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Método para la expresion de moléculas de ARN pequeio dentro de una célula
Descripcion

Antecedentes de la invencion

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere generalmente a métodos de alteracion de la expresion génica en una célula o un
animal usando construcciones virales manipuladas para administrar una molécula de ARN. En un aspecto mas
especifico, se usa una construccion viral para administrar moléculas de ARN bicatenario que pueden usarse para
regular por disminuciéon o modular la expresion génica.

Descripcién de la técnica relacionada

La interferencia por ARN (iARN) o silenciamiento es un fendmeno recientemente descubierto (A. Fire et al., Nature
391, 806 (1998); C.E. Rocheleau et al. Cell 90, 707 (1997)). Los ARN interferentes pequefios ("ARNip") son
moléculas de ARN bicatenario que inhiben la expresion de un gen con el que comparten homologia. Los ARNip se
han usado como herramienta para regular por disminucién la expresion de genes especificos en una variedad de
células cultivadas, ademas de en animales invertebrados. Varios de tales enfoques se han revisado recientemente
(P.D. Zamore Science 296, 1265 (2002)); sin embargo, tales enfoques tienen limitaciones. Por ejemplo, ninguna
técnica antes de la invencion descrita en el presente documento permitia la generacion de mamifero transgénico que
tuviera un gen especifico regulado por disminucion mediante interferencia por ARN. Similarmente, existe la
necesidad de métodos mas robustos para la introduccién de moléculas de ARN pequefio con funcién reguladora.

Lee NS et al. ("Expression of small interfering RNAs targeted against HIV-1 rev transcripts in human cells"; Nature
Biotechnology, Nature Publishing, USA, Vol. 19, Mayo de 2002, paginas 500-505) se refiere a la expresion de ARNip
en células humanas para el silenciamiento génico. En particular, se describe una construccién de administraciéon de
plasmido que incluye un promotor U6 de Pol lll, un ARNip insertado detras del promotor Pol Ill y una sefal de
terminacion de promotor.

Miyagishi M et al. ("U6-promoter-driven siRNAs with four uridine 3' overhangs efficiently suppress targeted gene
expression in mammalian cells"; Nature Biotechnology, Nature Publishing, USA, Vol. 19, No. 5, Mayo de 2002,
paginas 497-500) desvelan con respecto al silenciamiento génico en células de mamifero un vector de expresion de
ARNip que comprende un promotor U6 operativamente unido a una region codificante de ARN para expresar la
misma con el fin de silenciar mediante interferencia por ARN genes indicadores o genes enddgenos particulares.

Paul CP et al. ("Effective expression of small interfering RNA in human cells"; Nature Biotechnology, Nature
Publishing, USA, Vol. 20, No. 5, Mayo de 2002, paginas 505-508) se refiere a la expresion de ARN interferente
pequefio en células humanas y desvela a este respecto casetes de expresion de U6 clonados en vectores pAV, que
se derivan de pCWRSVN.

Yu JY et al. ("RNA interference by expression of short-interfering RNAs and hairpin RNAs in mammalian cells";
Proceeding of the National Academy of Sciences of USA, National Academy of Science, Washington, USA, Vol. 99,
No. 9, Abril de 30, 2002, paginas 6047-6052) se refiere a la expresién de ARN interferentes cortos y ARN de
horquilla en células de mamifero que se expresan a partir de un vector de ARN polimerasa Il basado en el promotor
de ARN de U6 de ratdon. Se ha mostrado que estos ARNip inhiben eficazmente la expresion génica en células de
mamifero.

llves et al. ("Retroviral vectors designed for targeted expression of RNA Polymerase lll-driven transcripts: a
comparative study"; Gene, Vol. 171, 1996, paginas 203-208) desvelan la expresion dirigida de transcritos conducidos
por ARN polimerasa lll en vectores retrovirales, que tiene una posible aplicacién en la expresion estable de ARN
cortos terapéuticos o inhibidores. Se sugiere la optimizacion de sistemas de Pol Il / vector retroviral para enfoques
terapéuticos. Estas construcciones presentan una LTR de 3'y una LTR de §'.

La invencion proporcionada en el presente documento trata estas y otras limitaciones en el campo de la regulacion
génica mediada por ARN.

Sumario de la invencion

La invencién se refiere generalmente a métodos de expresion dentro de una célula de una molécula o moléculas de
ARN. Estos métodos pueden usarse con una amplia variedad de tipos de células. Las moléculas de ARN pueden
expresarse dentro de una célula para una variedad de fines. Por ejemplo, y sin limitacién, las moléculas de ARN
pueden servir de marcadores dentro de una célula, pueden actuar de oligonucleétidos antisentido o ribozimas para
regular la expresion génica, y pueden servir para regular por disminucion genes mediante interferencia por ARN.
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En un aspecto, la invencion proporciona construcciones retrovirales para la expresion de una molécula o moléculas
de ARN dentro de una célula. Las construcciones comprenden preferentemente un &cido nucleico que tiene las
secuencias R y U5 de una repeticién terminal larga (LTR) lentiviral de 5', una LTR de 3' lentiviral auto-inactivante y
un promotor de ARN polimerasa Ill (pol Ill). Las construcciones retrovirales comprenden ademas al menos un
transgén que comprende un regién codificante de ARN operativamente unida al promotor de ARN polimerasa lll. La
de region de promotor de ARN polimerasa Il y la regién codificante de ARN estan situadas entre la LTR de 5'y la
LTR de 3".

La region codificante de ARN va inmediatamente seguida de una secuencia de terminacién de Pol Il que dirige la
terminacion precisa y eficaz de la sintesis de ARN por pol Ill. Las secuencias de terminacion de Pol Il generalmente
comprenden 4 o mas restos de T consecutivos. Puede usarse una agrupacion de 5 T consecutivas como terminador
por la cual la transcripcién de Pol Il se detiene en la segunda o tercera T del molde de ADN. Como resultado, solo 2
a 3 restos de U se afiaden al extremo 3' del ARN que se sintetiza a partir de la region codificante de ARN.

Puede usarse una variedad de promotores de Pol Ill con la invencién, que incluyen, por ejemplo, los fragmentos de
promotor derivados de genes de ARN de H1 o genes de ARNnp de U6 de origen humano o de ratén o de cualquier
otra especie. Ademas, los promotores de Pol Il pueden modificarse/manipularse para incorporar otras propiedades
deseables tales como para ser inducibles por moléculas quimicas pequeinas tanto ubicuamente como en un modo
especifico de tejido, por ejemplo, uno activado con tetraciclina o IPTG (sistema lacl).

El promotor de Pol lIll, region de molde de ARN y terminador de Pol Ill juntos pueden comprender un "casete de
ARN" o "casete de expresion de ARN". Si el ARN es un ARN inhibidor pequefio (ARNip), el casete de expresion
puede llamarse un "casete de expresion de ARNip".

En una realizacién, la regién codificante de ARN codifica una molécula de ARN auto-complementaria que tiene una
region sentido, una regién antisentido y una region de bucle. Una molécula de ARN tal, cuando se expresa forma
deseablemente una estructura de "horquilla". La region de bucle tiene generalmente entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 10 nucledtidos de longitud. La region de bucle puede ser de aproximadamente 6 y
aproximadamente 9 nucleétidos de longitud. En una realizacion de la invencién, la region sentido y la regiéon
antisentido tienen entre aproximadamente 15 y aproximadamente 30 nucledtidos de longitud.

La region codificante de ARN puede unirse operativamente en la direccién 3' a un promotor de ARN polimerasa Il de
forma que la secuencia codificante de ARN pueda ser expresada con precision sin ningln nucleétido no codificante
adicional presente en el extremo 5'. De esta forma, puede expresarse una secuencia de ARN que es idéntica a una
secuencia diana en el extremo 5'. La sintesis de la region codificante de ARN termina en el sitio de terminador. El
sitio de terminador puede consistir en cinco restos T consecutivos.

En otro aspecto de la invencion, el vector retroviral puede comprender multiples regiones codificantes de ARN. En
una realizacion, la construccion retroviral comprende un primer promotor de ARN Pol Ill, una primera region
codificante que codifica una primera molécula de ARN operativamente unida al primer promotor de ARN Pol lll, un
segundo promotor de ARN Pol Ill y una segunda region codificante de ARN operativamente unida al segundo
promotor de ARN Pol Ill. La segunda region codificante de ARN codifica una molécula de ARN que es
sustancialmente complementaria a la molécula de ARN codificada por la primera regidon codificante de ARN, de
forma que las dos moléculas de ARN puedan formar una estructura bicatenaria cuando se expresen. También se
desvelan multiples regiones codificantes de ARN que codifican moléculas de ARN auto-complementarias similares a
horquilla u otras moléculas no de horquilla.

En otra realizacién mas de la invencidn, la construccion retroviral comprende un primer promotor de ARN Pol IlI
operativamente unido a una primera regiéon codificante de ARN, y un segundo promotor de ARN Pol Il
operativamente unido a la misma primera regién codificante de ARN en la direcciéon opuesta, de forma que la
expresion de la region codificante de ARN del primer promotor de ARN Pol Ill produce una sintesis de una primera
molécula de ARN como la hebra codificante y la expresion de la regién codificante de ARN del segundo promotor de
ARN Pol lll produce la sintesis de una segunda molécula de ARN como una hebra no codificante que es
sustancialmente complementaria a la primera molécula de ARN. Ambos promotores de la ARN polimerasa Il
pueden separarse de la region codificante de ARN por secuencias de terminacion, preferentemente secuencias de
terminacion que tienen cinco restos T consecutivos.

Segun una realizacion de la invencion, las secuencias de LTR de 5' en la construccion retroviral se derivan del VIH.
La construccién retroviral también puede comprender una secuencia de elemento potenciador del virus de la
hepatitis de la marmota y/o una secuencia de supresor de dmbar de ARNt.

En otra realizacién de la invencion, la LTR de 3' auto-inactivante comprende un elemento U3 con una delecién de su
secuencia de potenciador. En otra realizacion mas, la LTR de 3' auto-inactivante es una LTR de 3' del VIH
modificada.
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La construccion retroviral recombinante puede pseudotipificarse, por ejemplo, con la glucoproteina de la envuelta del
virus de la estomatitis vesicular.

En otro aspecto de la invencion, la expresion de la region codificante de ARN produce la regulaciéon por disminucion
de un gen diana. Preferentemente, el gen diana comprende una secuencia que es al menos aproximadamente el
90 % idéntica a la regién codificante de ARN, mas preferentemente al menos aproximadamente el 95 % idéntica, e
incluso mas preferentemente al menos aproximadamente el 99 % idéntica.

La construccion viral también puede comprender una secuencia de nucleétidos que codifica un gen de interés. El
gen de interés esta preferentemente operativamente unido a un promotor de la polimerasa Il. Una construccion tal
también puede contener, por ejemplo, una secuencia de potenciador operativamente unida al promotor de la
polimerasa .

Puede usarse una variedad de promotores de la polimerasa Il con la invencién, que incluyen, por ejemplo, un
promotor del CMV. El promotor de la ARN polimerasa Il que se elige puede ser un promotor ubicuo, capaz de
conducir la expresién en la mayoria de los tejidos, por ejemplo, el promotor humano de la ubiquitina-C, promotor de
B-actina del CMV o promotor de PGK. En otras realizaciones, el promotor de la ARN polimerasa Il es un promotor
especifico de tejido.

En una realizacién, el gen de interés es un gen marcador o indicador, que puede usarse para verificar que el vector
se transfectd o transdujo satisfactoriamente y se expresaron sus secuencias. En una realizacion tal, el gen de interés
es un gen indicador fluorescente, por ejemplo, la proteina verde fluorescente. El gen de interés también puede ser
un gen resistente a farmaco que puede usarse para seleccionar las células que son satisfactoriamente transducidas.
Por ejemplo, el gen resistente a farmaco puede ser el gen resistente a zeocina (zeo). El gen de interés también
puede ser un hibrido de un gen resistente a farmaco y un gen indicador fluorescente, tal como una fusién zeo/gfp. El
gen de interés puede codificar una factor de proteina que puede regular la actividad de transcripcion de promotores
de Pol lll inducibles. En tal caso, el gen de interés es tetR (represor para el operén tet) que regula promotores de Pol
Il sensibles a tetraciclina.

Es otro aspecto de la invencién proporcionar métodos de expresion de una molécula o moléculas de ARN dentro de
una célula. Segun la invencion, una linea celular de encapsidacion se transfecta con una construccion retroviral de la
invencion, se recuperan particulas retrovirales recombinantes de la linea celular de encapsidacion; y se infecta una
célula diana in vitro con las particulas de retrovirus recombinantes.

En una realizacion de la invencion, la célula diana es una célula embrionaria no humana. Una célula embrionaria no
humana puede ser, por ejemplo, un embrién unicelular o células embrionarias de dentro de un embrion de fase
temprana. La célula diana puede ser una célula madre embriogénica no humana. Cuando la célula diana es una
célula embrionaria no humana, en una realizacion, dicha célula embrionaria se infecta inyectando el retrovirus
recombinante entre la zona pellcida y la membrana celular de la célula embrionaria no humana. En otra realizacién,
la célula embrionaria no humana se infecta eliminando la zona pelucida e incubando la célula en disolucidén que
contiene el retrovirus recombinante. En una realizacion tal, la zona pellcida puede eliminarse, por ejemplo, por
digestion enzimatica.

Cuando la célula diana es una célula embrionaria no humana o una célula madre embriogénica no humana, la célula
puede trasplantarse en una hembra pseudo-prefiada para generar un animal transgénico.

Los métodos de la invencion también pueden usarse con una variedad de células normales o enfermas ex vivo
primarias o células adaptadas en diversas condiciones de cultivo de tejido de humano, raton y otros vertebrados,
que incluyen, sin limitacion, células madre o precursoras para el sistema hematopoyético, células del sistema
nervioso central, células con capacidades regenerativas de una variedad de otros tejidos y drganos, células
dendriticas y otras células mieloides y linfoides en desarrollo y maduras, y células cancerosas derivadas de
diferentes linajes celulares.

En una realizacion particular, la célula diana es una célula embrionaria de un ave. La célula embrionaria de un ave
se infecta preferentemente poniendo en contacto el blastodisco embrionario del huevo del ave con particulas
retrovirales.

En ofra realizacién mas, la célula diana es un huevo de pez. El huevo de pez se infecta preferentemente por
administracion de las particulas retrovirales al espacio entre el coridn y la membrana celular del huevo de pez.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A muestra un diagrama esquematico de un vector retroviral que lleva un casete de expresion para la
expresion de ARN, llamado "casete de ARN" y un "gen marcador" o gen de interés. El casete de expresion de ARN
puede incorporarse en cualquier sitio permisible de la construccion retroviral tanto como copia Unica como multiples
copias en tandem. Ademas, aunque no se indica en la figura, mas de un casete de expresion de ARN puede estar
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presente en la construccién retroviral. La Figura 1B muestra una construcciéon similar en la que los casetes de
expresion de ARN flanquean un gen marcador.

La Figura 2 muestra una vista esquematica de un casete de expresién de ARN que comprende un promotor de ARN
polimerasa Il 100 unido a una region codificante de ARN 110-130 y una secuencia de terminacion 140. La region
codificante de ARN comprende una regién sentido 110, una region de bucle 120 y una regién antisentido 130.

La Figura 3 muestra una vista esquematica de un casete de expresion de ARN que tiene un promotor de ARN
polimerasa Ill 100 unido a una primera regién codificante de ARN 110 y una primera secuencia de terminacion 140 y
un segundo promotor de ARN polimerasa Il 105 unido a una segunda region codificante de ARN 115 y un segundo
terminador 145.

La Figura 4 muestra una vista esquematica de un casete de expresion de ARN que tiene un primer promotor de ARN
polimerasa 11l 100 unido a una region codificante de ARN 110 y una primera secuencia de terminacion 145. El casete
de expresion tiene un segundo promotor de ARN polimerasa Il 105 unido a la region codificante de ARN 115, la
misma secuencia que 110 en inversa, y un segundo terminador 140.

Figura 5. llustracion esquematica de un vector lentiviral que codifica ARNip de lacZ. Se muestra una secuencia
conectora de 7 pares de bases para garantizar la transcripcion de iniciacion precisa, seguido de una pequefia regiéon
codificante de ARN de horquilla que comprende una secuencia de 19 nt correspondiente a la regién 1900-1918 de la
hebra codificante de la secuencia codificante del gen beta-galactosidasa (lacZ) bacteriano y la secuencia
complementaria inversa perfecta de 19 nt separada por una regién de bucle de 9 nt. El terminador comprendié 5
restos de timidina consecutivos.

Figura 6. Un ARNip especifico de lacZ codificado por un vector lentiviral puede inhibir eficazmente la expresion del
gen indicador lacZ en células de mamifero transducidas en virus. MEF: fibroblastos embrionarios de ratén; HEK293:
células renales embrionarias humanas. Ambas de las lineas celulares de prueba alojan genes indicadores lacZ y de
luciferasa de luciérnaga, y los niveles de expresién de los genes indicadores pueden medirse por ensayos
quimioluminiscentes. Ctrl: la relacién de la actividad de lacZ frente a la actividad de Luc de las células parentales sin
infectar, que se establecié arbitrariamente a 1. Transducida: la inhibicion especifica de la expresion de lacZ
calculada como la reduccion de la relacién de lacZ con respecto a Luc.

Figura 7. Animales transgénicos que expresan una molécula de ARNip especifica de lacZ codificada por un vector
lentiviral pueden suprimir satisfactoriamente la expresion del gen indicador lacZ ubicuo en una referencia de
ROSA26+/-. ROSA1-6: las actividades de lacZ en los tejidos de las extremidades de seis embriones E17.5
ROSA26+/- que sirvieron de controles positivos. La diferencia en la actividad de lacZ entre embriones ROSA26+/-
individuales puede resultar de eficiencia de extraccion de proteina variable. TG1-4: las actividades de lacZ en los
tejidos de las extremidades de cuatro embriones transgénicos E17.5 que expresan una molécula de ARNip de lacZ
codificada por vector lentiviral en referencia de ROSA+/-. WT1-6: actividad de lacZ en los tejidos de las extremidades
de seis embriones no mutantes E17.5 C57B1/6, incluidos como el control negativo. Los niveles de referencia de la
actividad de beta-galactosidasa enddgena estan en general por debajo de 1.000 UL/ug, asi las columnas no son
visibles.

La Figura 8 muestra una ilustracion esquematica de un vector lentiviral de ARNip de lacZ inducible por Tet. Un gen
represor Tet (TetR; SEQ ID NO: 5) esta bajo el control del promotor de ubiquitina C humana y su expresion puede
monitorizarse por el marcador GFP en la direccion 3' acoplado por el elemento IRES (sitio interno de entrada al
ribosoma). El casete de ARNip anti-lacZ es conducido por un promotor de Pol lll inducible por Tet derivado del
promotor U6 humano (-328 a +1) que contiene un unico sitio de union a TetR (TetO1) entre la caja PSE y TATA
(SEQ ID NO: 4). En ausencia de tetraciclina, TetR se une a un promotor y su expresion es reprimida. Tras la adicion
de tetraciclina, TetR se mueve desde el promotor e inicia la transcripcion.

La Figura 9 muestra los resultados de un experimento que demostré que un casete de expresion de ARNip inducible
por Tet puede regular la expresion génica en respuesta a tratamiento con doxiciclina. Se transdujeron células
HEK293 que expresan lacZ y luciferasa doble (293Z+Luc) con un vector lentiviral que lleva un casete de ARNip de
lacZ inducible por Tet y un represor Tet bajo el control de un promotor de ubiquitina C (Figura 8). Las células
transducidas se trataron con 10 pg/ml de doxiciclina (M&s Dox) durante 48 h o sin el tratamiento de doxiciclina como
control (Sin Dox). Se midieron las actividades de lacZ y luciferasa como se describe en las figuras previas. La
actividad de supresion relativa se calcula como la relacién de lacZ frente a luciferasa y el control Sin Dox se
establecio arbitrariamente a 1.

Descripcidn detallada

Los inventores han identificado previamente un método de introduccién de un transgén de interés en una célula o
animal. Esta técnica se describe en la solicitud de patente provisional de EE.UU. en tramitacién junto con la presente
numero 60/322.031 presentada el 13/09/2001 y la solicitud de patente provisional de EE.UU. en tramitacion junto
con la presente numero 60/347.782 presentada el 09/01/2002.
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A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que comunmente es entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece
la presente invencion. Cualquier método, dispositivo y material similar o equivalente a aquellos descritos en el
presente documento puede usarse en la practica de la presente invencion.

Por "transgén" se indica cualquier secuencia de nucleétidos, particularmente una secuencia de ADN, que se integra
en uno o mas cromosomas de una célula huésped por intervencién humana, tal como por los métodos de la
presente invencién. Un transgén puede ser una "region codificante de ARN". El transgén puede comprender un "gen
de interés." El transgén también puede ser una secuencia de nucleétidos, preferentemente una secuencia de ADN,
que se usa para marcar el cromosoma donde se ha integrado. En esta situacién, el transgén no tiene que
comprender un gen que codifica una proteina que puede expresarse.

Un "gen de interés" es una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina u otra molécula que se desea
para la integracion en una célula huésped. El gen de interés puede codificar una proteina u otra molécula cuya
expresion se desea en la célula huésped. En tal caso, el gen de interés esta generalmente operativamente unido a
otras secuencias que son Utiles para obtener la expresion deseada del gen de interés, tales como secuencias
reguladoras transcripcionales.

Una "relacion funcional" y "operativamente unida" significan, sin limitacién, que el gen esta en la localizacion y
orientacion correctas con respecto a un promotor y/o potenciador cuya expresion del gen se afectard cuando un
promotor y/o potenciador se ponga en contacto con las moléculas apropiadas.

Una "regién codificante de ARN" es un acido nucleico que puede servir de molde para la sintesis de una molécula de
ARN, tal como un ARNip. Preferentemente, la region codificante de ARN es una secuencia de ADN.

Un "ARN interferente pequefio” o "ARNip" es una molécula de ARN bicatenario que es capaz de inhibir la expresion
de un gen con el que comparte homologia. EI ARNip puede ser una "horquilla" o molécula de ARN de tallo-bucle,
que comprende una region sentido, una region de bucle y una region antisentido complementaria a la region sentido.
El ARNip puede comprender dos moléculas de ARN distintas que se asocian no covalentemente para formar un
duplex.

El término "transgénico" se usa en el presente documento para describir la propiedad de alojar un transgén. Por
ejemplo, un "organismo transgénico" es cualquier animal, que incluye mamiferos, peces, aves y anfibios, en el que
una o mas de las células del animal contienen acido nucleico introducido mediante intervencion humana, tal como
por los métodos descritos en el presente documento. En un animal transgénico que comprende un transgén que
codifica un gen de interés, el transgén normalmente produce la célula para expresar o expresar en exceso una
proteina recombinante. Sin embargo, segun los métodos de la invencion, la expresién de una regién codificante de
ARN puede usarse para regulan por disminucion la expresién de un gen particular mediante mecanismos de
interferencia antisentido o por ARN.

Los términos "fundador”, "animal fundador" y "linea fundadora" se refieren a aquellos animales que son productos
maduros de los embriones u ovocitos a los que se afiadié el transgén, es decir, aquellos animales que crecieron a
partir de los embriones u ovocitos en los que se inserté ADN.

Los términos "progenie" y "progenie del animal transgénico" se refieren a toda y cada una de la descendencia de
cada generacion posterior al animal originalmente transformado.

El término "animal" se usa en su sentido mas amplio y se refiere a todos los animales que incluyen mamiferos, aves,
peces, reptiles y anfibios.

El término "mamifero” se refiere a todos los miembros de la clase Mammalia e incluye cualquier animal clasificado
como mamifero, que incluye seres humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zooldgico, para
deportes o mascotas, tales como raton, conejo, cerdo, oveja, cabra, ganado vacuno y primates superiores.

El término "ovocito" se refiere a una célula de gameto femenina e incluye ovocitos primarios, ovocitos secundarios y
6vulo sin fecundar maduro. Como se usa en el presente documento, el término "huevo" cuando se usa en referencia
a un huevo de mamifero significa un ovocito rodeado por una zona pelucida. El término "cigoto" se refiere a un évulo
fecundado. El término "embridn" se refiere ampliamente a un animal en las fases tempranas de desarrollo.

"Espacio perivitelino" se refiere al espacio localizado entre la zona pelucida y la membrana celular de un huevo de
mamifero o célula embrionaria.

"Célula diana" o "célula huésped" significa una célula que va a transformarse usando los métodos y composiciones
de la invencion.
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"Lentivirus" se refiere a un género de retrovirus que es capaz de infectar células en divisién y no en divisién. Varios
ejemplos de lentivirus incluyen VIH (virus de la inmunodeficiencia humana; que incluye VIH tipo 1 y VIH tipo 2), el
agente etiologico del sindrome de la inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA); Maedi-Visna, que produce
encefalitis (Visna) o neumonia (Maedi) en ovejas, el virus de la artritis-encefalitis caprina, que produce
inmunodeficiencia, artritis y encefalopatia en cabras; virus de la anemia infecciosa equina, que produce anemia
hemolitica autoinmunitaria y encefalopatia en caballos; virus de la inmunodeficiencia felina (VIF), que produce
inmunodeficiencia en gatos; virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB), que produce linfadenopatia, linfocitosis y
posiblemente infeccidn del sistema nervioso central en ganado vacuno; y virus de la inmunodeficiencia simia (VIS),
que produce inmunodeficiencia y encefalopatia en primates sub-humanos.

Un genoma lentiviral esta generalmente organizado en una repeticion terminal larga (LTR) de 5', el gen gag, el gen
pol, el gen env, los genes accesorios (nef, vif, vpr, vpu) y una LTR de 3'. La LTR viral se divide en tres regiones
llamadas U3, R y U5. La region U3 contiene los elementos potenciador y promotor. La region U5 contiene las
sefiales de poliadenilacion. La region R (repeticion) separa las regiones U3 y U5 y las secuencias transcritas de la
region R aparecen en tanto los extremos 5' como 3' del ARN viral. Véanse, por ejemplo, "RNA Viruses: A Practical
Approach” (Alan J. Cann, Ed., Oxford University Press, (2000)), O Narayan and Clements J. Gen. Virology 70:1617-
1639 (1989), Fields et al. Fundamental Virology Raven Press. (1990), Miyoshi H, Blomer U, Takahashi M, Gage FH,
Verma IM. J Virol. 72(10):8150-7 (1998), y la patente de EE.UU. N.° 6.013.516.

Se conocen en la técnica vectores lentivirales, que incluyen varios que se han usado para transfectar células madre
hematopoyéticas. Tales vectores pueden encontrarse, por ejemplo, en las siguientes publicaciones: Evans JT et al.
Hum Gene Ther 1999;10:1479-1489; Case SS, Price MA, Jordan CT et al. Proc Natl Acad Sci USA 1999;96:2988-
2993; Uchida N, Sutton RE, Friera AM et al. Proc Natl Acad Sci USA 1998;95:11939-11944; Miyoshi H, Smith KA,
Mosier DE et al. Science 1999;283:682-686; Sutton RE, Wu HT, Rigg R et al. Human immunodeficiency virus type 1
vectors efficiently transduce human hematopoietic stem cells. J Virol 1998;72:5781-5788.

"Virién", "particula viral" y "particula retroviral" se usan en el presente documento para referirse a un Unico virus que
comprende un genoma de ARN, proteinas derivadas del gen pol, proteinas derivadas del gen gag y una bicapa de
lipido que presenta una (gluco)proteina de la envuelta. El genoma de ARN es normalmente un genoma de ARN
recombinante y asi puede contener una secuencia de ARN que es exdgena al genoma viral nativo. El genoma de
ARN también puede comprender una secuencia viral endégena defectuosa.

Un retrovirus "pseudotipificado” es una particula retroviral que tiene una proteina de la envuelta que es de un virus
distinto del virus del que se deriva el genoma de ARN. La proteina de la envuelta puede ser de un retrovirus
diferente o de un virus no retroviral. Una proteina de la envuelta preferida es la proteina del virus G de la estomatitis
vesicular (VSV G). Sin embargo, para eliminar la posibilidad de infeccion humana, los virus pueden ser
alternativamente pseudotipificados con proteina de la envuelta ecotrépica que limitan la infeccion a una especie
especifica, tales como ratones o aves. Por ejemplo, puede usarse una proteina de la envuelta ecotrépica mutante,
tal como la proteina de la envuelta ecotrépica 4.17 (Powell et al. Nature Biotechnology 18(12): 1279-1282 (2000)).

El término "provirus" se usa para referirse a una secuencia de ADN de duplex presente en un cromosoma eucariota
que se corresponde con el genoma de un retrovirus de ARN. El provirus pueden transmitirse de una generacion de
células a la siguiente sin causar lisis o destruccion de la célula huésped.

Una "LTR de 3' auto-inactivante" es una repeticion terminal larga (LTR) de 3' que contiene una mutacion, sustitucion
o delecion que previene que las secuencias de LTR conduzcan la expresion de un gen en la direccion 3'. Una copia
de la region U3 de la LTR de 3' actua de molde para la generacién de ambas LTR en el provirus integrado. Asi,
cuando la LTR de 3' con una delecién o mutacién inactivante se integra como la LTR de 5' del provirus, no es posible
transcripcién de la LTR de 5. Esto elimina la competencia entre el potenciador/promotor viral y cualquier
potenciador/promotor interno. LTR de 3' auto-inactivantes se describen, por ejemplo, en Zufferey et al. J Virol.
72:9873-9880 (1998), Miyoshi et al. J Virol. 72:8150-8157 e lwakuma et al. Virology 261:120-132 (1999).

El término "interferencia por ARN o silenciamiento" se define ampliamente e incluye todos los mecanismos post-
transcripcionales y transcripcionales de la inhibicion mediada por ARN de la expresion génica, tales como aquellos
descritos en (P.D. Zamore Science 296, 1265 (2002)).

En un aspecto de la invencion, se usa un retrovirus recombinante para administrar un transgén que comprende una
region codificante de ARN de interés a una célula diana. Preferentemente, la célula diana es una célula de
mamifero. La célula puede ser una célula primaria, o puede ser una célula cultivada, por ejemplo y sin limitacion, una
célula HEK, CRO, COS, MEF, 293. La célula diana puede ser un ovocito o una célula embrionaria no humana, mas
preferentemente un embrién unicelular no humano. La regién codificante de ARN y cualquier elemento genético
asociado se integran asi en el genoma de la célula diana como un provirus. Cuando la célula diana es un embrién no
humano, puede entonces permitirse que la célula se desarrolle en un animal no humano transgénico por métodos
muy conocidos en la técnica.

El retrovirus recombinante usado para administrar la regién codificante de ARN es preferentemente un lentivirus
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modificado, y asi es capaz de infectar tanto células en division como no en division. El retrovirus recombinante
comprende preferentemente un genoma lentiviral modificado que incluye el transgén. Ademas, el genoma lentiviral
modificado carece preferentemente de genes enddégenos para las proteinas requeridas para la replicacion viral,
previniendo asi la replicacion no deseada, tal como la replicacion en un animal no humano transgénico resultante.
Las proteinas requeridas se proporcionan preferentemente en frans en la linea celular de encapsidacion durante la
produccion del retrovirus recombinante, como se describe mas adelante.

El retrovirus recombinante usado para administrar la region codificante de ARN puede ser un virus de Moloney
modificado, por ejemplo, un virus de la leucemia murina de Moloney. El virus también pueden ser un virus de células
madre murinas (Hawley, R. G., et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 10297-10302; Keller, G., et al. (1998)
Blood 92:877-887; Hawley, R. G., et al. (1994) Gene Ther. 1:136-138). El retrovirus recombinante también puede ser
un virus hibrido tal como aquel descrito en Choi, JK; Hoanga, N; Vilardi, AM; Conrad, P; Emerson, SG; Gewirtz, AM.
(2001) Hybrid HIV/IMSCV LTR Enhances Transgene Expression of Lentiviral Vectors in Human CD34+
Hematopoietic Cells. Stem Cells 19, No. 3, 236-246.

El transgén se incorpora en una construccién viral que comprende una LTR de 5' retroviral intacta y una LTR de 3'
auto-inactivante. La construccion viral se introduce en una linea celular de encapsidacion que encapsida el ARN
gendmico viral basado en la construccion viral en particulas virales con la especificidad por huésped deseada. Las
particulas virales se recogen y se usan para infectar la célula huésped. Cada uno de estos aspectos se describe en
detalle mas adelante.

La construccion viral

La construccion viral es una secuencia de nucleétidos que comprende secuencias necesarias para la produccion de
retrovirus recombinante en una célula de encapsidacién. La construcciéon viral puede comprender adicionalmente
elementos genéticos que permiten la expresion deseada de una molécula de ARN o gen de interés en el huésped.

La generacion de la construccién viral puede llevarse a cabo usando cualquier técnica de ingenieria genética
adecuada muy conocida en la técnica, que incluye, sin limitacion, las técnicas convencionales de PCR, sintesis de
oligonucledtidos, digestién con endonucleasa de restriccion, ligacion, transformacion, purificacion de plasmidos y
secuenciacion de ADN, por ejemplo, como se describen en Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y. (1989)), Coffin et al. (Retroviruses. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, N.Y. (1997)) y "RNA Viruses: A Practical Approach" (Alan J. Cann, Ed., Oxford University Press,
(2000)).

La construccion viral pueden incorporar secuencias del genoma de cualquier organismo conocido. Las secuencias
pueden incorporarse en su forma nativa o pueden modificarse de cualquier forma. Por ejemplo, las secuencias
pueden comprender inserciones, deleciones o sustituciones. La construccion viral comprende secuencias de un
genoma de lentivirus, tal como el genoma del VIH o el genoma del VIS.

La construccion viral comprende secuencias de las LTR de 5' y 3' de un lentivirus. En particular, la construccion viral
comprende las secuencias Ry U5 de la LTR de 5' de un lentivirus y una LTR de 3' auto-inactivante de un lentivirus.
Las secuencias de LTR pueden ser las secuencias de LTR de cualquier lentivirus de cualquier especie. Por ejemplo,
pueden ser secuencias de LTR de VIH, VIS, VIF o VIB. Preferentemente, las secuencias de LTR son secuencias de
LTR del VIH. El virus también pueden incorporar secuencias de MMV o MSCV.

La construccion viral comprende una LTR de 3' auto-inactivante. El elemento U3 de la LTR de 3' puede contener una
delecion de su secuencia de potenciador, preferentemente la caja TATA, sitios Sp1 y NF-kappa B. Como resultado
de la LTR de 3' auto-inactivante, el provirus que se integra en el genoma de la célula huésped comprendera una LTR
de %' inactivada.

Opcionalmente, la secuencia U3 de la LTR de 5' lentiviral puede sustituirse con una secuencia promotora en la
construccion viral. Esto puede aumentar el titulo de virus recuperado de la linea celular de encapsidacién. También
puede incluirse una secuencia de potenciador. Puede usarse cualquier combinaciéon de potenciador/promotor que
aumente la expresiéon del genoma de ARN viral en la linea celular de encapsidacion. En la realizacion preferida se
usa la secuencia de potenciador/promotora del CMV (patente de EE.UU. N.° 5.168.062; Karasuyama et al J. Exp.
Med. 169:13 (1989).

La construccion viral también comprende un transgén. El transgén puede ser cualquier secuencia de nucleoétidos,
que incluye secuencias que sirven de marcadores para el provirus. Preferentemente, el transgén comprende una o
mas regiones codificantes de ARN y/o uno o mas genes de interés. Diagramas esquematicos de construcciones
retrovirales a modo de ejemplo se muestran en las Figuras 1A'y 1B.

Segun la presente invencion, el transgén comprende al menos una region codificante de ARN. Preferentemente, la

region codificante de ARN es una secuencia de ADN que puede servir de molde para la expresion de una molécula
de ARN deseada en la célula huésped. En una realizacion, la construccion viral comprende dos o mas regiones
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codificantes de ARN.

Segun la presente invencion, la construccion viral también comprende al menos un promotor de ARN polimerasa Il
El promotor de ARN polimerasa lll esta operativamente unido a la regidn codificante de ARN y también puede unirse
a una secuencia de terminacién. Ademas, puede incorporarse mas de un promotor de ARN polimerasa Il

Los promotores de ARN polimerasa Ill son muy conocidos para un experto en la materia. Puede encontrarse una
variedad adecuada de promotores de ARN polimerasa lll, por ejemplo, en Paule y White, Nucleic Acids Research,
Vol 28, pp 1283-1298 (2000). La definicion de promotores de ARN polimerasa Ill también incluye cualquier
fragmento de ADN sintético o manipulado que pueda dirigir la ARN polimerasa Ill para transcribir una secuencia
codificante de ARN en la direccidon 3'. Ademas, el promotor o promotores de ARN polimerasa Il (Pol Ill) usados
como parte del vector viral pueden ser inducibles. Puede usarse cualquier promotor de Pol Il inducible adecuado
con los métodos de la invencion. Promotores de Pol Il particularmente adecuados incluyen los promotores sensibles
a la tetraciclina proporcionados en Ohkawa and Taira Human Gene Therapy, Vol. 11, pp 577-585 (2000) y en
Meissner et al. Nucleic Acids Research, Vol. 29, pp 1672-1682 (2001).

El transgén puede comprender un gen de interés que codifica una proteina que se expresa deseablemente en una o
mas células de un animal no humano transgénico, por ejemplo, una proteina indicadora o marcadora.
Preferentemente, el gen de interés esta situado entre las secuencias de LTR de 5'y de LTR de 3'. Ademas, el gen
de interés esta preferentemente en una relacién funcional con otros elementos genéticos, por ejemplo, secuencias
reguladoras de la transcripcion tales como promotores y/o potenciadores, para regular la expresion del gen de
interés de una manera particular una vez el transgén se incorpora en el genoma del huésped. Secuencias
reguladoras transcripcionales utiles pueden ser aquellas que son altamente reguladas con respecto a la actividad,
tanto temporalmente como espacialmente.

Preferentemente, el gen de interés esta en una relacion funcional con las secuencias reguladoras del
promotor/potenciador interno de la polimerasa Il. Un promotor/potenciador "interno" es uno que esta situado entre las
secuencias de LTR de 5' y de LTR de 3' en la construccion viral y estd operativamente unido al gen que es
deseablemente expresado.

El promotor/potenciador de la polimerasa |l puede ser cualquier promotor, potenciador o combinacién de
promotor/potenciador conocida por aumentar la expresion de un gen con el que esta en una relacion funcional.

El promotor/potenciador interno se selecciona preferentemente basandose en el patrén de expresion deseado del
gen de interés y las propiedades especificas de promotores/potenciadores conocidos. Asi, el promotor interno puede
ser un promotor constitutivo. Ejemplos no limitantes de promotores constitutivos que pueden usarse incluyen un
promotor para ubiquitina, CMV (patente de EE.UU. N.° 5.168.062; Karasuyama et al J. Exp. Med. 169:13 (1989), B-
actina (Gunning et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:4831-4835 (1987) y pgk (véanse, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. N.° 4.615.974 y 5.104.795; Adra et al. Gene 60:65-74 (1987), Singer-Sam et al. Gene 32:409-417 (1984) y
Dobson et al. Nucleic Acids Res. 10:2635-2637 (1982)). Alternativamente, un promotor puede ser un promotor
especifico de tejido. Varios ejemplos no limitantes de promotores especificos de tejido que pueden usarse incluyen
Ick (véase, por ejemplo, Garvin et al. Mol. Cell Biol. 8:3058-3064 (1988) y Takadera et al. Mol. Cell Biol. 9:2173-2180
(1989)), miogenina (Yee et al. Genes and Development 7:1277-1289 (1993) y thyl (Gundersen et al. Gene 113:207-
214 (1992). Ademas, pueden seleccionarse promotores para permitir la expresién inducible del transgén. Se
conocen en la técnica varios sistemas de expresion inducible usando un promotor tal, que incluyen el sistema
sensible a tetraciclina y el sistema de operador-represor /lac. También se contempla que pueda usarse una
combinacién de promotores para obtener la expresion deseada del gen de interés. El experto sera capaz de
seleccionar un promotor basandose en el patron de expresiéon deseado del gen en el animal no humano transgénico
resultante.

También puede estar presente un potenciador interno en la construccion viral para aumentar la expresion del gen de
interés. Por ejemplo, puede usarse el potenciador del CMV (Karasuyama et al J. Exp. Med. 169:13 (1989) en
combinacién con el promotor de (-actina de pollo (véase, por ejemplo, el documento JP 1990005890-A1).
Nuevamente, un experto en la materia sera capaz de seleccionar el potenciador apropiado basandose en el patrén
de expresion deseado.

El gen de interés no esta limitado de ningun modo e incluye cualquier gen que el profesional habitual desee tener
integrado y/o expresado en un animal no humano transgénico. Por ejemplo, el gen de interés puede ser uno que
codifica una proteina que sirve de marcador para identificar células que comprenden al provirus. El gen de interés
puede codificar una proteina que modifica una caracteristica fisica del animal no humano transgénico, tal como una
proteina que modifica el tamafio, crecimiento o composicion de tejido. En otro ejemplo, el gen de interés puede
codificar una proteina de valor comercial que puede recogerse del animal no humano transgénico.

Ademas, mas de un gen de interés puede ponerse en relacidon funcional con el promotor interno. Por ejemplo, un

gen que codifica una proteina marcadora puede situarse después del gen primario de interés para permitir la
identificacion de células que estan expresando la proteina deseada. En una realizacién, una proteina marcadora
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fluorescente, preferentemente proteina verde fluorescente (GFP), se incorpora en la construccién junto con el gen de
interés. Si se incluye un segundo gen indicador, también se incluye preferentemente una secuencia del sitio interno
de entrada al ribosoma (IRES) (patente de EE.UU. N.° 4.937.190). La secuencia de IRES puede facilitar la expresion
del gen indicador.

La construccion viral también puede contener elementos genéticos adicionales. Los tipos de elementos que pueden
incluirse en la construccion no estan limitados de ningin modo y seran elegidos por el profesional habitual para
lograr un resultado particular. Por ejemplo, puede incluirse una sefial que facilita la entrada nuclear del genoma viral
en la célula diana. Un ejemplo de una sefal tal es la sefial flap del VIH-1.

Ademas, pueden incluirse elementos que facilitan la caracterizaciéon del sitio de integracion del provirus en el
genoma del animal. Por ejemplo, puede incluirse una secuencia de supresor de ambar de ARNt en la construccion.

Ademas, la construccion puede contener uno o mas elementos genéticos disefiados para potenciar la expresion del
gen de interés. Por ejemplo, un elemento sensible al virus de la hepatitis de la marmota (WRE) puede ponerse en la
construccioén (Zufferey et al. J Virol. 74:3668-3681 (1999); Deglon et al. Hum. Gene Ther. 11 :179-190 (2000)).

También puede incluirse un aislante de la B-globina de pollo (Chung et al. Prac. Natl. Acad. Sci. USA 94:575-580
(1997)) en la construccion viral. Se ha mostrado que este elemento reduce la probabilidad de silenciar el provirus
integrado en el animal no humano transgénico debido a efectos de metilacién y heterocromatinizacién. Ademas, el
aislante puede proteger al potenciador interno, promotor y gen exdégeno de los efectos posicionales positivos o
negativos del ADN de alrededor en el sitio de integracion sobre el cromosoma.

Cualquier elemento genético adicional se inserta preferentemente 3' del gen de interés.

El vector viral puede comprender: una secuencia de potenciador/promotor del citomegalovirus (CMV); las
secuencias Ry U5 de la LTR de 5' del VIH; la secuencia flap del VIH-1; un potenciador interno; un promotor interno;
un gen de interés; el elemento sensible al virus de la hepatitis de la marmota; una secuencia de supresor de ambar
de ARNt; un elemento U3 con una delecion de su secuencia de potenciador; el aislante de la B-globina de pollo; y las
secuencias Ry U5 de la LTR de 3' del VIH.

La construccién viral se clona preferentemente en un plasmido que puede transfectarse en una linea celular de
encapsidacion. El plasmido preferido comprende preferentemente secuencias Utiles para la replicacion del plasmido
en bacterias.

Produccion de virus

Puede usarse cualquier método conocido en la técnica para producir particulas retrovirales infecciosas cuyo genoma
comprende una copia de ARN de la construccidn viral descrita anteriormente.

Preferentemente, la construccion viral se introduce en una linea celular de encapsidacion. La linea celular de
encapsidacion proporciona las proteinas virales que se requieren en frans para la encapsidacion del ARN genémico
viral en particulas virales. La linea celular de encapsidacién puede ser cualquier linea celular que sea capaz de
expresar proteinas retrovirales. Las lineas celulares de encapsidacion preferidas incluyen 293 (ATCC CCL X), HelLa
(ATCC CCL 2), D17 (ATCC CCL 183), MDCK (ATCC CCL 34), BHK (ATCC CCL-10) y Cf2Th (ATCC CRL 1430). La
linea celular mas preferible es la linea celular 293.

La linea celular de encapsidacion puede expresar establemente las proteinas virales necesarias. Una linea celular
de encapsidacion tal se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N.° 6.218.181. Alternativamente, una linea
celular de encapsidacion puede transfectarse transitoriamente con plasmidos que comprenden acido nucleico que
codifica las proteinas virales necesarias.

Una linea celular de encapsidacion que expresa establemente las proteinas virales requeridas para la encapsidacion
del genoma de ARN puede transfectarse con un pladsmido que comprende la construccién viral descrita
anteriormente.

Alternativamente, una linea celular de encapsidacién que no expresa establemente las proteinas virales necesarias
puede co-transfectarse con dos o mas plasmidos esencialmente como se describe en Yee et al. (Methods Cello Biol.
43A, 99-112 (1994)). Uno de los plasmidos comprende la construccion viral que comprende el transgén. El (Los)
otro(s) plasmido(s) comprende(n) acido nucleico que codifica las proteinas necesarias para permitir que las células
produzcan virus funcional que es capaz de infectar la célula huésped deseada.

La linea celular de encapsidacién puede no expresar productos de genes de la envoltura. En este caso, la linea
celular de encapsidacion encapsidara el genoma viral en particulas que carecen de una proteina de la envuelta.
Como la proteina de la envuelta es responsable, en parte, de la variedad de huéspedes de las particulas virales, los
virus estan preferentemente pseudotipificados. Asi, la linea celular de encapsidacion se transfecta preferentemente
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con un plasmido que comprende secuencias que codifican una proteina asociada a la membrana que permitira la
entrada del virus en una célula huésped. Un experto en la materia sera capaz de elegir el pseudotipo apropiado para
la célula huésped que va a usarse. Por ejemplo, en una realizacién, los virus se pseudotipan con la glucoproteina de
la envuelta del virus de la estomatitis vesicular (VSVg). Ademas de conferir una variedad de huéspedes especifica,
este pseudotipo puede permitir que el virus se concentre a un titulo muy alto. Los virus pueden ser alternativamente
pseudotipificados con proteinas de la envuelta ecotropicas que limitan la infeccion a una especie especifica, tal
como ratones o aves. Por ejemplo, puede usarse proteina de la envuelta ecotrépica mutante, tal como la proteina de
la envuelta ecotropica 4.17 (Powell et al. Nature Biotechnology 18(12): 1279-1282 (2000)).

Una linea celular de encapsidacion que no expresa establemente proteinas virales puede transfectarse con la
construccién viral, un segundo vector que comprende el vector de encapsidacion del VIH-1 con secuencias de env,
nef, LTR de 5', LTR de 3' y vpu delecionadas, y un tercer vector que codifica una glucoproteina de la envuelta.
Preferentemente, el tercer vector codifica la glucoproteina de la envuelta VSVg.

La actividad de interferencia por ARN de las células de encapsidacién puede suprimirse para mejorar la produccion
de virus recombinante. Esto incluye, sin limitacion, el uso de cotransfeccion o transfeccion estable de construcciones
que expresan moléculas de ARNip para inhibir Dicer, un miembro de la familia de RNasa Il de la ribonucleasa que
es esencial para la interferencia por ARN (Hammond et al. Nat. Rev. Genet. 2:110-119 (2001)).

El virus recombinante se purifica entonces preferentemente a partir de las células de encapsidacion, se valora y se
diluye a la concentracion deseada.

Animales transgénicos

Con el fin de de producir animales no humanos transgénicos, un ovocito o una o mas células embrionarias no
humanas se infectan con el virus recombinante producido como se ha descrito anteriormente. Un experto en la
materia reconocera que el método de infeccién y el tratamiento de la célula tras la infeccion dependeran del tipo de
animal del que se obtiene la célula. Por ejemplo, células de mamifero se implantan preferentemente en una hembra
pseudoprefiada no humana tras la infeccidon, mientras que para la generaciéon de aves o peces transgénicos, el virus
se administra preferentemente a un huevo puesto y asi no se requiere la implantacion.

Mientras que métodos tempranos de producciéon de animales transgénicos no humanos requirieron que las células
estuvieran rapidamente dividiéndose, no hay tal requisito en los métodos de la presente invencion. Asi, la célula
puede ponerse en contacto en cualquier punto en el desarrollo. Por ejemplo, un cigoto no humano puede ponerse en
contacto con el virus recombinante.

Las células que van a infectarse con el virus pueden obtenerse por cualquier método conocido en la técnica y
apropiado para la especie especifica en la que se desea producir un animal no humano transgénico. Por ejemplo, la
recuperacion de ovocitos de ratén fecundados se describe en Hogan et al. (Manipulating the Mouse Embryo: A
Laboratory Manual. 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY (1994)). Un método de obtencién de ovocitos
de rata fecundados se describe en Armstrong et al. (Biol. Reprod. 39,511-518 (1998)).

No es necesario que las células se pongan en contacto después de la fecundacion. Por ejemplo, el virus puede
administrarse a 6vulos sin fecundar. El desarrollo puede entonces iniciarse, por ejemplo, por fecundacion in vitro.

Administracién del virus

El virus puede administrarse a la célula de cualquier modo que permita que el virus infecte la célula.
Preferentemente, se deja que el virus se ponga en contacto con la membrana celular. A continuacién se describen
dos métodos preferidos de administracion del virus a células de mamifero, inyeccién y contacto directo.

Inyeccion

El virus puede inyectarse en el espacio perivitelino entre la zona pelicida y la membrana celular de un cigoto
unicelular no humano. Se inyectan preferentemente menos de 50 picolitros de suspensién viral, mas
preferentemente menos de 25 picolitros e incluso mas preferentemente aproximadamente 10 picolitros.

El virus esta preferentemente presente en una suspension viral y puede inyectarse por cualquier método conocido
en la técnica. La suspensién viral se inyecta preferentemente mediante un inyector hidraulico. Se usa mas
preferentemente una micropipeta de vidrio para inyectar el virus. Puede prepararse una micropipeta estirando capilar
de borosilicato vidrio sobre un estirador de pipetas. La punta se abre preferentemente y se bisela a
aproximadamente 10 pym. La suspension lentiviral puede cargarse en la micropipeta desde la punta usando presion
negativa suave.

La célula puede estabilizarse con una pipeta de contencion montada en un micromanipulador, tal como por presién

negativa suave contra una pipeta pulida al fuego, y se usa un segundo micromanipulador para dirigir la punta de una
micropipeta en el espacio entre la zona pelicida y la membrana celular, donde se inyecta el virus.
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Contacto directo

En otra realizacion, la zona pellucida se elimina de la célula para producir un embrién no humano denudado vy la
membrana celular se pone en contacto con el virus. La zona pelicida puede eliminarse por cualquier método
conocido en la técnica. Preferentemente se elimina por tratamiento enzimatico. Por ejemplo, puede usarse
tratamiento con pronasa para eliminar la zona pelicida mientras que la membrana celular se mantiene intacta.
Alternativamente, la célula puede ponerse en medio al pH al que la zona pelicida se disuelve mientras que la
membrana celular sigue intacta. Por ejemplo, la célula puede incubarse en una disolucién acida de Tyrode a
temperatura ambiente durante varios minutos. Una vez se elimina la zona pellcida, puede usarse cualquier método
que permita que el virus se ponga en contacto con la membrana celular. Preferentemente, la célula se incuba en una
disolucion que contiene el virus. Incluso mas preferentemente, la disolucién es medio que facilita la supervivencia de
la célula.

Las células se ponen preferentemente en contacto con el virus en placas de cultivo. El virus puede suspenderse en
medio y afiadirse a los pocillos de una placa de cultivo de multiples pocillos. Las células pueden entonces sembrarse
en placa en los pocillos individuales. El medio que contiene el virus puede afadirse antes de la siembra de las
células o después de que las células se hayan sembrado. Preferentemente se incuban células individuales en
aproximadamente 10 pl de medio. Sin embargo, puede usarse cualquier cantidad de medio en tanto que una
concentracion de virus apropiada se mantenga en los medios de forma que se produzca la infeccion de la célula
huésped.

Las células se incuban preferentemente con el virus durante una cantidad de tiempo suficiente para permitir que el
virus infecte las células. Preferentemente, las células se incuban con virus durante al menos 1 hora, mas
preferentemente al menos 5 horas e incluso mas preferentemente al menos 10 horas.

Tanto las realizaciones de inyeccién como de contacto directo pueden aumentarse de escala ventajosamente para
permitir transgénesis de alto rendimiento. Debido a la simplicidad relativa de la técnica de inyeccion, es posible
inyectar muchos embriones no humanos rapidamente. Por ejemplo, es posible inyectar mas de 200 ovocitos no
humanos fecundados en menos de una hora. Con respecto a la realizacidon de contacto directo, puede incubarse
cualquier nimero de embriones no humanos en la suspension viral simultaneamente. Esto puede llevarse a cabo,
por ejemplo, sembrando el nimero deseado de cigotos unicelulares en placas de cultivo de tejido de multiples
pocillos que contienen el virus suspenso en medio apropiado para la supervivencia y el crecimiento de las células.

En ambas realizaciones, puede usarse cualquier concentracion de virus que sea suficiente para infectar la célula.
Preferentemente, la concentracion es al menos 1 ufp/ul, mas preferentemente al menos 10 ufp/ul, incluso mas
preferentemente al menos 400 ufp/ul e incluso mas preferentemente al menos 1 x 10* ufp/ul.

Tras la infeccion con el virus, las células se implantan preferentemente en un animal no humano. Mas
preferentemente, las células infectadas con el virus se implantan en animales pseudoprefiados de la misma especie
de la que se obtuvieron las células infectadas. Métodos de creacidon de pseudo-embarazo en animales e
implantacion de embriones son muy conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Hogan et al.
(Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual. 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY (1994)).

Se prefiere transferir embriones no humano de etapa temprana (aproximadamente 0 - 2,5 dias p.c.) todavia con una
zona pelucida intacta al oviducto de hembras no humanas pseudoprefiadas controladas (preferentemente 0,5 dias
p.c.), mientras que embriones no humanos que han alcanzado el estadio de blastocisto se transfieren al utero de
hembras pseudoprefiadas controladas (preferentemente 2,5 dias p.c.). Los embriones denudados se cultivan
preferentemente in vitro hasta que alcanzan el estadio de moérula o de blastocisto (48 a 72 horas en cultivo), y luego
se implantan en hembras pseudoprefiadas apropiadamente controladas.

Los embriones no humanos y animales resultantes pueden analizarse, por ejemplo, para la integracion del transgén,
el numero de copias del transgén que se integraron, la localizaciéon de la integracion, la capacidad para transmitir el
transgén a la progenie y la expresion del transgén. Tales analisis pueden llevarse a cabo en cualquier momento y
pueden llevarse a cabo por cualquier método conocido en la técnica. Técnicas convencionales se describen, por
ejemplo, en Hogan et al. (arriba).

Los métodos de infeccion de las células desvelados anteriormente no dependen de caracteristicas especificas de
especie de las células. Como resultado, se extienden facilmente a todas las especies de mamifero.

Experimentos iniciales con ratones indican que de aquellos animales que se desarrollan a término, el 80-90 %
llevaron al menos una copia del transgén y que, de estos, aproximadamente el 85 % expresan el gen de interés. De
los animales no humanos transgénicos aproximadamente el 25 % llevan solo 1 o 2 copias del transgén. EI mayor
nuamero de inserciones provirales observadas fue aproximadamente 30. De los animales que solo llevaban 1 o 2
copias del transgén, aproximadamente el 80 % expresaron el gen de interés.
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Como se trata anteriormente, los retrovirus modificados pueden pseudotipificarse para conferir tras ello una amplia
variedad de huéspedes. Un experto en la materia también conoce promotores internos apropiados para lograr la
expresion deseada de un gen de interés en una especie de animal particular. Asi, un experto en la materia sera
capaz de modificar el método de infeccidn de células para crear animales transgénicos de cualquier especie.

Pueden crearse aves transgénicas administrando un retrovirus modificado, como se ha descrito anteriormente, a las
células germinativas primordiales de embriones aviares de etapa temprana. Se obtienen huevos recién puestos y se
disponen en una estufa de incubacién humidificada de temperatura controlada. Preferentemente, el blastodisco
embrionario en el huevo se gira gradualmente para situarse encima de la yema. Esto puede llevarse a cabo por
cualquier método conocido en la técnica, tal como balanceando suavemente el huevo regularmente,
preferentemente cada 15 minutos. Aproximadamente 36 horas después, el retrovirus modificado se administra en el
espacio entre el disco embrionario y la membrana perivitelina. Se administran preferentemente aproximadamente 50
nl de disolucion viral, se administran mas preferentemente aproximadamente 100 nl de disolucién viral, y se
administran incluso mas preferentemente aproximadamente 200 nl de disolucién viral. La disolucién viral puede
administrarse por cualquier método conocido en la técnica para administrar composiciones al interior de un huevo.
Puede abrirse una ventana en la cascara, la disolucion viral se inyecta a través de la ventana y se cierra la ventana
de la cascara. Los huevos se incuban preferentemente hasta la eclosion. Los huevos eclosionaran después de
aproximadamente 20 dias, dependiendo de las especies aviares particulares de las que se obtienen. Los pollitos
eclosionados se crian preferentemente hasta la madurez sexual y se aparean. La descendencia transgénica de los
animales fundadores puede identificarse por cualquier método conocido en la técnica, tal como transferencia
Southern, PCR y analisis de expresion.

Pueden crearse peces transgénicos administrando el retrovirus modificado, descrito anteriormente, a embriones de
pez unicelulares. Se recogen huevos de pez fecundados por cualquier método conocido en la técnica. El retrovirus
modificado se administra entonces preferentemente al espacio entre el corion y la membrana celular. Esto puede
llevarse a cabo, por ejemplo, cargando el retrovirus modificado en disoluciéon en una pipeta de vidrio. La pipeta
puede entonces usarse para perforar la membrana del coriéon y administrar la suspension viral. Se administran
preferentemente aproximadamente 50 nl de disolucion de viral, se administran mas preferentemente
aproximadamente 100 nl de disolucion viral, y se administran incluso mas preferentemente aproximadamente 200 nl
de disolucion viral. Los embriones inyectados se devuelven preferentemente a un tanque de agua de temperatura
controlada y se dejan madurar. En la madurez sexual, los peces fundadores se aparean preferentemente y su
progenie se analiza para la presencia del transgén por cualquier método conocido en la técnica.

Como se ha mencionado anteriormente, los métodos de la presente invencién también demostraran ser utiles en
técnicas para identificar genes que participan en procesos bioldgicos especificos, tales como ensayos de trampa de
genes y cribados por mutagénesis a gran escala. Tales métodos se describen en la solicitud de patente provisional
en tramitacion con la presente 60/322.031 presentada el 13/09/2001 y la solicitud de patente provisional de EE.UU.
en tramitacion con la presente 60/347.782 presentada el 09/01/2002.

Regulacién por disminucion de la expresion génica en una célula diana

Los métodos descritos en el presente documento permiten la expresion de moléculas de ARN en células, y son
particularmente adecuados para la expresion de moléculas de ARN pequefio, que no pueden ser facilmente
expresadas de un promotor Pol Il. Segun una realizacién preferida de la invencion, una molécula de ARN se expresa
dentro de una célula con el fin de regular por disminucién la expresion de un gen diana. La capacidad para regular
por disminucion un gen diana tiene muchas aplicaciones terapéuticas y de investigacion, que incluyen identificar las
funciones bioldgicas de genes particulares. Usando las técnicas y composiciones de la invencién, sera posible
silenciar (o regular por disminucién) la expresion de un gran niumero de genes, tanto en cultivo celular como en
organismos de mamifero.

Un casete de expresion de ARN comprende un promotor Pol Il y una regiéon codificante de ARN. La region
codificante de ARN codifica preferentemente una molécula de ARN que es capaz de regular por disminucion la
expresion de un gen particular o genes. La molécula de ARN codificada puede, por ejemplo, ser complementaria a la
secuencia de una molécula de ARN que codifica un gen que va a regularse por disminucién. La molécula de ARN
actua preferentemente mediante un mecanismo antisentido.

También se desvela la expresion de un complejo de ARN bicatenario, o una molécula de ARN que tiene una
estructura de tallo-bucle o una llamada "horquilla". Como se usa en el presente documento, el término "duplex de
ARN" se refiere a las regiones bicatenarias de tanto el complejo de ARN como la region bicatenaria de la estructura
de horquilla o de tallo-bucle.

Se ha mostrado que el ARN bicatenario inhibe la expresion génica de genes que tienen una secuencia
complementaria mediante un proceso llamado interferencia por ARN o supresion (véase, por ejemplo, Hammond et
al. Nat. Rev. Genet. 2:110-119 (2001)).

Segun la invencion, un duplex de ARN o ARNip correspondiente a una regiéon de un gen que va a regularse por
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disminucion se expresa en la célula. El duplex de ARN es sustancialmente idéntico (normalmente al menos
aproximadamente el 80 % idéntico, mas preferentemente al menos aproximadamente el 90 % idéntico) en secuencia
con respecto a la secuencia del gen elegida como diana para la regulacién por disminucion. Los duplex de ARNip se
describen, por ejemplo, en Bummelkamp et al. Science 296:550-553 (2202), Caplen et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
98:9742-9747 (2001) y Paddison et al. Genes & Devel. 16:948-958 (2002).

El duplex de ARN tiene generalmente al menos aproximadamente 15 nucledtidos de longitud y tiene
preferentemente aproximadamente 15 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud. Sin embargo, en algunos
organismos puede usarse eficazmente un duplex de ARN significativamente mas largo. El duplex de ARN puede
tener entre aproximadamente 19 y 22 nucleétidos de longitud. El duplex de ARN es preferentemente idéntico a la
secuencia de nucleétidos diana sobre esta region.

Cuando el gen que va a regularse por disminucidon estd en una familia de genes altamente conservados, la
secuencia de la region de duplex puede elegirse con la ayuda de comparacion de secuencias para dirigirse solo al
gen deseado. Por otra parte, si hay identidad suficiente entre una familia de genes homélogos dentro de un
organismo, puede disefiarse una region de duplex que regularia por disminuciéon una pluralidad de genes
simultaneamente.

El ARN duplex puede expresarse en una célula a partir de una Unica construccion retroviral. En la realizacion
preferida, una unica region codificante de ARN en la construccion sirve de molde para la expresion de un ARN de
horquilla auto-complementario, que comprende una regién sentido, una regién de bucle y una regién antisentido.
Esta realizacion se ilustra en la Figura 2, que muestra una vista esquematica de un casete de expresion de ARN que
tiene un promotor de ARN Pol Ill 100 operativamente unido a una regién codificante de ARN, que tiene una region
sentido 110, una regioén de bucle 120, una regién antisentido 130 y una region terminadora 140. Las regiones sentido
110 y antisentido 130 tienen cada uno preferentemente aproximadamente 15 a aproximadamente 30 nucleétidos de
longitud. La regién de bucle 120 tiene preferentemente aproximadamente 2 a aproximadamente 15 nucleétidos de
longitud, mas preferentemente de aproximadamente 4 a aproximadamente 9 nucledtidos de longitud. Tras la
expresion, las regiones sentido y antisentido forman un duplex.

En otra realizacion, la construcciéon retroviral comprende dos regiones codificantes de ARN. La primera region
codificante es un molde para la expresién de un primer ARN y la segunda regién codificante es un molde para la
expresion de un segundo ARN. Tras la expresion, el primer y segundo ARN forman un duplex. La construccién
retroviral también comprende preferentemente un primer promotor Pol Ill operativamente unido a la primera region
codificante de ARN y un segundo promotor Pol Il operativamente unido a la segunda regién codificante de ARN.
Esta realizacion se ilustra en la Figura 3, que muestra una vista esquematica de un casete de expresion de ARN que
tiene un promotor de ARN polimerasa Ill 100 unido a una primera region codificante de ARN 110 y una primera
secuencia de terminacion 140 y un segundo promotor de ARN polimerasa Ill 105 unido a una segunda regién
codificante de ARN 115 y un segundo terminador 145.

En otra realizacion mas de la invencidn, la construccion retroviral comprende un primer promotor de ARN Pol lI
operativamente unido a una primera regiéon codificante de ARN y un segundo promotor de ARN Pol Il
operativamente unido a la misma primera regién codificante de ARN en la direccidon opuesta, de forma que la
expresion de la region codificante de ARN del primer promotor de ARN Pol Il produzca una sintesis de una primera
molécula de ARN como la hebra codificante y la expresion de la regién codificante de ARN del segundo promotor de
ARN Pol Ill produzca la sintesis de una segunda molécula de ARN como una hebra no codificante que es
sustancialmente complementaria a la primera molécula de ARN. En una realizacién tal, ambos promotores de ARN
polimerasa lll se separan de la regién codificante de ARN por secuencias de terminacién, preferentemente
secuencias de terminacion que tienen cinco restos de T consecutivos. La Figura 4 muestra una vista esquematica de
un casete de expresién de ARN que tiene un primer promotor de ARN polimerasa Ill 100 unido a una region
codificante de ARN 110 y una primera secuencia de terminacion 145. El casete de expresion tiene un segundo
promotor de ARN polimerasa Il 105 unido a la regién codificante de ARN 115, la misma secuencia que 110 en
inversa, y un segundo terminador 140.

En realizaciones adicionales, se expresa un duplex de ARN usando dos 0 mas construcciones retrovirales. En una
realizacién, se usa una primera construccién retroviral que dirige la expresién de un primer ARN y se usa una
segunda construccion retroviral que dirige la expresién de un segundo ARN que es complementario al primero. Tras
la expresion, el primer y el segundo ARN forman una regién de duplex. Se prefiere, sin embargo, que la region de
duplex entera se introduzca usando particulas retrovirales derivadas de una Unica construccion retroviral. Como se
trata anteriormente, varias estrategias para expresar un duplex de ARN a partir de una Unica construccion viral se
muestran en las Figuras 2-4.

Los duplex de ARN pueden flanquearse por regiones monocatenarias en un o ambos lados del duplex. Por ejemplo,
en el caso de la horquilla, la regiéon de bucle monocatenaria conectaria la region de duplex en un extremo.

La region codificante de ARN esta generalmente operativamente unida a una secuencia de terminacién. Los
terminadores Pol Ill comprenden preferentemente estiramientos de 4 o mas restos de timidina ("T"). Una agrupacion
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de 5 T consecutivas puede unirse inmediatamente en la direccidon 3' de la regién codificante de ARN para servir de
terminador. En una construccion tal, la transcripcion de Pol Il se termina en la segunda o tercera T del molde de
ADN, y asi solo 2 a 3 restos de uridina ("U") se afiaden al extremo 3' de la secuencia codificante.

La secuencia de la region codificante de ARN, y asi la secuencia del duplex de ARN, se eligen preferentemente para
ser complementarias a la secuencia de un gen cuya expresion va a regularse por disminucion en una célula o
organismo. El grado de regulaciéon por disminuciéon logrado con una secuencia de diplex de ARN dada para un gen
diana dado variara por secuencia. Un experto en la materia sera capaz de identificar facilmente una secuencia
eficaz. Por ejemplo, con el fin de maximizar la cantidad de supresién en un animal transgénico, pueden probarse
varias secuencias para su eficacia en cultivo celular antes de generar un animal transgénico.

Los métodos de la presente invencion encontraran gran aplicacién comercial, por ejemplo, en biotecnologia,
medicina y agricultura. Por ejemplo, en agricultura, los métodos descritos pueden usarse para conferir resistencia a
enfermedad expresando en una célula u organismo un ARNip que regula especificamente por disminucion la
expresion de un gen asociado a un patégeno o estado de enfermedad. En biotecnologia, la capacidad de desarrollar
rapidamente grandes numeros de animales transgénicos con modulaciéon deseada de los genes especificos
permitira el analisis de la funcién génica y la evaluacion de compuestos que posiblemente modulan la expresion
génica, funcion de proteinas, y son Utiles en el tratamiento de una enfermedad o trastorno. En particular, observando
el efecto de la regulacién por disminucion especifica genes en animales transgénicos, puede determinarse la funcion
bioldgica de aquellos genes. En medicina, los métodos de la invencién pueden usarse para tratar pacientes que
padecen enfermedades o trastornos particulares, tales como VIH, o para conferir inmunidad o resistencia a
patégenos particulares. Por ejemplo, pueden infectarse células especificas in vivo o ex vivo con retrovirus
recombinante que codifica un ARNip que regula por disminucién la actividad de un gen cuya actividad esta asociada
con una enfermedad o trastorno particular.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para fines ilustrativos solo, y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencién de ningun modo.

Ejemplos

Ejemplo 1

Se construyd una construccion lentiviral por la insercion de un casete de expresion de ARNip en el sitio Pacl del
vector HC-FUGW (Figura 5; SEQ ID NO: 2). El ARNip se disefid para regular por disminucién la expresion del gen
lacZ. El vector HC-FUGW comprendié un marcador de gen GFP operativamente unido al promotor de ubiquitina
humano. El marcador de GFP fue util para seguir los eventos de transduccion. El vector también comprendié un
elemento Flap de ADN del VIH para mejorar los titulos de virus, y WRE para la expresion de alto nivel de genes
virales. El casete de expresion de ARNip estuvo compuesto de un promotor Pol Il y una region codificante de ARN
de horquilla pequefa, seguido de un sitio terminador Pol lll. El promotor Pol Il (SEQ ID NO:3) se derivo de la region
-240 a -9 del promotor de ARN H1 humano y se cloné como un fragmento Eco R1 por amplificacién por PCR a partir
de ADN gendémico de HEK293. EI promotor Pol Il esta conectado a la region codificante de ARN en la direccion 3'
por una secuencia conectora de 7 pares de bases para garantizar que la transcripcion se inicié con precision en el
primer nucleétido de la secuencia codificante de ARN. La region codificante de ARN de horquilla pequefia
comprendi6é una secuencia de 19 nt correspondiente a la region 1900-1918 de la hebra codificante de la secuencia
codificante del gen beta-galactosidasa (lacZ) bacteriano y la secuencia complementaria inversa perfecta de 19 nt
separada por una region de bucle de 9 nt. El terminador comprendié 5 restos de timidina consecutivos unidos
inmediatamente en la direccion 3' de la secuencia codificante de ARN. La secuencia del ARNip de horquilla se
muestra en SEQ ID NO: 1.

Ejemplo 2

Se logré la transduccion de células de mamifero cultivadas con retrovirus derivado de la construccion retroviral
descrita en el Ejemplo 1 (Figura 6). Se usé el vector retroviral que codifica una molécula de ARN de horquilla
pequefia descrita en el Ejemplo 1 para transfectar células de mamifero cultivadas que expresan lacZ. Se observo
una profunda disminucién en la expresion de lacZ.

Se produjo virus de ARNip de lacZ por cotransfeccion del vector retroviral, un plasmido de virus auxiliar y plasmido
de expresion de VSVg en células HEK293. Se recogieron las particulas de virus de los sobrenadantes de cultivo
celular y se concentraron por ultracentrifugacion. Se usaron las preparaciones de virus concentradas para infectar
tanto fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) como células HEK293 que alojan tanto genes indicadores de lacZ
como de luciferasa de luciérnaga (Luc). La infeccidon se monitorizé por la sefial de GFP que se expresa a partir del
casete de gen marcador del vector viral. En las condiciones de este experimento, >98 % de las células de prueba
fueron GFP+ y asi se transdujeron satisfactoriamente. Los niveles de expresién de los genes indicadores lacZ y Luc
se midieron por ensayos quimioluminiscentes usando kits comercialmente disponibles (kit de ensayo de lacZ de
Roche y Luc de Promega). Los virus de ARNip de lacZ solo inhibieron la expresion de lacZ, pero no de Luc. La
inhibicion especifica se determind por la relacion de la actividad de lacZ con respecto a la actividad de Luc. La
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relacion de lacZ/Luc de las células parentales no infectadas se establecié arbitrariamente a 1 y los valores de las
células infectadas se calcularon por consiguiente. Como se muestra en la Figura 6, la transfeccidon con el virus
produjo una espectacular reduccion en la cantidad de expresion del gen lacZ en tanto células MEK como HEK293.

También se prepard un vector lentiviral de ARNip de lacZ inducible por tet como se ilustra en la Figura 8. Se puso un
gen represor de Tet (TetR; SEQ ID NO: 5) bajo el control del promotor de ubiquitina C humano de manera que su
expresion pudiera monitorizarse por el marcador de GFP en la direccion 3'. El casete de ARNip anti-lacZ fue
conducido por un promotor Pol Ill inducible por Tet derivado del promotor U6 humano (-328 a +1) que contiene un
unico sitio de unién a TetR (TetO1) entre la caja PSE y TATA (SEQ ID NO: 4). La secuencia codificante de TetR se
amplificd por PCR a partir de ADN gendmico de la cepa TOP10 de E. coli y se clond en una version modificada de
FUIGW como fragmento Bg12-EcoR1. En ausencia de tetraciclina, TetR se une a un promotor y su expresion se
reprime. Tras la adicion de tetraciclina, TetR se mueve desde el promotor y empieza la transcripcion.

El casete de expresion de ARNip inducible por Tet fue capaz de regular la expresion génica en respuesta a
tratamiento con doxiciclina. Se preparé virus a partir de la construccion retroviral que lleva el casete de ARNip de
lacZ inducible por Tet y un represor de Tet bajo el control de un promotor de ubiquitina C y se us6 para transducir
células HEK293 que expresan tanto lacZ como luciferasa (293Z+Luc). Las células transducidas se trataron con 10
pug/ml de doxiciclina (Mas Dox) durante 48 h o sin el tratamiento con doxiciclina como control (Sin Dox). Las
actividades de LacZ y de luciferasa se midieron como se describe en las figuras previas. La actividad de supresién
relativa se calcula como la relaciéon de lacZ frente a luciferasa y el control Sin Dox se establecid arbitrariamente a 1.
Como puede apreciarse en la Figura 9, en presencia de doxiciclina la supresién de la actividad de lacZ se potencié
significativamente.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra la generacion de animales transgénicos que expresan una molécula de ARNip codificada
por un vector lentiviral. La expresion del ARNip especifico de lacZ descrito en el Ejemplo 1 produjo una amplia
supresion de la actividad de lacZ en ratones ROSA26+/-.

Ratones ROSA26+/- llevan una copia de un gen indicador lacZ ubicuamente expresado. Se usaron las
preparaciones de virus de ARNip de lacZ descritas en el Ejemplo 2 para la inyeccién perivitelina de embriones
unicelulares de ROSA26+/- obtenidos de donantes femeninos C57B1/6 sensibilizados con hormona x machos
sementales ROSA26+/+. Los embriones unicelulares inyectados se transfirieron posteriormente en el oviducto de
receptores hembra pseudoprefiados controlados. Fetos del dia embrionario 15,5 a 17,5 (E15,5-17,5) se recuperaron
de las madres gestantes. Se puntud la transgénesis satisfactoria por sefial de GFP positiva observada con los fetos
bajo microscopio fluorescente. Se usaron extractos de proteina preparados a partir de los tejidos de las
extremidades de los fetos para el ensayo quimioluminiscente de LacZ segun las instrucciones del fabricante
(Roche), y se determinaron concentraciones de proteina de los extractos de tejido por el ensayo de Bradford
(BioRad). Los niveles de expresion de lacZ se expresaron como unidades de luz (UL) por ug de proteinas (UL/ug).
Los fetos de E15,5-17,5 del apareamiento controlado de hembras C57B1/6 x machos ROSA26+/+ y hembras
C57B1/6 x machos C57B1/6 sirvieron de controles positivos y negativos, respectivamente. Los resultados se
muestran en la Figura 7. Los animales G1-G4 (aquellos tratados derivados de embriones infectados con el virus que
comprenden la construccion de ARNip) mostraron expresion marcadamente reducida del gen lacZ en comparacién
con animales de control no tratados.
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<151> 27-08-2002
<160> 5
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> >
<223> Esto representa un casete de ARNip que comprende secuencia bacteriana y conector sintético, bucle y
secuencias terminadoras.

<400> 1
gatcccegtg accagcegaat acctgtttca agagaacagg tattcgetgg tecacttttt 59

<210>2

<211> 9941

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> >

<223> Esta secuencia representa un vector lentiviral que comprende una secuencia de flap del virus de la
inmunodeficiencia humana, una secuencia de variante de proteina verde fluorescente, una secuencia de promotor
de ubiquitina humana y una secuencia de elemento regulador de la hepatitis de la marmota.

<400> 2

qtegacggat cgggagatet ceegatccee tatggtgeac tetcagtaca atetgetetq 60
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atgccgcata
gcgcgagcaa
tgcttagggt
attgattatt
atatggagtt
acceccegece
tecattgacg
tgtatcatat
attatgccca
teatcgetat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggeg
ctetggttag
aagcctcaat
tctggtaact
gcccgaacag
ggcttgectga
ttttgactag
ggagaattag
aattaaaaca
tgttagaaac
caggatcaga
aaaggataga
aaagtaagac
agggacaatt
gtagcaccca
ggagctttgt
acgctgacgyg
¢tgagggceta
cteccaggcaa
tggggttget
aataaatctc
aacaattaca
aatgaacaag
acaaattggc
agaatagttt
tcgtttcaga
gaaggtggag
gcgccaatte
tggggggrac
agaattacaa
agatccagtt
cgggegeecce
ctgatcctte
aaccccagta
ttttetttce
aggagatctec
agctagttcce
gtcacttggt
cggtgggacyg
gttgeeetga
atggaagacyg
geggeaagaa
gatgggctgg
gggtttgteg
acctttggga

gttaagccag
aatttaagcet
taggcgtttt
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggtgg
accagatctg
asaagcttgcc
agagatccct
ggacttgaaa
agcgecgcacyg
cggaggctag
atcgcgatgg
tatagtatgg
atcagaaggc
agaacttaga
gataaaagac
cacegcacag
ggagaagtga
ccaaggcaaa
tcettgggtt
tacaggccag
ttgaggecgea
gaatcctgge
ctggaaaact
tggaacagat
caagcttaat
aattattgga
tgtggtatat
ttgctgtact
cccacctecece
agagagacag
tgcagacaaa
agtgcagggg
aaacaaatta
tggttaatta
cctectcacg
cgcceggacg
tcagcagaag
agagagcgga
gtggggcggt
gtegecagecg
gagttgegay
gaagcgtgtyg
actgggggtt
cttgtaagge
cecaaggtcet
ggcaccatct
tectggttgeg
gcgegegect
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tatctgctcc
acaacaaggc
gcgeotgette
taatagtaat
taacttacgyg
ataatgacgt
gagtatttac
ccccctattg
ttatgggact
atgeggtttt
agtctcceace
ccaaaatgtc
gaggtctata
agcctgggag
ttgagtgctt
cagacccttt
gcgaaaggga
gcaagaggceg
aaggagagag
gaaaaaattce
gcaagcaggyg
tgtagacaaa
tcattatata
accaaggaag
caagcggcecg
attatataaa
gagaagagtg
cttgggagca
acaattattg
acagcatctg
tgtggaaaga
catttgcacc
ttggaatcac
acactcctta
attagataaa
aaaattattc
ttctatagtg
aacceccgagg
agacagatcc
tggcagtatt
aaagaatagt
caaaaattca
agggtgcagc
gcgagegctg
ctcaggacag
gacattttag
acaggcgaqg
gaacgccgat
ggatttgggt
ctgctggget
gagagaccge
ggggggagceg
gggctgtgag
tgaggectte
ggggacccetg
ggggceggcag
cgtcgtgteg

ctgcttgtgt
aaggcttgac
gcgatgtacg
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgce
acgtcaatga
ttcectacttg
ggcagtacat
ccattgacgt
gtaacaactc
taagcagcge
ctctotggot
caagtagtgt
tagtcagtgt
aaccagagga
aggggcggcg
atgggtgcga
ggttaaggcc
agctagaacg
tactgggaca
atacagtagc
ctttagacaa
ctgatcttea
tataaagtag
gtgcagagag
gcaggaagcea
tctggtatag
ttgcaactca
tacctaaagg
actgetgtge
acgacctgga
attgaagaat
tgggcaagtt
ataatgatag
aatagagtta
ggacccgaca
attcgattag
catccacaat
agacataata
aaattttcegyg
ggcctecgeg
ccacgtcaga
cggecegetg
gacgggactt
aaaagtagtc
gattatataa
cgcggttett
ggceggggcet
caagggetgt
cacaaaatgg
gtcgttgaaa
gctaatgcgg
acgtgaagtt
ttatgcggtg
tgacgtcacc
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gttggaggtc
cgacaattgce
ggccagatat
gtcattagtt
gecctggctga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgceccattg
gttttgeetyg
aactagggaa
gtgcececgtct
ggaaaatctc
gctctetega
actggtgagt
gagcgtcagt
agggggaaag
attcgcagtt
gctacaacca
aaccctctatc
gatagaggaa
gacctggagg
taaaaattga
aaaaaagagc
ctatgggegce
tgcagcagca
cagtctgggg
atcaacagct
cttggaatge
tggagtggga
cgcaaaacca
tgtggaattg
taggaggcett
ggcagggata
ggcccgaagg
tgaacggatc
tttaaaagaa
gcaacagaca
gtttattaca
cegggtttty
cgaagggcgc
ctcataagac
gggtgactct
cettectegge
ggacgcgecyg
gtttgtggat
ttegtggeceg
agtctgggte
cggetgttec
caaggtgggg
gaaagctett
tgtcactgac
ccgttgggea
cgttctgttg

gctgagtagt
atgaagaatc
acgcgttgac
catagcccat
ccgeccaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgeetgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
acgcaaatgg
Eactgggtct
cecactgett
gttgtgtgac
tagcagtgge
cgcaggactce
acgccaaaaa
attaagcggg
aaaaaatata
aatcetggee
tccettcaga
tgtgtgcatc
gagcaaaaca
aggagatatg
accattagga
agtgggaata
agcgtcaatg
gaacaatttg
catcaagcag
cectggggatt
tagttggagt
cagagaaatt
gcaagaaaag
gtttaacata
ggtaggttta
ttcaccatta
aatagaagaa
ggcactgcgt
aaggggggat
tacaaactaa
gggacagcag
gcgeetecoeg
aggagcgttc
tcggeoettag
agggcactygg
gattctgegg
ggtgtggcac
cgctgtgate
ccgggceoget
cgcgagceaag
cgagtcttga
ggcatggtgg
attcgggtga
tggagaactec
gtgcacccgt
gcttataatg

12¢

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020
1080
1149
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
27C0
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
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cagggtgggg
gttegggecet
gataagtgag
agctecggtt
caccttttga
cttctgcagg
ttagacagga
ccggggtggt
tgteceggega
ccaccggeaa
agtgcttcag
ccgaaggcta
gagecgagyat
acttcaagga
acgtctatat
acaacatcga
gecgacggecc
aagaccccaa
tcactctcgg
aagcttatcyg
aactatgttg
attgcttccecce
tatgaggagt
geaaccccca
ttcccceteco
ggggctegge
ccttggctge
cctteggeae
cttecgegte
categatacce
gcagctacca
ccagtecacac
cactttttaa
atccttgate
ccagggccag
gagcaagaga
agcctgeatg
ctagcatttc
gaccagatct
taaagcttgce
tagagatcce
ccgctgatca
cgtgccttce
aattgcatcg
cagcaagggg
ggcttctgag
cggecgeatta
cgccctageg
tcccegtcaa
cctecgacccce
gacgyttttt
aactggaaca
gatttecggece
ctgtggaatyg
atgcaaagca
gcaggcagaa
actcegececa

ccacctgeog
agggtagget
gcgtcagttt
ttgaactatg
aatgtaatca
tcgactctag
tececegaggta
geccatectg
gggcgagggc
gctgeececgtyg
ccgctaccce
cgtccaggag
gaagttcgay
ggacggcaac
catggccgac
ggacggcagce
cgtgetgetyg
cgagaagege
catggacgag
ataatcaacc
ctocettttac
gtatggcttt
tgtggceegt
ctggttgggg
ctattgccac
tgttgggcac
tecgeectgtgt
tcaatccage
ttecgectteg
gtcgaccteg
atgctgattg
ctcaggtacc
aagaaaaggg
cgtggatcta
ggatcagata
aggtagaaga
ggatggatga
atcacatggce
gagccetggga
cttgagtgcet
tcagaccett
gcctcgactyg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggyg
dgcggaaagaa
agegeggegy
ceogeteoctt
gctetaaate
daaaaaacttg
cygccctttga
acactcaacc
tattggttaa
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tcecegececet

ES 2601 141 T3

gtaggtgtge
ctcctgaatce
ctttggtegg
cgcteggggt
tttgggtcaa
aaaattgtce
ceggtegeca
gtcgagctygg
gatgccacct
ccetggcecca
gaccacatga
cgcacecatct
ggcgacacee
atcctggggce
aagcagaaga
gtgecagectceg
cccgacaacc
gatcacatgg
ctgtacaagt
tctggattac
gctatgtgga
cattttctce
tgtcaggcaa
cattgccace
ggcggaacte
tgacaattce
tgccacctgg
ggaccttect
ccctcocagacg
agacctagaa
tgeceotggceta
tttaagacca
gggactggaa
ccacacacaa
tccactgacc
agccaatgaa
cccggagaga
ccgagagetg
getetetgge
tcaagtagtg
ttagtcagtyg
tgcecttctag
aaggtgecac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagctgggy
gtgtggtggt
tegetttett
gggggecteec
attagggtga
cgttggagtec
ctatctcgygt
aaaatgagct
agggtgtgga
ttagtcagca
catgcatctc
aactccgece

ggtaggcttt
gacaggcgcc
ttttatgtac
tggcgagtgt
tatgtaattt
gctaaattet
ccatggtgag
acggcgacgt
acggcaagct
ccctegtgac
agecagcacga
tcttcaagga
tggtgaaccyg
acaagctgga
acggcatcaa
cecgaccacta
actacctgag
tcctgctgga
aaagcggccg
aaaatttgtg
tacgctgett
tcecttgtata
cgtggegtgyg
acctgtcagce
atcgecegeet
gtggtgttgt
attctgegeg
teecgeyggee
agtcggatct
aaacatggag
gaagcacaag
atgacttaca
gggctaattce
ggctacttce
tttggatggt
ggagagaaca
gaadgtattag
catccggact
taactaggga
tgtgceegte
tggaaaatct
ttgccageca
tcceactgte
ttctattetg
caggcatget
ctctaggggg
tacgcgcagce
cceteecttt
tttagggtte
tggttcacgt
cacgttettt
ctattctttt
gatttaacaa
aagtcccecag
accaggtgtg
aattagtcag
agttcegece
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teteecgtege
ggacctctgg
ctatcttctt
gttttgtgaa
tcagtgttag
ggacgttttt
caagggcgag
aaacggcceac
gaccctgaag
caccctgacce
cttcttcaag
cgacggcaac
catcgagetyg
gtacaactac
ggtgaacttc
ccagcagaac
cacceagtcec
gttcgtgace
cgactctaga
aaagattgac
taatgececttt
aatcctggtt
tgtgcactgt
teetttecqy
gecttgececg
cggggaaatc
ggacgtccett
tgetgecgge
cccttitgggce
caatcacaag
aggaggagga
aggcagctgt
actcccaacyg
ctgattggca
gctacaagcet
ccecgettgtte
agtggaggtt
gtactgggtc
acccactgct
tgttgtgtga
ctagcaggge
tctgttgttt
ctttoctaat
g9999tg9ggg

ggggatgcgg
tatceccacyg
gtgaccgcta
ctecgccacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacg
gctcceccage
gaaagtcccece
caaccatagt
attctecegee

aggacgcagy
tgaggggagg
aagtagctga
gttttttagg
actagtaaag
ggcttttttg
gagctgtteca
aagttcagcg
ttecatctgca
tacggcgtge
teegecatge
tacaagaccc
aagggcateyg
aacagccaca
dagatccgeco
acccecatecg
gccctgagea
gcecgecggga
attcgatate
tggtattctt
gtatcatget
gctgtctett
gtttgctgac
gacttteoget
ctgctggaca
atcgtccttt
ctgctacgte
tetgecggecet
cgcctecceeg
tagcaataca
ggtgggttte
agatcttage
aagacaagat
gaactacaca
agtaccagtt
acaccctgtg
tgacagcegce
tctctggtta
taagcctcaa
ctetggtaac
ccgtttaaac
geceectecee
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
cgccetgtag
cacttgccag
tecgeeggett
ctttacagca
cgecectgata
tcttgttceca
ggattttgece
cgaattaatt
aggcagaagt
aggctcccca
cccgecccta
ccatggctga

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
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ctaatttttt
tagtgaggag
tccatttteg
tagtataata
tgctcaccge
ccoggdgactt
tcagcgeggt
gcctggacga
cecgggecggce
accecggeegg
atttcgatte
cecggctggat
tgtttattgc
aageatttte
atgtectgtat
ctgtagtgaaa
gtaaagcctg
ccgettteca
ggagagygcgg
cggtcgtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteccece
acctgtecege
atctcagtte
ageccegaceqg
acttatcgce
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tecttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggececag
caataaacca
ccatcecagte
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcacteat
gettttetgt
cgagttgcte
aagtgctcat
tgagatceag
tcaccagegt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcec

<210>3
<211> 233
<212> ADN

ttatctatge
gettttttgg
gatctgatca
cgacaaggtyg
gcgecgacgtc
cgtggaggac
ccaggaccag
gctgtacgcce
catgaccgag
caactgcgtg
caccgecegec
gatcctccag
agcttataat
tteactgcat
accgtegace
ttgttatcecg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgeggega
ggataacgca
ggcegegttg
acgctcaagt
tggaagctece
ctttectecet
ggtgtaggtc
ctgcgeetta
actggcagca
gttcttgaag
tctgectgaag
caccgectggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcectgactce
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
cteeggttec
tagctccttce
ggttatggca
gactggtaag
ttgccecggeg
cattggaaaa
ttecgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgceacattt

<213> Homo sapiens

<400> 3

agaggcagag
aggcctagge
gcacgtgttg
aggaactaaa
gccggagegg
gacttcgecyg
gtggtgcegg
gagtggtegg
atcggegage
cacttegtgg
ttetatgaaa
cgcggggate
ggttacaaat
tectagttgty
tctagctaga
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtcgtgece
gggegetctt
geggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggce
ctegtygeget
tcgggaagey
gttegcteca
tcecggtaact
gocactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtogtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ceegtegtgt
ataccgcgag
agggecgage
tgcecgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctcega
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttecttegg
cocactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag
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geegectety
ttttgcaaaa
acaattaatc
ccatggccaa
tcgagttectg
gtgtggtceg
acaacaccect
aggtegtgtc
agcegtbgggyg
ccgaggagca
ggttgggcett
tcatgctgga
aaagcaatag
gtttgtecaa
gcttggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
cegettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tececatagget
gaaacccgac
ctcctgttec
tggcgettte
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgttty
tcttttctac
tgagattatce
caatctaaag
cacctatcte
agataactac
acccacgcete
gcagaagtgg
ctagagtaag
tegtggtgte
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
caccecaactg
gaaggcaaaa
tettectttt
tatttgaatg
tgccacctga

cctetgaget
agctcccggg
atcggcatag
gttgaccagt
gaccgaccgg
ggacgacgtg
ggcctgggtg
cacgaactte
gcgggagtte
ggactgacac
cggaatcgtt
gttcttegee
catcacaaat
actcatcaat
atcatggtca
acgagccgga
aattgcgttyg
atgaatcggc
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgeeeeect
aggactataa
gacecctgecg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgagy
cactagaaga
agttggtage
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgay
agcgatctgt
gatacgggag
accggcteca
tcctgecaact
tagttcgeca
acgctegteg
atgatccecce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatce
atctteagea
tgcegcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
e

20

attccagaag
agcttgtata
tatatcggea
gcegtteegg
ctegggttet
accctgttca
tgggtgcgeg
cgggacgect
geectgogeyg
gtgctacgag
ttcegggacyg
cacceccecaact
ttcacaaata
gtatettate
tagctgttte
agcataaagt
cgctcactge
caacgcgcegg
tcgectgcegcet
cggttateca
aaggccagga
gacgagcate
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccececegtte
gtaagacacg
tatataggcey
acagtatttg
tcttgateeg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatccgeccet
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgecagtgt
tccgtaagat
atgcggegac
agaactttaa
ttaccgetgt
tecttttactt
aagggaataa
tgaagecattt
aataaacaaa

6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
2780
98440
9900
9941
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gaattcgaac
cgggaacacce

tctttggatt

<210> 4
<211> 355
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2601 141 T3

gctgacgtca tcaaccegct ccaaggaatce
cagcgegedt gcgcecccetggce aggaagatgg ctgtgaggga
gcgccecctgca atatttgcat gtcgctatgt gttctgggaa
tgggaatctt ataagttctg tatgagacca

gcgggcccag

atcaccataa
cagatctaag

tgtcactagg 60

caggggagtg 120
acgtgaaatg 180

ctt

233

<223> Esto representa una secuencia humana mutante que tiene un sitio de union tetO1 bacteriano introducido.

<400> 4

gggaattccce
cgecgecgage
catatacgat
atattagtac
aaattatgtt
gatagagtta

<210>5
<211> 634
<212> ADN
<213> E. coli

<400> 5

ccagtggaaa
ccaaggtcegg
acaaggctgt
aaaatacgtg
ttaaaatgga
tatatcttgt

gacgcgcadgy
gcaggaagag
tagagagata
acgtagaaag
ctatcatatg
ggaaaggacyg

gctagecacc
taatgaggtc
gecagcctaca
tgagatgtta
ttttttacgt
aaaagtacat
agccttttta
ggggeatttt
aagggaaaca
tgatcaccaa
agaaaaacaa

atgtccagat
ggaatcgaag
ttgtattgge
gataggcacc
aataacgcta
ttaggtacac
tgccaacaag
actttaggtt
cctactactg
ggtgcagagc
cttaaatgtg

tagataaaag
gtttaacaac
atgtaaaaaa
atactcactt
aaagttttag
ggcctacaga
gtttttcact
gegtattgga
atagtatgce
cagccttett
aaagtgggtc

caaaacgcac
ggcctattte
attagaatta
taataattte
cttaccgtaa
aaacaccgtg

taaagtgatt
ccgtaaactce
taagcggget
ttgcecttta
atgtgcttta
aaaacagtat
agagaatgca
agatcaagag
gecattatta
atteggeccett
ttaa

cacgtgacgg
ccatgattecc
atttgactgt
ttgggtagtt
cttgaaagta
gtecttcaage

agcgtgaccg
ttcatatttg
aaacacaaag
tgcagtttta
ctctatcart
ttceg

60

120
180
240
300
355

aacagcgcat
gcccagaagce
ttgctcgacy
gaaggggaaa
ctaagtcate
gaaactctcg
ttatatgcac
catcaagteg
cgacaagcta
gaattgatca

21

tagagctgcet
taggtgtaga
ccttagecat
gectggcaaga
gcgatggage
aaaatcaatt
tcagcgetgt
ctaaagaaga
tcgaattatt
tatgcggatt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
634
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REIVINDICACIONES
1. Un método de expresién de una molécula de ARN dentro de una célula, comprendiendo el método:

transfectar una linea celular de encapsidacién con una construccion retroviral;

recuperar un retrovirus recombinante de la linea celular de encapsidacion; e

infectar una célula diana in vitro con el retrovirus recombinante,
en el que la construccion retroviral comprende las secuencias R y U5 de una repeticion terminal larga (LTR) lentiviral
de 5, una LTR de 3' lentiviral auto-inactivante, un primer promotor de ARN polimerasa Ill, una secuencia de
terminacion de ARN polimerasa Ill y un transgén que comprende una primera regién codificante de ARN

operativamente unida a la primera regién del promotor de ARN polimerasa lll, y

en el que el promotor de ARN polimerasa lll y la region codificante de ARN estan situadas entre la LTR de 5' y la
LTR de 3.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el promotor de ARN polimerasa Il es inducible.
3. El método de la reivindicacién 2, en el que un promotor inducible se activa con tetraciclina.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que la primera region codificante de ARN codifica una molécula de ARN
auto-complementaria que tiene una regién sentido, una regién antisentido y una regioén de bucle.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que la region de bucle tiene 2 a 10 nucledétidos en longitud.

6. El método de la reivindicacion 4, en el que la region sentido y la region antisentido tienen cada una entre 15y 30
nucleotidos en longitud.

7. El método de la reivindicacién 1, en el que la construccion retroviral comprende ademas una segunda regién
codificante de ARN operativamente unida a un segundo promotor de ARN polimerasa |l

8. El método de la reivindicacion 7, en el que la primera regién codificante de ARN codifica una primera molécula de
ARN y la segunda regién codificante de ARN codifica una segunda molécula de ARN.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la primera molécula de ARN y la segunda molécula de ARN son
sustancialmente complementarias.

10. El método de la reivindicacién 1, en el que la construccion retroviral comprende ademas un segundo promotor de
ARN polimerasa Il operativamente unido a la primera region codificante de ARN, de forma que la expresion de la
primera region codificante de ARN del primer promotor de ARN polimerasa lll produce la sintesis de una primera
molécula de ARN y la expresion de la segunda region codificante de ARN del segundo promotor de ARN polimerasa
Il produce la sintesis de una segunda molécula de ARN sustancialmente complementaria a la primera molécula de
ARN.

11. El método de la reivindicacion 1, en el que expresion de la region codificante de ARN produce la regulacion por
disminucion de un gen diana, en el que el gen diana comprende una secuencia que es al menos aproximadamente
el 90 % idéntica a la region codificante de ARN.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha linea celular de encapsidacion es una linea celular 293.

13. El método de la reivindicacion 1, en el que las secuencias de LTR de 5' son del VIH.

14. El método de la reivindicacién 1, en el que la construccion viral comprende la secuencia de elemento potenciador
del virus de la hepatitis de la marmota.

15. El método de la reivindicacién 1, en el que la construccion viral comprende una secuencia de supresor de ambar
de ARNt.

16. El método de la reivindicacion 1, en el que la LTR de 3' auto-inactivante comprende un elemento U3 con una
delecion de su secuencia de potenciador.

17. El método de la reivindicacion 16, en el que la LTR de 3' auto-inactivante es una LTR de 3' del VIH modificada.
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18. El método de la reivindicacion 1, en el que el retrovirus recombinante esta pseudotipificado.

19. El método de la reivindicacién 18, en el que el retrovirus recombinante se pseudotipifica con la glucoproteina de
la envuelta del virus de la estomatitis vesicular.

20. El método de la reivindicacion 1, en el que la construccién viral comprende ademas un gen de interés.

21. El método de la reivindicacion 20, en el que la construccion viral tiene un promotor de la polimerasa Il
operativamente unido al gen de interés.

22. El método de la reivindicacion 21, en el que un promotor es un promotor del CMV.

23. El método de la reivindicacién 21. en el que la construccion viral comprende adicionalmente un potenciador
operativamente unido a un promotor.

24. El método de la reivindicacion 23, en el que el potenciador y el promotor son secuencias de CMV.
25. El método de la reivindicacion 20, en el que el gen de interés es un gen indicador.

26. El método de la reivindicacion 25, en el que el gen indicador codifica una proteina fluorescente.

27. El método de la reivindicacion 26, en el que la proteina fluorescente es proteina verde fluorescente.
28. El método de la reivindicacion 21, en el que el promotor de polimerasa Il es un promotor ubicuo.

29. El método de la reivindicacion 28, en el que el promotor ubicuo esta seleccionado del grupo que consiste en el
promotor de ubiquitina, el promotor de B-actina del CMV y el promotor de pgk.

30. El método de la reivindicacion 21, en el que el promotor de la polimerasa Il es un promotor especifico de tejido.

31. El método de la reivindicacion 30, en el que dicho promotor especifico de tejido esta seleccionado del grupo que
consiste en el promotor de Ick, el promotor de miogenina y el promotor de thyl.

32. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula diana es una célula embrionaria no humana.

33. El método de la reivindicacién 1, en el que infectar una célula diana comprende inyectar el retrovirus
recombinante entre la zona pellcida y la membrana celular de una célula embrionaria de mamifero no humana.

34. El método de la reivindicacion 1, en el que infectar una célula diana comprende eliminar la zona pellcida de una
célula embrionaria de mamifero no humana e incubar la célula en disolucién que contiene el retrovirus recombinante.

35. El método de la reivindicacion 34, en el que la zona pellcida se elimina por digestion enzimatica.
36. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula diana es una célula cultivada.
37. El método de la reivindicacion 36, en el que la célula diana es una célula de mamifero cultivada.

38. El método de la reivindicacion 37, en el que la célula de mamifero cultivada estéd seleccionada del grupo que
consiste en células CHO, HEK, COS y MEF.

39. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula diana es una célula embrionaria de un ave.
40. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula diana es un huevo de pez.

41. Una construccion retroviral para la expresion de una molécula de ARN dentro de una célula, comprendiendo la
construccion retroviral:

un acido nucleico que tiene las secuencias R y U5 de una repeticion terminal larga (LTR) lentiviral de 5';
una LTR de 3' lentiviral auto-inactivante;

un promotor de ARN polimerasa lll;

un terminador de ARN polimerasa lll; y

al menos un transgén que comprende una region codificante de ARN operativamente unida al promotor de

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2601 141 T3

ARN polimerasa lll;

en la que el promotor de ARN polimerasa Il y la region codificante de ARN estan situadas entre la LTR de 5' y la
LTR de 3".

42. La construccion retroviral de la reivindicacién 41, en la que el promotor de ARN polimerasa Il es inducible.
43. La construccion retroviral de la reivindicacion 42, en la que un promotor inducible se activa con tetraciclina.

44. La construccion retroviral de la reivindicacion 41, en la que la region codificante de ARN codifica una molécula de
ARN auto-complementaria que tiene una regién sentido, una regién antisentido y una regién de bucle.

45. La construccion retroviral de la reivindicaciéon 44, en la que la region de bucle tiene 2 a 10 nucledtidos de
longitud.

46. La construccion retroviral de la reivindicacion 44, en el que la region sentido y la regién antisentido tienen entre
15y 30 nucledtidos de longitud.

47. La construccion retroviral de la reivindicacion 41, en la que la region codificante de ARN codifica una primera
molécula de ARN, y la construccion retroviral comprende ademas un segundo promotor de ARN polimerasa Ill y una
segunda regién codificante de ARN operativamente unida al segundo promotor de ARN polimerasa lll, en la que la
segunda region codificante de ARN codifica una segunda molécula de ARN sustancialmente complementaria a la
primera molécula de ARN.

48. La construccion retroviral de la reivindicacién 41, en la que la construccién retroviral comprende ademas un
segundo promotor de ARN polimerasa Il operativamente unido a la regién codificante de ARN, de forma que la
expresion de la region codificante de ARN del primer promotor de ARN polimerasa Ill produce una sintesis de una
primera molécula de ARN y la expresion de la regién codificante de ARN del segundo promotor de ARN polimerasa
Il produce la sintesis de una segunda molécula de ARN sustancialmente complementaria a la primera molécula de
ARN.

49. La construccion retroviral de la reivindicacién 41, en la que expresion de la regién codificante de ARN produce la
regulacion por disminucion de un gen diana.

50. La construccion retroviral de la reivindicacion 49, en la que el gen diana comprende una secuencia que es al
menos aproximadamente el 90 % idéntica a la region codificante de ARN.

51. La construccién retroviral de la reivindicacion 41, en la que las secuencias de LTR de 5' son del VIH.

52. La construccion retroviral de la reivindicacidn 41, en la que la construccion retroviral comprende la secuencia de
elemento potenciador del virus de la hepatitis de la marmota.

53. La construccion retroviral de la reivindicacion 41, en el que la construccion retroviral comprende una secuencia
de supresor de ambar de ARNLt.

54. La construccion retroviral de la reivindicacion 41, en la que la LTR de 3' auto-inactivante comprende un elemento
U3 con una delecion de su secuencia de potenciador.

55. La construccion retroviral de la reivindicacion 41, en la que la LTR de 3' auto-inactivante es un LTR de 3' del VIH
modificada.

56. La construccion retroviral de la reivindicacion 41, en la que el retrovirus recombinante esta pseudotipificado.

57. La construccion retroviral de la reivindicacién 56, en la que el retrovirus recombinante se pseudotipifica con la
glucoproteina de la envuelta del virus de la estomatitis vesicular.

58. La construccion retroviral de la reivindicacion 41, en la que la construccioén retroviral comprende ademas un gen
de interés.

59. La construccién retroviral de la reivindicacion 58, en la que la construccién retroviral tiene un promotor de la
polimerasa |l operativamente unido al gen de interés.

60. La construccién retroviral de la reivindicacion 59, en la que el promotor de la polimerasa |l es un promotor del
CMV.

61. La construccion retroviral de la reivindicacion 59, en la que la construccion viral comprende adicionalmente un
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potenciador operativamente unido al promotor de la polimerasa Il.

62. La construccion retroviral de la reivindicacion 61, en la que el potenciador y el promotor de la polimerasa Il son
secuencias del CMV.

63. La construccioén retroviral de la reivindicacion 59, en la que el promotor de la polimerasa Il es un promotor
ubicuo.

64. La construccion retroviral de la reivindicacion 63, en la que el promotor ubicuo esta seleccionado del grupo que
consiste en el promotor de ubiquitina, el promotor de B-actina del CMV y el promotor de pgk.

65. La construccioén retroviral de la reivindicacion 59, en la que el promotor de la polimerasa Il es un promotor
especifico de tejido.

66. La construccion retroviral de la reivindicacion 65, en la que dicho promotor especifico de tejido esta seleccionado
del grupo que consiste en el promotor de Ick, el promotor de miogenina y el promotor de thyl.

67. La construccion retroviral de la reivindicacion 58, en la que el gen de interés es un gen indicador.
68. La construccion retroviral de la reivindicacion 67, en la que el gen indicador codifica una proteina fluorescente.

69. La construccion retroviral de la reivindicacion 68, en la que la proteina fluorescente es proteina verde
fluorescente.
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FIGURA 1A
s.LTR [|—iCasete/sde expresion (4 GEN —  3LTR
de ARN . . . MARCADOR
FIGURA 1B
Casetefs de GEN casetes de z
5-LTR H - 2 H 3LTR

exprasion de ARN

MARCADOR

expresion de ARN

26




ES 2601 141 T3

FIGURA 2
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FIGURA 5
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Figura 7

Supresion de la expresion del gen lacZ en embriones transgénicos lentiviral
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FIGURAS
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Figura 9

Supresion de la expresion génica por tet.inducible si-ARN
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