveles
ausentes, defectuosos o subdptimos de una proteina estructural o de un enzima;

(i) un polinucleodtido que se transcribe para dar lugar a una molécula antisentido;

(iii) un polinuclestido que se transcribe para dar lugar a un sefiuelo que se une a un factor de transcripcion o de
traduccion;

(iv) un polinucledétido que codifica un modulador celular;

(v) un polinucleétido que puede hacer que una célula receptora sea susceptible a un farmaco especifico;

(vi) un polinucledtido para terapia del cancer; o

(vii) un polinucledtido que codifica un antigeno o un anticuerpo.

6. Una preparacion virica de VAAr para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la secuencia heteréloga es
el gen de la timidina quinasa del virus herpes, un gen supresor de tumores E1A o un gen supresor de tumores p53.

7. Una preparacion virica de VAAr para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
que comprende ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable.

8. Un método para construir una biblioteca que comprende:

(a) poner en contacto una poblacion de células hospedadoras con vectores de VAAr como se define en la
reivindicacion 1 en condiciones que permitan la introduccion de dichos vectores de VAAr en las células; y
(b) seleccionar células que contienen un vector de VAAr.

9. Un método para identificar un fenotipo asociado con la expresién de una region codificante de un vector de VAAr
como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende:

(a) poner en contacto una célula hospedadora con un vector de VAAr como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 en condiciones que permitan la captacién del vector;

(b) ensayar la célula con respecto a la expresion de la region codificante de la secuencia heterdloga; y

(c) comparar un fenotipo de la célula que expresa la region codificante de la secuencia heteréloga con un
fenotipo de una célula que carece del vector,

donde una diferencia fenotipica indica que el fenotipo de la célula que expresa la secuencia heteréloga es un
fenotipo asociado con la expresion de la region codificante.
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AlaArgGlnAlaA)laTrpArgGluGlyAlaGlyLeuArgGlyArgGlu
GlyAlafrgRlaGlyClyAsnArgTheProProhlaSasMatAl abDrn
ValAlaValTrpAlaAlaleuAlaValGlyLeuGluLeuTrpAlaAla
AlaHisAlaLeuProAlaGlnValAlaPheThrProTyrAl aProGlu
ProGlySerThrCysArgleuArgGluTyrTyrAspGlnThrAlaGln
HetCysCysSerLysCysSerProGlyGlnHisAlaLysValPheCys
ThrLysThrSerAspThrvValCysAspSerCysGluAspSerThrTyr
ThrGlnLeuTrpAsnTrpValBroGluCysLeuSerCysGlySerArg
CysSerSerAspGlnValGluThrGlnAlaCysThrArgGluGlnAsn
ArglleCysThrCysArgProGlyTrpTyrCysAlaLeuSerLysGln
GluGlyCysArgLeuCyshAlaProLeuArgLysCysArgProGlyPhe
GlyValhlaArgProGlyThrGluThrSerAspValValCysLysPro
CysAlaProGlyThrPheSerAsnThrThrSerSerThrAsplleCys
ArgProHisGlnIleCysAsnValValAlaIleProGlyAsnAlaSer
MetAspAlaValCysThrSerThrSerProThrArgSerMetAlaPro
GlyAlaValHisLeuProGlnProvalSerThrArgSerGlnHisThr
GlnProThrProGluProSerThrAlaProSerThrSerPheleuleu
ProMetGlyProSerProProAlaGluGlySerThrGlyAspGluPro
LysSerCysAspLysThrHisThrCysProProCysProAlaProGlu
LeuleuGlyGlyProSerValPheLeuPheProProlysProLysAsp
ThrleuMetlleSerArgThrProGluValThrCysValvValValasp
ValSerHisGluAspProGluValLysPheAsnTrpTyrValAepGly
ValGluValHisAsnAlaLysThrLysProArgGluGluGlnTyrAsn
SerThrTyrArgVa lValSerValleuThrValLeuHisGlnAspTrp
LeuAsnGlyLysAspTyrLysCysLysValSerAsnLysAlaLeuPro
AlaProMetGloLysThrIleSerLysRlaLysGlyGlnProArgGlu
PreGlnValTyrThrleuProProSerArgAspGluLeuThrLysAsn
GlnValSerLeuThrCysLeuValLysGlyPheTyrProArgHisIle
AlaValGluTrpGluSerAsnGlyGlnProGluAsnAsnTyrLysThr
ThrProProValLeuAspSerAspGlySerPhePheLeuTyrSerLys
LeuThrValAspLysSerArgTrpGlnGlnGlyAsnValPheSerCys
SerValMetHisGluAlaLeuHisAsnHisTyrThrGlnLysSerLeu
SerLeuSerProGlyLys
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