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DESCRIPCION
Vectores que albergan genes toxicos, métodos y usos de los mismos
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. 61/568.595 presentada el 08 de
diciembre de 2011 y la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos 61/618.689 presentada el 31 de marzo de
20.12.

El Listado de Secuencias, que es una parte de la presente descripcion, incluye una forma legible por ordenador y un
listado de secuencias escrito que comprende secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos. La informacion del listado
de secuencias registrada en forma legible por ordenador es idéntica al listado de secuencias escrito.

Introduccion

La presente descripcion pertenece al campo de la virologia, y, mas particularmente, al campo de los vectores de
acidos nucleicos que pueden crecer en células de insecto y usarse para el tratamiento de enfermedades de
mamiferos tales como el cancer.

Los genes toxicos y las proteinas codificadas por dichos genes se han utilizado o se han propuesto para su uso en
terapias de enfermedades que implican la muerte celular, tales como, por ejemplo, terapias contra el cancer que
implican la expresion de genes que causan la muerte celular. La terapia con genes suicidas se ha convertido en una
estrategia atractiva para el tratamiento del cancer (véase, por ejemplo, Rodriguez, R. y Simons, J. W. Urology 54:
401-406, 1999). La terapia con genes suicidas se basa en la administracion de genes cuyos productos son téxicos, o
que producen un producto téxico en conjuncion con la administracion de farmacos (Denning, et al. Human Gene
Therapy 8: 1825-1835, 1997). La terapia con genes suicidas ha sido ampliamente investigada para el tratamiento de
la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), para controlar la enfermedad del injerto contra
huésped y también para el tratamiento del cancer. La generacion de vectores virales que contienen genes de toxina
tales como el fragmento de toxina A de difteria (DT-A), la exotoxina de Pseudomonas (PE) o la barnasa ha sido
dificil de cumplir debido a la extrema toxicidad de estas toxinas.

Ciertas proteinas codificadas por genes toxicos pueden matar a una célula huésped a niveles muy bajos de
expresion. Por ejemplo, una sola molécula de toxina diftérica (DT-A) puede matar una célula (Yamaizumi, M. et al.
(1978) Cell 15: 245 - 250). Se cree que el DT envenena la sintesis de proteinas catalizando la ADP-ribosilacion del
factor de elongacion 2 (EF2). EI DT mata principalmente por una ruta mediada por la apoptosis, y se cree que mata
a las células de manera independiente al ciclo celular. Esto hace que el DT sea un tratamiento terapéutico atractivo
para el cancer, ya que algunas neoplasias malignas tales como el cancer de prostata tienden a tener un indice
mitético muy bajo. De forma similar, la ribonucleasa barnasa se ha sugerido como un potente agente toxico para
reconocer células cancerosas (Edelweiss, E., et al., PLoS ONE 3: 2434, 2008).

Sin embargo, la produccion de vectores virales, tales como el adenovirus recombinante, el baculovirus recombinante
y el virus adeno-asociado, que podrian utilizarse para la administracion de genes téxicos a una célula diana, tal
como una célula cancerosa, puede ser obstaculizada por la toxicidad de un gen toxico para la célula huésped. Un
vector viral que alberga un gen téxico, por tanto, no sélo debe crecer en condiciones que no sean letales para la
célula huésped que se utiliza para el crecimiento del vector, sino que el vector también debe ser capaz de producir
toxicidad sobre una célula diana, tal como una célula cancerosa.

Los intentos previos de limitar la toxicidad de un gen toxico tal como DT-A mediante el uso de un promotor
especifico de tejido y/o inducible han conducido a resultados variables. Por ejemplo, Maxwell et al. (Cancer Res. 46:
4660-4664, 1986) utilizaron una forma truncada del promotor de metalotioneina para demostrar que la expresion
basal de este promotor, incluso en ausencia de metales pesados, resultaba en la inhibiciéon sustancial de la sintesis
de proteinas. Esta inhibiciéon podria aumentarse mediante la adicion de un elemento potenciador de la
inmunoglobulina, pero sé6lo minimamente por el cadmio. Los autores no fueron capaces de demostrar una verdadera
citotoxicidad especifica, sino mas bien sdélo una susceptibilidad celular preferencial a la muerte celular mediada por
DT-A, presumiblemente como resultado de la expresion basal de este gen altamente toxico. Este grupo también
introdujo un mutante atenuado de DT-A (Maxwell, F. et al. (1987) Mol. Cell Biol. 7: 1576-1579) (Robinson, D. F. y
Maxwell, 1. H. (1995) Hum. Gene Ther. 6:137-143. Los esfuerzos subsiguientes de este grupo y otros se
concentraron en la introduccion de un mutante atenuado de DT-A (Maxwell, F. et al. (1987) Mol. Cell. Biol. 7: 1576 -
1579) o en la estrecha regulacion de la expresidon génica con elementos de control procariéticos (Robinson, D, F. y
Maxwell, I. H. (1995) Hum. Gene Ther. 6: 137 - 143; Paulus, W. y col. (1997) J. Neurosurg. 87: 89 - 95). En ambos
casos, aunque se pudo demostrar la eliminacion preferente de células, no se logré la abolicion completa de la
muerte celular no especifica. Keyvani et al. (Life Sci. 64: 1719 - 1724, 1999) utilizaron un sistema basado en el
represor tet para expresar un mutante DT - A atenuado, pero estos trabajadores concluyeron que (1), la expresion
pero no la toxicidad del mutante DT-A puede ser suficientemente controlada por un promotor sensible a tetraciclina.

La Patente de EE.UU. N° 7.582.290 de Rodriguez, R., et al. describe adenovirus (Ad) de replicacion deficiente que
expresan la subunidad A de la toxina de la difteria (DT-A) conducida por promotores especificos de la prostata para
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uso en terapia con genes suicidas para el cancer de prostata. Esta patente describe una mutacion de la glicina a la
arginina en la posicién 705 de la proteina EF-2 que da resistencia a la inhibicion de la sintesis de proteinas por DT
Los inventores en esta patente afirman que un problema importante en la aplicacién de adenovirus defectuosos en la
replicacion en la terapia génica es la presencia del adenovirus competente para la replicacion (RCA), que se genera
por recombinacion entre secuencias en el vector Ad y secuencias Ad homdlogas en las células auxiliares. Estos
inventores también describen una linea celular auxiliar DT-resistente, DPL, para empaquetar adenovirus que
expresan DT para la terapia con genes suicida, en la que las células no forman RCA. Estos inventores describen
ademas que amplificaron una region de 500 pb a partir del gen BF-2 que abarca el codén 705, de células TSU (una
linea celular de cancer de prostata). Utilizando mutagénesis dirigida, estos inventores cambiaron el codon 705 de
"GGA" a "AGA" para codificar arginina en lugar de glicina. Utilizando recombinacién homdloga reemplazaron a la
glicina con arginina en la posicion 705 de la proteina EF-2 en células PER.C6 (derivadas de retinoblastos
embrionarios humanos diploides ("HER") y descritas en las Patentes de EE.UU. 5.994.128, 6.265.212, 6.033.908 y
6.306.652), y generaron una linea celular auxiliar resistente a DT para empaquetar vectores adenovirales. Estas
células contienen las secuencias codificantes de Ad-serotipo 5 (Ad5) E1-A y E1-B (nucledtidos AdS 459-3510) bajo
el control del promotor de fosfoglicerato-quinasa humana (PGK). De acuerdo con estos inventores, estas células,
usadas junto con el adenovirus E1-deletado no solapado, eliminan la presencia de RCA en preparaciones viricas.

Wang et al. (Wang, C - Y, et al., Cancer Research 66: 5798 — 5806, 2006) describieron un baculovirus recombinante
que acomodaba la secuencia reguladora transcripcional de proteinas de acido acido fibrilar glial (GFAP) para dirigir
la expresion del gen de DT-A en células del glioma. Debido a que el promotor GFAP es inactivo en células de
insecto, fueron capaces de generar baculovirus recombinante que porta el gen toxico de DT-A. Sin embargo, un
promotor especifico de tipo celular, tal como el promotor GFA, muestra una actividad transcripcional relativamente
débil en comparacion con las secuencias de control positivas derivadas de virus, p. €j. el potenciador/promotor del
gen inmediato-temprano del citomegalovirus humano (CMV) y, por lo tanto, limita sus aplicaciones.

Kohlschutter, et al. Toxins 2: 2754 - 2768, 2010 describieron vectores AAV portadores del gen de DT-A, en los que
se uso el sistema represor Tet® para disminuir la expresion de DT-A. A pesar de que los autores produjeron algunos
vectores AAV portadores del gen DT-A en células HE 293T, sus rendimientos de AAV fueron generalmente de 2 a 3
logs menores que los vectores AAV que no portaban el gen DT-A, tales como vectores portadores del gen PUMA
AAVTetO2-PUMA). Los autores atribuyeron el titulo mas bajo a la expresion residual de la proteina DTA.

La patente de EE.UU. 6.723.551 de Kotin et al. describe métodos de produccion de virus adenoasociados (AAV) en
células de insecto. Estos inventores afirman que los intrones comprendidos por los genes AAV no se empalman
correctamente en las células de insectos. Estos inventores produjeron AAV en células de insecto usando genes AAV
disefiados para ser desprovistos de intrones. Sin embargo, esta patente ni ensefia ni sugiere vectores crecientes
que albergen genes tdxicos en células de insecto.

En la actualidad existe una necesidad de composiciones y métodos adicionales para producir vectores de terapia
con genes suicida para uso terapéutico tales como el uso en la eliminacién de células cancerosas.

Sumario

A la vista de la necesidad de cultivar vectores virales que albergen genes toxicos en células de insecto, el presente
inventor ha desarrollado vectores virales baculoviricos y adeno-asociados modificados que comprenden genes
toxicos, células de insecto que comprenden tales vectores, métodos de fabricacién de tales vectores y células y
métodos de tratamiento que utilizan dichos vectores.

Un acido nucleico de las presentes ensefianzas puede ser un acido nucleico para el cultivo de un gen téxico en una
célula de insecto. En algunas configuraciones, un acidos nucleico puede comprender, consistir esencialmente, o
constar de una secuencia que codifica un polipéptido toxico y un intrén que Interrumpe la secuencia, por lo que un
ARN que comprende el intrén puede ser empalmado por células de mamifero, pero no por células de insecto, para
formar en células de mamifero, pero no en células de insecto, un ARNm traducible que, tras la traduccion,
proporcione niveles toxicos celulares de un polipéptido toxico. En algunas configuraciones, un acido nucleico puede
comprender una secuencia que codifica un polipéptido toxico tal como, sin limitacion, toxina diftérica (DT-A),
barnasa, ricina, abrina, exotoxina de Pseudomonas o un polipéptido pro-apoptético. Las secuencias que codifican
tales polipéptidos toxicos (y péptidos) son bien conocidas por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Ellerby,
HM et al., Nature Medicine 5: 1032 - 1038, 1999) y estan disponibles a partir de recursos publicamente accesibles
tales como, el sitio web del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica. En algunas configuraciones, el acido
nucleico puede codificar un polipéptido toxico tal como una toxina diftérica, por ejemplo DT-A. En algunas
configuraciones, el acido nucleico puede codificar un polipéptido tdxico tal como barnasa.

En varias configuraciones, un intron de las presentes ensefianzas puede ser cualquier intrébn que no se empalme
apropiadamente en células de insecto, pero que se empalme adecuadamente por células de mamiferos, tales como,
por ejemplo y sin limitacion, un intrén de un gen de hormona de crecimiento humano o un intrén de un gen del
antigeno T grande de SV40.

En diversas configuraciones, un acido nucleico de las presentes ensefianzas puede comprender ademas una
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secuencia de control de la expresién unida operativamente a la secuencia que codifica un polipéptido téxico. Una
secuencia de control de la expresion puede ser, por ejemplo, un promotor, un IRES, un potenciador y/o una
combinacién de los mismos.

En la ilustracion no limitativa, la FIG. 1 presenta mapas genéticos y transcripcionales de un gen téxico tal como un
gen DT-A que comprende un intrén y esta operativamente unido a un promotor tal como un promotor CMV. Tras la
introduccién de un gen DT-A que comprende un intron de las presentes ensefianzas en una célula de mamifero, se
transcribe el gen y se forma un ARNm de DT-A maduro en la célula de mamifero a través de un empalme de
intrones. EI ARN maduro se traduce en proteina DT-A funcional para matar la célula. Los nimeros por encima del
mapa genético basado en la secuencia codificante de DT-A (acceso Genbank no. X00703) indican las posiciones de
nucleétidos donde se inserta el intron. CMVpr = Promotor de citomegalovirus; DT-A - secuencia de acido nucleico de
la toxina A de difteria; pA - sefal de poliadenilacion.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen un vector viral que comprende un acido nucleico como
se describe anteriormente. En varias configuraciones, un vector viral puede ser, por ejemplo, un baculovirus, un
retrovirus, un adenovirus, un virus adenoasociado (AAV) o una combinacién de los mismos, tal como, por ejemplo,
un baculovirus que comprende secuencias de AAV, tal como se describe, por ejemplo, en la publicacién de solicitud
de patente de EE.UU. 20090203071, pero modificada para incluir también secuencias que codifican un gen téxico en
el que la secuencia codificadora se interrumpe con un intrén.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen una célula de insecto in vitro que comprende un acido
nucleico descrito anteriormente, o un genoma viral que comprende el acido nucleico como se describe
anteriormente.

En diversas configuraciones, una célula de insecto puede ser, sin limitacién, una célula de una linea de células de
insecto establecida conocida por los expertos en la técnica, tal como, sin limitacién, una célula de Trichoplusia ni
BTI-Tn-5B1-4, una célula de Spodoptera frugiperda Sf9 o una célula de Spodoptera frugiperda Sf21.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen un cultivo celular que comprende una pluralidad de
células descritas anteriormente; y un medio de cultivo. En varias configuraciones, tales lineas celulares pueden
acumular un virus tal como, por ejemplo, AAV, en el que el medio de cultivo celular no concentrado puede
comprender el virus con un titulo mayor que 109 genomas de AAV/ml, mayor que 10" genomas de AAV/ml, mayor
que 10" genomas de AAV/ml, o mayor que 10'? genomas de AAV/ml. Por eJemglo en varias conﬂguramones 1 I|tro
de medio celular cultivado no concentrado puede comprender al menos 10" , al menos 10" , 0 al menos 10"
particulas viricas de AAV dentro de 3 dias después de la infeccidon de un cultivo de células de insecto con un
baculovirus de las presentes ensefianzas.

En diversas configuraciones, una linea celular o cultivo celular de las presentes ensefianzas puede acumular un
baculowrus en el que el medlo de cultivo ceIuIar no concentrado puede comprender el virus con un titulo mayor que
10° pfu/l, mayor que 10" pfu/l, mayor que 10" pfu/l, o mayor que 10" pfu/l dentro de los 4 dias después de la
transfeccion.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen métodos de cultivo de un vector que comprende un
gen toxico in vitro. En diversas configuraciones, estos métodos incluyen: proporcionar un cultivo celular que
comprende células de insecto; Infectar o traducir las células con un acido nucleico o un virus de las presentes
ensefianzas; e incubar las células en condiciones adecuadas para la produccién del virus.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen métodos para tratar un cancer. En diversas
configuraciones, estos métodos incluyen administrar un acido nucleico o un virus de las presentes ensefianzas a un
sujeto que necesita terapia. En algunas configuraciones, el virus puede ser un baculovirus o un virus adenoasociado.
Un cancer sujeto a tratamiento usando un acido nucleico o un virus de las presentes ensefianzas puede ser
cualquier cancer, tal como, sin limitacién, un cancer de préstata, un cancer de mama, un tumor cerebral, un cancer
cervical o un carcinoma nasofaringeo. En varias realizaciones de las presentes ensefianzas, un virus de las
presentes ensefianzas, tal como un AAV de las presentes ensefianzas o un baculovirus de las presentes
ensefianzas puede ser un virus que puede infectar a una célula de mamifero pero que no puede replicarse dentro de
la célula de mamifero.

En diversas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen el uso de un &acido nucleico o virus descrito
anteriormente para el tratamiento de una enfermedad tal como, por ejemplo, el cancer.

En diversas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen un acido nucleico o virus descrito en el presente
documento para uso en el tratamiento de un cancer. En diversas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen
un acido nucleico o virus descrito en este documento para uso en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de un cancer.

En diversas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen un baculovirus recombinante o acido nucleico que
comprende un gen téxico (tal como, sin limitaciéon, un gen DT-A o un gen barnasa) que comprende ademas un
intron, de modo que una célula de mamifero, pero no una célula de insecto, puede expresar un ARNm maduro que
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pueda ser traducido por la célula huésped para producir un polipéptido que es letal para la célula huésped. En
algunas configuraciones, un intrén que interrumpe la secuencia de codificacion de un gen téxico puede ser
empalmado a partir de una transcripcion del gen toxico por una célula de mamifero, pero no por una célula de
insecto, por ejemplo, como se expone en la FIG. 1. Tras la introduccion de un gen téxico que comprende un intron
en una célula de mamifero (tal como una célula humana in vitro o in vivo), la célula puede producir el ARNm maduro
del gen toxico. EI ARNm maduro puede ser traducido por la célula de mamifero en una proteina DT-A funcional (u
otra proteina toxica) para matar a la célula.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen métodos para producir baculovirus recombinante que
llevan un gen toxico que comprende un intrén en células de insecto. En estas realizaciones, el baculovirus
recombinante se puede generar segun métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Sin limitacion, tales
métodos pueden incluir, por ejemplo, la transfeccion de ADN de Bacmid en células de insecto in vitro, tales como
células Sf9, con un vector tal como un Bacmid modificado para comprender un gen toxico en el que se inserta un
intron.

Algunas realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen vectores AAV que portan un gen toxico tal como un
gen DT-A que comprende un intrébn o un gen de barnasa que comprende un intrén. Los vectores AAV que
comprenden un gen toxico con un intron pueden producirse en células de insecto. Tras la introduccion en una célula
huésped de mamifero, un gen téxico comprendido por un vector AAV de las presentes ensefianzas puede ser
transcrito y empalmado en la célula de mamifero para formar un ARNm de gen téxico maduro (tal como un ARNm
de DT-A o ARNm de barnasa). Un ARNm de gen toxico maduro puede ser traducido por la célula huésped de
mamifero para producir una proteina téxica (tal como DT-A o barnasa), deshabilitando o destruyendo asi la célula
huésped de mamifero.

Algunas realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen métodos para producir vectores AAV que llevan un gen
téxico tal como, por ejemplo, un gen DT-A o un gen de barnasa en células de insecto. En estos métodos, un primer
vector que comprende secuencias de baculovirus y AAV, tales como, por ejemplo, Bac-Rep-Cap (o Bac-inCap-
inRep), y un segundo vector que comprende baculovirus y secuencias ITR asi como un gen toxico (tal como, por
ejemplo, DT-A o barnasa) interrumpido por un intrén, puede ponerse en contacto con una célula de insecto huésped
para co-infectar la célula huésped. Una célula infectada puede producir AAV que comprende el gen téxico
interrumpido por un intrén. Tales células |nfectadas cultivadas in vitro pueden dar titulos de AAV recombinante que
comprenden un gen toxico, de al menos 10° genomas virales/ml, al menos 10" genomas virales/ml, al menos 10"
genomas virales/ml o al menos 10" genomas virales/ml en un medio de cultivo no concentrado dentro de los 3 dias
después de la infeccion de un cultivo de células de insecto tales como células Sf9.

Algunas realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen métodos adicionales para producir vectores de AAV
que portan un gen téxico en células de insecto. En estos métodos, se puede proporcionar una célula de insecto que
comprende un transgén establemente integrado tal como un transgén que comprende ITR de AAV que flanquea un
gen toxico (tal como DT-A o barnasa) que comprende un intrén. Véase, por ejemplo, la FIG. 5. Una célula de estas
realizaciones puede infectarse con Bac-Rep-Cap. Después de la infeccion con Bac-Rep-Cap, la célula puede
producir vectores de AAV que comprenden un gen téxico (tal como DT-A) que comprende un intron. En varias
conﬂguraaones una poblacién de células |nfectadas cultivadas in vitro puede dar tltulos de AAV recombinante, de al
menos 10° genomas virales/ml, al menos 10'® genomas virales/ml, al menos 10" genomas virales/ml, o al menos
10" genomas virales/ml en medio de cultivo no concentrado. En algunas configuraciones, se puede obtener tan alto
en aproximadamente 3 dias después de la infeccion.

En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen la produccion de vectores de AAV que portan genes
toxicos usando células de insecto (tales como, por ejemplo, células Sf9) que albergan genomas de AAV integrados
de forma estable que llevan inDTA o inBarnase. En diversas configuraciones, dichas células pueden infectarse con
baculovirus recombinante que lleva genes Rep y Cap durante 3 dias. Los granulos de células se pueden cosechar y
procesar para purificar los vectores de AAV.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen acidos nucleicos que comprenden
una secuencia que codifica un polipéptido toxico y un intron que interrumpe la secuencia, por lo que el intron se
empalma en células de mamifero pero no en células de insecto para formar un ARNm que se traduce para formar
niveles toxicos de células del polipéptido tdxico en células de mamiferos pero no en cepas de insectos. En algunas
configuraciones, el polipéptido de toxina codificado por un gen de toxina puede ser, sin limitacion, la toxina de difteria
(DT-A), barnasa, ricina, abrina o exotoxina de Pseudomonas. En algunas configuraciones preferidas, la toxina puede
ser toxina diftérica (DT-A) o barnasa, codificadas por un gen de toxina diftérica (DT-A) o un gen de barnasa,
respectivamente, pero interrumpidas por un intrén tal como, sin limitacién, un intrén de la hormona del crecimiento
humano o un intrén de T-antigeno grande de SV40. En diversas configuraciones, un acido nucleico de las presentes
ensefianzas puede comprender ademas al menos un elemento de expresiéon unido operativamente a la secuencia.
Tales elementos de expresion pueden incluir uno o mas de un promotor, un IRES, un potenciador y una combinacién
de los mismos. En algunas configuraciones, los elementos de expresion comprendidos por un acido nucleico de las
presentes ensefianzas pueden incluir uno o mas de un promotor de CMV, un promotor de AFP, un potenciador de
AFP, un promotor de SURV, un promotor de CXCR4, un promotor de TERT, un promotor de COX2 , y un promotor
de CCKAR. En algunas configuraciones, los elementos de expresion comprendidos por un acido nucleico de las
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presentes ensefianzas pueden incluir uno o mas de un promotor de hAFP, un potenciador de hAFP, un promotor de
hSURYV, un promotor de hCXCR4, un promotor de hTERT, un promotor de hCOX2 y un promotor de hCCKAR. En
algunas configuraciones, un elemento de control de la expresion puede ser un promotor que puede dirigir la
expresion en células tumorales, tales como un promotor hSURV o un promotor CXCR4. En algunas configuraciones
preferidas, un elemento de expresion puede ser un promotor hASURV o CXCRA4.

En algunas realizaciones, un intron que interrumpe la secuencia de un gen toxico puede ser cualquier intrén que se
empalme por células de mamifero pero no por células de insecto. En varias configuraciones, el intrén puede ser un
intrén artificial, un intrén de hormona de crecimiento humano, o un intrén de T-antigeno grande de SV40.

En diversas realizaciones, un vector de acido nucleico o virico de las presentes ensefianzas puede comprender al
menos un ITR.

En algunas realizaciones, un acido nucleico o vector virico de las presentes ensefianzas puede comprender, en
orden de 5" a 3, un primer ITR, un promotor, una primera porcioén de un gen téxico, un intrén, una segunda porcion
del gen toxico, una sefial de poliadenilacion y una segunda ITR. En varias configuraciones, el primer ITR puede ser
un ITR de AAV y el segundo ITR puede ser un ITR de AAV.

Algunas realizaciones de la presente ensefianza incluyen vectores viricos que comprenden los acidos nucleicos
descritos en la presente memoria. En algunas configuraciones, un vector viral puede ser, sin limitaciéon, un
baculovirus, un retrovirus, un adenovirus, un virus adenoasociado (AAV) o una combinacién de los mismos, y en
particular un vector puede ser un baculovirus, un virus adenoasociado (AAV), o una combinacién de los mismos.
Ejemplos no limitativos de AAV que comprenden un acido nucleico de las presentes ensefianzas incluyen AAV2 y
AAV, preferiblemente AAV2.

Algunas realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen células de insectos in vitro que comprenden los acidos
nucleicos descritos en este documento. Varias realizaciones de las presentes ensefanzas incluyen células de
insectos individuales in vitro, lineas de células de insectos, cultivos de células de insectos y poblaciones de células
de insectos in vitro. En diversas configuraciones, una célula de insecto de las presentes ensefianzas puede incluir,
sin limitacion, una célula de Trichoplusia ni BTI-Tn-5B1-4, una célula de Spodoptera frugiperda Sf9 o una célula de
Spodoptera frugiperda Sf21; una poblacién de células de insecto o un cultivo celular puede incluir, sin limitacion,
Trichopiusia ni BTI-Tn-5B1-4, células de Spodoptera frugiperda Sf9, células de Spodoptera frugiperda Sf21, y
cualquier combinacion de las mismas. En diversas configuraciones, una célula de insecto puede comprender un
acido nucleico que esta comprendido por un genoma viral. En algunas realizaciones, una célula de insecto de las
presentes ensefianzas puede comprender un virus que comprende un acido nucleico de las presentes ensefianzas.
En varias configuraciones, un virus de estas realizaciones puede ser un AAV, un baculovirus o una combinacion de
los mismos. En algunas realizaciones, una célula de insecto de las presentes ensefianzas puede transformarse de
forma estable con un acido nucleico de las presentes ensefanzas.

Las realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen cultivos celulares, tales como cultivos de células de insecto.
En diversas configuraciones, un cultivo celular puede incluir células que comprenden un acido nucleico de las
presentes ensenanzas y un medio de cultivo celular. En varias configuraciones, un cultivo celular puede comprender
mayor que 10° genomas virales/ml sin concentracion del medio de cultlvo celular, mayor que 10" genomas
virales/ml sin concentracién del medlo de cultivo celular, mayor que 10" genomas virales/ml sin concentracion del
medio de cultivo celular, mayor que 10" genomas virales/ml sin concentracion del medio de cultivo celular. En varias
realizaciones, una linea celular, un cultivo celular o poblaciéon de células de las presentes ensefianzas puede
comprender un baculovirus que comprende un acido nucleico de las presentes ensefianzas. En diversas
conﬂguraaones una linea celular, un cultivo celular o una poblacién de celulas puede comprender baculovirus a
mas de 10° PFU/ml en un medlo de cultivo no concentrado, mayor que 10" PFU/mI en un medio de cultivo no
concentrado, mayor que 10® PFU/mI en un medio de cultivo no concentrado, o mayor que 10° PFU/mI en un medio
de cultivo no concentrado.

Algunas realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen métodos de cultivo de un vector que comprende un gen
toxico in vitro. En diversas configuraciones, estos métodos comprenden proporcionar un cultivo celular que
comprende células de insecto, infectar o transferir las células con un acido nucleico de las presentes ensefianzas
que comprende una secuencia que codifica un polipéptido toxico y un intrén que interrumpe la secuencia e incubar
las células bajo condiciones adecuadas para la produccion de virus. En diversas configuraciones, un acido nucleico
puede estar comprendido, por un virus, tal como un baculovirus, un AAV, o una combinacién de los mismos. En
consecuencia, en diversas configuraciones, estos métodos incluyen: proporcionar un cultivo celular que comprende
células de insecto; e infectar las células con un vector de virus tal como un AAV que comprende un acido nucleico
de las presentes ensefianzas, y con un segundo vector tal como Bac-inCap-inRep. La infeccion puede producirse
durante al menos aproximadamente 1 dia, durante al menos 2 dias, durante al menos 3 dias, durante
aproximadamente 3 dias, durante al menos 4 dias, durante al menos 5 dias, hasta aproximadamente 5 dias, durante
al menos 6 dias, hasta aproximadamente 6 dias, durante 7 dias, o hasta aproximadamente 7 dias. En varias
configuraciones, estos métodos pueden comprender adicionalmente la lisis de las células para formar un lisado que
comprende el AAV. Debido a que un lisado puede incluir también desechos celulares, los métodos pueden
comprender ademas la digestion de los residuos celulares con benzonasa. En varias configuraciones, un AAV que
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comprende un acido nucleico de estos métodos puede ser cualquier AAV, tal como un AAV2 o AAV9. En algunas
configuraciones, las células de insecto pueden ser células de Trichoplusia ni BTI-Tn-5B1-4, células de Spodoptera
frugiperda Sf9 o células de Spodoptera frugiperda Sf21. En algunas configuraciones preferidas, las células de
insecto en estos métodos pueden ser células de Spodoptera frugiperda Sf9.

Algunas realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen métodos para tratar una enfermedad o afeccion médica
tal como infeccion por VIH, enfermedad de injerto contra huésped o cancer. En diversas configuraciones, estos
métodos pueden comprender administrar a un sujeto que necesita terapia una cantidad terapéuticamente eficaz de
un acido nucleico de las presentes ensefianzas. En varias configuraciones, el acido nucleico puede estar
comprendido por un virus, tal como AAV, de manera que los métodos comprenden administrar a un sujeto que
necesite terapia una cantidad terapéuticamente eficaz de un virus tal como un AAV que comprende un acido
nucleico de las presentes ensefianzas. En algunas realizaciones preferidas, el AAV puede ser AAV2 o AAV9, mas
preferiblemente AAV2. En varias configuraciones, un cancer que puede tratarse mediante los métodos descritos
puede ser, sin limitacién, un cancer de préstata, un cancer de mama, un tumor cerebral, un cancer de cuello uterino
0 un carcinoma nasofaringeo.

Algunas realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen el uso de un acido nucleico o virus de las presentes
ensefanzas para el tratamiento de la infeccion por VIH, la enfermedad de injerto contra huésped o un cancer.

Algunas realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen un acido nucleico o virus de las presentes ensefianzas
para su uso en el tratamiento de la infeccion por VIH, la enfermedad de injerto contra huésped o un cancer.

Algunas realizaciones de las presentes ensefianzas incluyen un acido nucleico o virus de las presentes ensefianzas
para su uso en el tratamiento de la infeccion por VIH, la enfermedad de injerto contra huésped o un cancer.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 ilustra mapas genéticos y transcripcionales de un gen toxico tal como un gen DT-A que comprende un
intrén y unido operativamente a un promotor tal como un promotor CMV.

La FIG. 2 ilustra un método para producir en una célula de insecto un baculovirus recombinante que porta un gen
DT-A interrumpido por el intron de la hormona del crecimiento humano o un gen de barnasa interrumpido por el
intron del antigeno T grande del SV40 y fusionado en el marco con GFP.

La FIG. 3 ilustra mapas genéticos y de transcripcion de vectores AAV representativos que portan un gen toxico tal
como un gen DT-A, modificado para comprender un intrén dentro del marco de lectura abierto.

La FIG. 4 ilustra un método para producir vectores de AAV que portan un gen téxico tal como un gen DT-A en
células de insectos.

La FIG. 5 ilustra un método alternativo para producir vectores de AAV que portan un gen toxico tal como un gen DT-
A que comprende un intrén en células de insecto con un transgen de AAV integrado de forma estable. Bac, Rep,
Cap y 1TR son como se describe en la Solicitud de Patente de EE.UU. 20090203071.

Las Figuras 6-11 ilustran mapas de plasmidos lanzadera pFastBac que pueden usarse en diversas configuraciones
de las presentes ensefianzas. Cada vector comprende: sitios diana Tn7R y Tn7L; un marcador de seleccion de
resistencia a la ampicilina (AMP); un marcador de seleccion de resistencia a la gentamicina; un intron de hGH que
no esta dentro de una secuencia de codificacion; ITR de AAV; y una secuencia de poliadenilacion de SV40pA de
144 pb,

CATGGCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCA
CAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACT

CATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCT (SEQ IDNO: 1)1 gmpargo, estos  componentes

individualmente pueden no ser necesarios para practicar las diversas realizaciones de las presentes ensefianzas.
Abreviaturas: DT-A, fragmento de difteria A; CMV, promotor de citomegalovirus; hGH, intron de la hormona del
crecimiento humana; Bar, Barnasa: GFP, proteina de fluorescencia verde; SV40, intron del T-antigeno grande 40 del
virus simio; hTERT, promotor de transcriptasa inversa de telomerasa humana.

La FIG. 6 ilustra un mapa del plasmido lanzadera pFastBac que comprende, entre el ITR de AAV, un promotor de
CMV unido operativamente a una secuencia codificante de DT-A en la que el vector comprende: sitios diana Tn7R y
Tn7L; un marcador de seleccién de resistencia a ampicilina; un marcador de seleccién de resistencia a la
gentamicina; un intrén de hGH que no esta dentro de una secuencia codificante; ITR de AAV; y una secuencia de
poliadenilacion SV40pA de 140 pb. Abreviaturas: DT-A, fragmento de difteria A; CMV, promotor de citomegalovirus;
hGH, intrén de la hormona del crecimiento humana.
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La FIG. 7 ilustra un plasmido lanzadera pFastBac que comprende, entre ITR de AAV, un promotor de CMV unido
operablemente a una secuencia codificante de DT-A interrumpida por el intron de la hormona del crecimiento
humana, en el que el vector comprende: sitios diana de Tn7R y Tn7L; un marcador de seleccion de resistencia a la
ampicilina; un marcador de seleccion de resistencia a la gentamicina; un intrén de hGH que no esta dentro de una
secuencia de codificacion; ITR de AAV; y una secuencia de poliadenilacion de SV40pA de 144 pb. Abreviaturas: DT-
A, fragmento de difteria A; CMV, promotor de citomegalovirus; hGH, intron de la hormona del crecimiento humana;
SV40, intron de T-antigeno grande del virus 40 de simio.

La FIG. 8 ilustra un mapa de un plasmido lanzadera pFastBac que comprende, entre ITR de AAV, un promotor CMV
unido operativamente a una secuencia codificante de Barnasa fusionada en marco con una secuencia codificante de
GFP, en la que el vector comprende: sitios diana Tn7R y Tn7L; marcador de seleccion de resistencia a la ampicilina;
un marcador de seleccion de resistencia a la gentamicina; un intron de hGH que no esta dentro de una secuencia de
codificacion; ITR de AAV; y una secuencia de poliadenilacion de 144 pb de SV40pA.

Abreviaturas: CMV, promotor de citomegalovirus; hGH, intrén de hormona del crecimiento humano; Bar, Bamasa;
GFP, proteina de fluorescencia verde; SV40, intron de T-antigeno grande del virus 40 de simio.

La FIG. 9 ilustra un mapa de un plasmido lanzadera de pFastBac que comprende, entre ITR de AAV, un promotor de
CMV unido operativamente a una secuencia de codificacion de Barnasa interrumpida por un intron de T-antigeno
grande de SV40 y fusionada en marco con una secuencia de codificacion de GFP, en la que el vector comprende:
los sitios diana Tn7R y Tn7L, un marcador de seleccién de resistencia a ampicilina, un marcador de seleccion de
resistencia a la gentamicina, un intron de hGH que no esta dentro de una secuencia codificante, ITR de AAV y una
secuencia de poliadenilacion de SV40pA de 144 bp. Abreviaturas: CMV, promotor de citomegalovirus; hGH, intrén
de la hormona del crecimiento humana; Bar, Barnasa; GFP, proteina de fluorescencia verde; SV40, intron de T-
antigeno grande del virus 40 de simio.

La FIG. 10 ilustra un mapa de un plasmido lanzadera de pFastBac que comprende, entre ITR de AAV, un promotor
de hTERT unido operativamente a una secuencia codificante de DT-A interrumpida por el intron de la hormona del
crecimiento humano, en la que el vector comprende; sitios diana Tn7R y Tn7L; un marcador de seleccion de
resistencia a ampicilina; un marcador de seleccion de resistencia a la gentamicina; un intrén de hGH que no esta
dentro de una secuencia de codificacion; ITR de AAV; y una secuencia de poliadenilacién de 144 pb de SV40pA.
Abreviaturas: DT-A, fragmento de difteria A; hGH, intrén de la hormona del crecimiento humana; SV40, intron de T-
antigeno grande del virus 40 de simio; hTERT, promotor de la transcriptasa inversa de telomerasa humana.

La FIG. 11 ilustra un mapa de un plasmido lanzadera pFastBac que comprende, entre ITR de AAV, un promotor de
hTERT unido operativamente a una secuencia codificante de GFP, en la que el vector comprende: sitios diana Th7R
y Tn7L; un marcador de seleccion de resistencia a ampicilina; un marcador de seleccidon de resistencia a la
gentamicina; un intron de hGH que no esta dentro de una secuencia de codificacion; ITR de AAV; y una secuencia
de poliadenilacién de 144 pb de SV40pA. Abreviaturas hGH, intron de la hormona del crecimiento humano; Bar,
Barnasa; GFP, proteina de fluorescencia verde; SV40, intron de T-antigeno grande del virus 40 de simio; hTERT,
promotor de la transcriptasa inversa de la telomerasa humana.

La FIG. 12 ilustra la generacion de baculovirus recombinantes en células Sf9 después de la transfeccion con ADN de
Bacmid (Figura 12A, Figura 12C), y la amplificacion de los baculovirus recombinantes en células Sf9 por infeccion
(Figura 2B, Figura 12D)

La FIG. 13 ilustra mapas genéticos y transcripcionales de baculovirus recombinantes representativos que llevan un
gen DT-A interrumpido por un intrén de la hormona del crecimiento humano y un gen de Barnasa interrumpido por
un intrén de antigeno-T grande de SV40 y fusionado en marco con GFP.

La FIG. 14 ilustra los efectos de la muerte en células de mamifero (rifidn embrionario humano EK293) por
transduccion con baculovirus recombinantes que albergan genes toxicos durante 48 horas.

La FIG. 15 ilustra un método de produccion de vectores AAV que llevan un gen DT-A que comprende el intron de la
hormona del crecimiento humano o el gen de la barnasa que comprende el intron del antigeno T grande de SV40 y
fusionado en marco con el gen GFP en células de insecto que llevan un transgén AAV integrado de forma estable.

La FIG. 16 ilustra mapas genéticos y transcripcionales de vectores AAV representativos que portan un gen DT-A que
comprende un intrén de la hormona del crecimiento humano o un gen de Barnasa que comprende un intron de T-
antigeno grande de SV40 y fusionado en marco con el gen GFP.

La FIG. 17 ilustra el efecto de la muerte de AAV2-CMV-inDTA (hGH) en células de mamifero.

La FIG. 18 ilustra el efecto de la muerte en células de mamifero por transduccién con vectores de AAV que albergan
genes toxicos.

La FIG. 19 ilustra un resultado representativo de la muerte de células por AAV2-hSURV-inDTA (hGH).
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La FIG. 20 ilustra el ensayo de viabilidad celular de células tumorales por vectores AAV2 que llevan DT-A bajo el
control de diversos promotores especificos de tumores. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos y se
transdujeron con vectores AAV2 en diluciones en serie de 4 veces durante 4 dias y se ensayo la viabilidad celular
con el kit de ensayo de la viabilidad celular luminiscente CellTiter Glo. (a) células HepG2, (b) células Hep3B, y (c)
células BE(2)-M17.

Descripcion detallada

Las presentes ensefianzas describen un gen toxico que comprende un intrén, en el que después de la transcripcion
en un insecto, el intron no se empalma, de manera que no se forma el producto genético téxico en la célula de
insecto. Un vector que comprende dicho gen toxico interrumpido por intron puede crecer en células de insecto. Sin
embargo, tras la introduccién en una célula de mamifero tal como una célula de cancer, la transcripcion del gen
téxico conduce a la formaciéon de un ARNm maduro, que se traduce en una proteina tdxica que mata a la célula
huésped mamifera.

La figura 1 ilustra mapas genéticos ejemplares y transcripcionales de un gen DT-A que comprende un intrén y que
esta operativamente unido a un promotor CMV. Tras la introducciéon de un gen DT-A, que comprende un intrén de
las presentes ensefianzas en una célula de mamifero, el gen se transcribe y se forma un ARNm de DT-A maduro en
la célula de mamifero a través del empalme de intron. EI ARN maduro se traduce en la proteina DT-A funcional para
matar la célula. Los nimeros por encima del mapa genético basado en la secuencia codificante de DT-A (numero de
entrada Genbank X00703) indican las posiciones de nucleétidos en las que se inserta el intron. CMVpr = promotor
de citomegalovirus; DT-A = secuencia de acido nucleico de la toxina A de difteria; PA = sefial de poliadenilacion.

Los métodos y composiciones descritas en la presente memoria utilizan técnicas de laboratorio bien conocidas por
los expertos en la técnica, y se pueden encontrar en manuales de laboratorio tales como Sambrook, J. et al.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
2001; Methods In Molecular Biology, ed. Richard, Humana Press, NJ, 1995; Specter, D.L. et al., Cells: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1998; y Harlow, E. Using Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1999. Referencias adicionales
que describen métodos de expresion de polipéptidos heterélogos en células de insectos, asi como métodos de
introduccion de vectores y acidos nucledtidos en células de insectos y métodos para mantener cultivos de células de
insectos incluyen, por ejemplo, O'Reilly et al., Baculovirus Expression Vectors, A Laboratory Manual Oxford Univ.
Press, 1994; Samulski et al. J. Vir. 63: 3822 - 3288, 1989; Kajigaya et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88: 4646 - 4650,
1991; Ruffing et al, J. Vir. 66: 6922 - 6930, 1992; Kimbauer et al., Vir. 219: 37 - 44, 1996; Zhao et al, Vir. 272: 382 -
393, 2000; y Samulski et al, Pat. de EE.UU. N° 6.204.059.

Los experimentos descritos en este documento también pueden hacer uso de los siguientes materiales y métodos.

Cultivo de células. Las células HE 293 se mantuvieron a 37°C en medio Eagle modificado de Dubelcco (Invitrogen,
Carlsbad, CA) con 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina y suplementado con suero fetal de ternera
al 10% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Las células HepG2, Hep3B y W138 se mantuvieron a 37°C en medio de
crecimiento completo de EMEM (American Type Culture Collection) que contenia 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml
de estreptomicina y suplementado con suero de ternero fetal al 10%. Se mantuvieron células BE (2) M17 (American
Type Culture Collection) en medio de crecimiento completo 50% EMEM + 50% F12 que contenia 100 U/ml de
penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina y se suplement6 con 10% de suero de ternera fetal. Se mantuvieron células
de Spodoptera frugiperda Sf9 (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 28°C en medio libre de suero ESF92J (Expression
Systems, Woodland, CA) que contenia 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina (invitrogen, Carlsbad,
CA).

Generacion vy titulacion de baculovirus recombinantes. Los plasmidos construidos como se describié anteriormente
se usaron para transformar células DH10Bac-competentes para generar bacmidos recombinantes. Los bacmidos
que contenian los genes diana se usaron para generar baculovirus recombinantes de acuerdo con el protocolo del
fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA), con modificaciones menores. Brevemente, se utilizaron 2 ng del ADN
plasmidico para transformar 20 ul de células competentes DH10Bac. Después de 4 horas de incubacién a 37°C en
500 pl de medio SOC, se sembraron 25 y 2,5 pl del cultivo por separado en placas de seleccion y se incubaron
durante 48 horas para permitir la formacion de colonias blancas/azules. Generalmente, se recogieron tres colonias
blancas para cada construccion y se prepararon ADNs de bacmidos miniprep. Los ADN bacmidos se usaron para
transfectar células Sf9 para generar baculovirus recombinantes. Los baculovirus recombinantes se amplificaron una
vez y se determinaron los titulos con ensayo PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) y se convirtieron en unidades
formadoras de placas (pfu) basandose en estudios empiricos en los que se convirtieron 20 copias en 1 pfu.

Produccion, purificacion y valoracion del vector AAV. Los métodos para la produccion, purificacion y valoracion de
vectores de AAV se han descrito previamente (Chen, H., Mol Ther 16: 924 - 930, 2008). Brevemente, se cultivaron
células Sf9 a 28°C hasta ~1 x 107 células/ml en medio libre de suero ESF921 que contenia 100 U/ml de penicilina y
100 ug/ml de estreptomicina, y se diluy6 a ~5 x 108 células/ml antes de la infeccion. Se empled doble infeccién para
producir vectores AAV. Se utilizaron cinco multiplicidades de infecciéon (moi) de transgenes Bac-AAV y 1,0 moi de
Bac-inCap-inRep para infectar células Sf9 a 28°C durante 3 dias para producir vectores de AAV. Después de 3 dias
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de infeccion, los sedimentos de células se recogieron por centrifugacion a 3.000 rpm durante 15 minutos. Los
sedimentos celulares se lisaron en un tampon de lisis de Sf9 modificado (Tris-HCI 50 mM pH 8, 0,1% de sarkosilo,
Triton X-100 al 1%, MgCl, 2 mM) y los acidos nucleicos celulares (ADN y ARN) se digirieron usando benzonasa
(Sigma -Aldrich, St. Louis, MO). Los lisados celulares se purificaron mediante centrifugacion a 8.000 rpm durante 20
minutos y los sobrenadantes se sometieron a 2 rondas de ultracentrifugacion para purificar los vectores de AAV. Los
vectores de AAV se intercambiaron en tampén en PBS que contenia 0,001% de pluronic F-68 (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) con 2 columnas desalinizadoras PD-10 (GE HealthCare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ). Después de
la purificacion, los vectores de AAV se titularon con el método PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR).

Ensayo de proliferacion celular. Se hicieron crecer células HEK293 en una placa de 24 pocillos (1,5e+5
células/pocillo) durante la noche y se transdujeron con vectores AAV2 (1,5e + 9vg pocillo) durante 48 horas. Las
células fueron entonces tripsinizadas y su nimero contado. Las células se cultivaron ademas durante otras 48 horas
hasta alcanzar la confluencia y se tripsinizaron, se conté el nimero de células y luego se expandié en vasos mas
grandes. Después de otro cultivo de 72 horas, las células fueron tripsinizadas y contadas. Las células viables se
contaron con tincién con azul de tripano.

Ensayo de viabilidad celular. Se utilizo el kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter Glo para probar la
viabilidad celular segun el protocolo del fabricante (Promega, Madison, Wi). Brevemente, se sembraron células
(W138, HepG2, Hep3B, y BE (2) M17) en placas de 96 pocillos a 3.2e+4 células/pocillo durante la noche y se
transdujeron con vectores AAV2 en diluciones en serie de 4 veces durante 4 dias. El reactivo se reconstituyo y se
afiadio a las células. Después de mezclar en un agitador orbital durante 2 minutos para lisar las células, la placa se
incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos y después se registraron las sefiales luminiscentes.

Tal como se utiliza en la descripcion, en los dibujos y en cualquier reivindicacion anexa, las formas singulares "un",
"uno/a" y "el/la" pretenden incluir también las formas plurales, a menos que el contexto indique lo contrario.

El presente inventor ha desarrollado composiciones y métodos para producir un vector que comprende un gen téxico
en una célula de insecto asi como cultivos de células de insecto que pueden |ncIU|r un vector que comprende un gen
téxico y pueden producir virus tales como un AAV a un titulo de al menos 10° genomas virales/ml, al menos 10"
genomas virales/ml, al menos 10" genomas virales/ml o al menos 10" genomas virales/ml, es un medio de cultivo
no concentrado En varias configuraciones, un cultivo de células puede producir un baculowrus a un titulo de aI
menos 10° unidades formadoras de placas (PFU)/ml, al menos 10" PFU/ml, al menos 10® PFU/mI, al menos 10°
PFU/ml o al menos 10" PFU/mI, en medio de cultivo no concentrado.

Las células de insectos que pueden utilizarse en diversas configuraciones de las presentes ensefianzas pueden ser
cualquier célula de insecto que pueda formarse en un cultivo in vitro. Tales células son bien conocidas por los
expertos en la técnica e incluyen, sin limitacion, las descritas en Kost, T.A., et al. Nature Biotechnology 23: 567 -
575, 2005, y las referencias citadas en el mismo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de varias realizaciones de las presentes ensefianzas y no pretenden limitar
el alcance de ninguna reivindicacion. Los expertos en la técnica reconoceran que son posibles muchas variaciones
que estan dentro del alcance de las presentes ensefanzas.

Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra la estructura y la construccion del plasmido pFB-CMV-DTA, un plasmido lanzadera pFastBac
(Invilrogen Corporation, Carlsbad, CA) que comprende un promotor CMV unido operativamente corriente arriba a
una secuencia de codificacion DT-A (figura 6).

Para construir este plasmido, un plasmido que contiene el gen DT-A (n°. de entrada GenBank X00703) se digirié con
endonucleasas de restriccion EcoRIl y BamHI para generar un fragmento que contenia una secuencia codificante de
DT-A con extremos pegajosos EcoRl y BamHI. Este fragmento se ligd con los sitios EcoRIl y BamHI del plasmido
pFB-AAV-CMV-SV40pA para crear pFB-CMV-DTA. Para insertar el intrén de la hormona de crecimiento humano en
el gen DT-A, se empleé un método de PCR. En primer lugar, la secuencia de union ascendente junto con la
secuencia 5-DT-A de los numeros de nucledtidos 1 a 103 se amplificaron usando el cebador directo 5'-

GATTATGATCACTAGTCGAG-3'(SEQ ID NO: 2)

GGGCGCTTACCTTTTTGAATGGAATCTACA-3" (SEQ ID NO: 3) (la fuente en negrita indica la secuencia de

intrén de la hormona del crecimiento humano). El intrén de la hormona del crecimiento humano se amplificé con el
cebador directo 5’-ATTCAAAAAGGTAAG(‘.GCCC(‘.TAAAATCCC&’(SEQ ID NO: 4)
indica la secuencia del intron de la hormona del crecimiento humano) y el cebador inverso 5'-

y el cebador inverso 5'-

(la fuente en negrita

TTTTGTATACCTGGGGAGAAACCAGAGGGC-3’ (SEQ ID NO: 5) (la letra cursiva indica el sitio de
restriccion para BstZ171; la negrita indica la secuencia del intrén de la hormona del crecimiento humano). Estos dos
fragmentos de PCR se unieron entonces a través de una segunda amplificacion por PCR con el primer cebador 5'-
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GATTATGATCACTAGTCGAG-3' (SEQ ID NO: 6) y el cebador inverso 5'-
TTTTGTATACCTGGGGAGAAACCAGAGGGC-3' SEQ ID NO: 7). El fragmento de PCR unido se digiri6 entonces
con las endoaucleasas de restriccion EcoRI y BstZ171 y se ligd a los sitios EcoRI y BstZ171 de pFB-CMV-DTA para
crear pFB-CMV-inDTA (hGH) (Figura 1, Fig. 7), y a los sitios EcoRl y BstZ171 de pFB-CMVtetO-DTA-p10-TetR para
crear pFB-CMVtetO-inDTA-10-TetR. El casete de expresion se verificd mediante andlisis de secuenciacion con ADN.

La secuencia de ADN del gen DT-A (n° de entrada GenBank X00703) utilizado en este ejemplo es:
gtgagcagaaaactgtitgegtcaatcttaataggggcgctactggggataggggccccaccttcageccatgeaggegctgatgatgttgt
tgattcttctaaatcttttgtgatggaaaactiticttegtaccacgggactaaacctggttatgtagaticcaticaaaaaggtatacaaaageca
aaatctggtacacaaggaaattatgacgatgattggaaagggttttatagtaccgacaataaatacgacgetgegggatactetgtagataat
gaaaacccgetetctggaaaagetggaggegigetcaaagtgacgtatccaggactgacgaaggttetcgeactaaaagiggataatgec
gaaactattaagaaagagttaggtitaagtctcactgaacegttgatgpagcaagtcggaacggaagagtttatcaaaaggttcggtpatgot
gettcgegtgtagtgcteagecticecttcgetgagpggagttctagegttgaatatattaataactgggaacaggcgaaagegttaagegta
gaactigagattaattitgaaacccgtggaaaacgiggccaagatgegatgtatgapgtatatggetcaagectgigeaggaaategigicag
gegatcagtaggtagetcattgtecatgeataaatettgattgggoatptcataaggpataaaactaagacaaagatagagtetttgaaagagea
tggecctatcaaaaataaaatgagegaaagteccaataaaacagratetgaggaaaaagetaaacaatacctagaagaatticatcaaacyg
gpcattagagcatectgaattgtcagaacttaaaaccgttactggoaccaatectgtattecgetgggpctaactatgeggegtggocagtaaac
gttgcgcaagttatcgatagegaaacagetgataatttggaaaagacaactgetgetetttcgatacttcctggtatcgptagegtaatgggca
ttgcagacggtgcegticaccacaatacagaagagatagtggcacaatcaatagetttategtctitaatggtigetcaagetaticecattggta
ggagagctagttgatattggtttcgetgcatataattttgtagagagtattatcaatitatttcaagtagttcataattcgtataategteccgegtat
tetcegggpgcataaaacgeaaccatttcttcatgacgggtatgetgtecagttggaacactgttigaagattcgataatccgaactggttticaag
gggapagigoocacgacataaaaatiactgetigaaaataccecgeticcaatcgegggtgicctactaccgactaticetggaaageigga
cgttaataagtccaagacteatatttccgtaaatggteggaaaataaggatgegtigeagagetatagacgetgatgtaacttittgtegeccta
aatctcctgtttatgtiggtaatggtatgcatgcgaatcttcacgtggeatitcacagaagcagetcggagaaaaticattctaatgaaatticgt
cggattecataggcgttettgogtaccagaaaacagtagatcacaccaaggttaattctaagetatcgetattttttgaaatcaaaagetga

(SEQ ID NO: 8).
La secuencia de codificacion de DT-A que comprende el intrén de hGH es como sigue:

ATGGGCGCTGATGATGTTGTTGATTICTTICTAAATCTTTITGTGATGGAAAACTTTICTT
CGTACCACGGGACTAAACCTGGTTATGTAGATTCCATTCAAAAAGgtaagegecectaaaate
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cectttggcacaatgtgtectgaggggagaggcagegacctgtagatgggacgggoocactaaccctcaggetttggpattctgaatgtga
gtatcgccatgtaageccagtatttggecaatctcagaaagetectggeteectggageatggaragagaaaaacaaacagetectggag
cagggagagtgctggecicttgetetccggetecctetgtigeectetggtitctecccagGTATACAAAAGCCAAAATCT
GGTACACAAGGAAATTATGACGATGATTGGAAAGGGTTTTATAGTACCGACAATAA
ATACGACGCTGCGGGATACTCTGTAGATAATGAAAACCCGCTCTCTGGAAAAGCTG
GAGGCGTOGOGTCAAAGTOGACGTATCCAGGACTGACGAAGGTTCTCGCACTAAAAGTG
GATAATGCCGAAACTATTAAGAAAGAGTTAGGTTTAAGTCTCACTGAACCGTTGAT
GGAGCAAGTCGGAACGGAAGAGTTTATCAAAAGGTTCGGTGATGGTGCTTCGCGTG
TAGTGCTCAGCCTTCCCTTCGCTGAGGGGAGTTCTAGCGTTGAATATATTAATAACT
GGGAACAGGCGAAAGCGTTAAGCGTAGAACTTGAGATTAATTTTGAAACCCGTGGA
AAACGTGGCCAAGATGCGATGTATGAGTATATGGCTCAAGCCTGTGCAGGAAATCG
TGTCAGGCGATGA (SEQ ID NO: 39).

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra la estructura y la construccion del plasmido pFB-CMVtetO-DTA-p10-TetR. Para construir pFB-
CMV1tetO-DTA-p10-TetR, se liberd un casete de expresion de TetR dirigido por p10 de un plasmido por digestion con
las endonucleasas de restriccion Hindlll y Avrll. El fragmento liberado se insert6 en los extremos pegajosos Hindlll y
Auvrll del pasmido pFB-CMV-DTA que habian sido digeridos con las endonucleasas de restriccion Hindlll y Avrll.

Ejemplo 3
Este ejemplo ilustra la intrones de mamifero para interrumpir los ORF del gen de la toxina.

Para generar los vectores de algunas realizaciones de las presentes ensefianzas, se inserto el intron de la hormona
del crecimiento humano (hGH) en el ORF de DT-A entre los nucleétidos 103 y 104 (la primera letra del codén de
inicio ATG se asigna como nucleétido N° 1). El intrén del antigeno T grande SV40 (SV40LT) se insertd en el ORF de
barnasa entre los nucleétidos 9 y 10. Se utilizaron como controles DT-A y ORF de barnasa sin interrupcion de intrén.
Todas las secuencias codificadoras de toxinas con o sin interrupcion de intrén se clonaron en el plasmido lanzadera
pFastBac y la representacion esquematica de las casetes de expresion se muestra en la FIG. 3.

La Figura 3 ilustra mapas genéticos y transcripcionales de baculovirus recombinantes representativos que llevan los
casetes de expresion de toxina flanqueados por ITR de AAV. Los vectores AAV se produjeron co-infectando células
de insecto con un segundo baculovirus recombinante que llevaba genes AAV rep y cap. Tras la introduccion de los
vectores baculovirales o AAV en una célula de mamifero, se forma ARNm de toxina madura mediante el empalme
de intrones y se traduce en proteina funcional para matar la célula. (a) gen DT-A insertado con el intron de hGH y
bajo control de diversos promotores especificos de tumores. Los nimeros por encima del mapa genético basado en
la secuencia de codificacion DT-A (no. de entrada del Genbank X00703) indican las posiciones de nucleétidos en las
que se inserta el intrén, (b) el gen Barnasa insertado con el intrén del antigeno SV40LT y fusionado en marco con el
gen GPP. Los numeros por encima del mapa genético se basan en la secuencia de codificacion de la barnasa (no.
de entrada del Genbank M14442), e indican las posiciones de nucleotidos donde se inserta el intron, (c) DT-A y
genes de barnasa sin insercion de intréon.

La secuencia detallada de la secuencia de codificacion de barnasa que comprende el intrén del antigeno SV40LT es
la siguiente.
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ATGGCACAGgtatttgettcttccttaaatectggtgtigatgcaatgtactgecaaacaatggectgagtgtgcaaagaaaatgtetget
aactgcatatgettgetgtgettactgaggatgaageatpaaaatagaaaattatacaggaaagatccacttgtgtgggttgattgetactgett
cgattgetttagaatgteptttpoacttgatetttgtgaaggaaccttactictgtggtotgacataattggacaaactacctacagagatttaaa
gctctaaggtaaatataaaattittaagtgtataatgtgttaaactactgattctaattgtitgtetatittagGTTATCAACACGTTTG
ACGGGGTTGCGOATTATCTTCAGACATATCATAAGCTACCTGATAATTACATTACAA
AATCAGAAGCACAAGCCCTCGGCTGGGTGGCATCAAAAGGGAACCTTGCAGACGTC
GCTCCGGGGAAAAGCATCGGCGGAGACATCTTCTCAAACAGGGAAGGCAAACTCC
AGOGOCAAAAGCGUOGACGAACATOGCOTOGAAGCGUGATATTAACTATACATCAGGCTTC
AGAAATTCAGACCGGATTCTTTACTCAAGCGACTGGCTGATTTACAAAACAACGGA
CCATTATCAGACCTTTACAAAAATCAGAATGGTGAGCAAGGGC (SEQ 1D NO: 40).

Fusionada con GFP, la secuencia afiadida es ~--GFP--- GAGCTGTACAAGTAA (SEQ ID NO: 41).
Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra la estructura y construccion del plasmido pFB-CMV-Bar-GPP que comprende un promotor de
CMV unido operativamente aguas arriba a una secuencia codificadora de barnasa fusionada en marco con la
secuencia codificante de la proteina fluorescente verde (GFP) (Figura 8).

Para construir pFB-CMV-Bar-GFP (FTG. 8), la secuencia de codificacion de barnasa (n° de entrada de GenBank
M14442) se amplificé a partir del plasmido pF1A-T7 (Promega, Madison WI) con el cebador directo

5'-CCCGAATTCGCCACCATGGCACAGGTTATCAAC-3' (SEQ IDNO: 9) (13 cyrsiva indica el
sitio de restriccion para EcoRl) y el cebador inverso 5'-

TGCTCACCATTCTGATTTTTGTAAAGGTCT-3' (SEQ ID NO: 10). |4 secuencia de codificacion de

GFP (N°. de entrada de GenBank U55762) se amplificé a partir del plasmido pFB-GFP con el cebador directo
S-CAAAAATCAGAATGGTGAGCAAGGGCGAGG-3' (SEQ ID NO: 11) y el cebador inverso

5’-GGGGGGTACCTCATTACTTGTACAGCTCGTCC-3" (SEQ ID NO: 12) (13 cursiva indica ef sitio de

restriccion para Kpnl). Se realizé una segunda ronda de PCR para fusionar la secuencia de codificacion de Barnasa
con la secuencia de codificacion de GFP usando el cebador directo 5’-

CCCGAATTCGCCACCATGGCACAGGTTATCAAC-3" (SEQ ID NO: 13) o) copador inverso

5*-GGGGGGTACCTCATTACTTGTACAGCTCGTCC-3 (SEQ ID NO: 14). ) fragmento de PCR fusionado

se digiri6 con endonucleasas de restriccion EcoRI y Kpnl y se ligo a los sitios EcoRI y Kpnl de pFB-CMV-inDTA
(hGH) para reemplazar la secuencia DT-A y crear pFB-CMV-Bar-GFP.

La secuencia de ADN de un gen de barnasa utilizado en este ejemplo (n°. de entrada de GenBank M14442) es:
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ctggaaaacgtcacattgeticcgeatatcgggtcageaacggctaaaalccgettgaatatgticacacaagecgelcaaaacatgattgac
geegtatacggaagaac gecgaaaaaccttactaageaatttcaataagaagaaaaatcecggttggttcageegggatttatttttc getag
ataaaaagtactatttttaaattctitctattcettictitcgtigetgatacaatgaaaaggaatcageticacatgatgaaaatggeagatattget
ttgaadaaacgattatcgtggatttcegtitgtttactggtecttgtctecgeggeggegatgetgtiticaacagetgecaaaacggaaacate
ttctcacaaggeacacacagaageacaggttatcaacacgtttgacggoottgegoattatcticagacatatcataagetacctgataattac
attacaaaatcagaagcacaagcccteggetggptggcalcaaaagggaacctigecagacgicgetecggggaaaageateggeggag
acatcttctcaaacagggaaggcaaactcccgggraaaageggacgaacatggegtgaageggatattaactatacatcaggettcagaa
attcagaccggattctttactcaagegactggctgatttacaaaacaacggaccattatcagacctttacaaaaatcagataacgaaaaaaac
ggcticectgeggaggecgtitttttcagetitacataaagigtgtaataaattiticttcaaactctgateggteaatttcacttt (SEQ 1D
NO: 135).

La secuencia de ADN de un gen GFP usado en este ejemplo es:
tagttattaatagiaatcaattacggggtcattagticatageccatatatggagticcgegitacataacttacggtaaatggeccgectggcetg
accgeccaacgacceccgeccattgacgteaataatgacgtatgtteccatagtaacgecaatagggactttccattgacgteaatggptog
agtatttacggtaaactgeccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgecaagtacgeeecctattgacgtcaatgacggtaaatggecceg
cetggeattatgeccagtacatgacettatgggactticetacttggeagtacatetacgtattagtcategetattaccatggtgatgegotttte
geagtacatcaatgggegtggatageggtttgactcacgggoatttccaagtetecaccecattgacgteaatgggagtttgttttggcacca
aaatcaacgggactitccaaaatgicgtaacaactccgecccatigacgcaaatggpceggtaggcegigtacggigggaggtctatataage
agagctpptttagtgaaccgtcagatecgctagegetaccggacteagatctegagetcaagettegaattetgeagtegacggtacegeg
ggeccgggatecaccggtcgecaceatggtgageaagggegaggagetgticaceggggtggigeccatectggiegagetggacgg
cgacgtaaacggecacaagttcagegtgtccggegaggocgaggocgatpecacctacggeaagetgacectgaagticatetgeace
accggeaagetgeccgtgecctggeccaccetegtgaccacectgacctacggegtgcagtgcttcagecgetaceecgaccacatgaa
geagceacgacticticaagtcegecatgeccgaaggctacgiccaggagegeaccateficticaaggacgacggcaactacaagacccg
cgecgaggetgaagttcgaggpcgacaccetggtgaaccgcategagetgaagggcategacttcaaggaggacggcaacatectggg
gcacaagetggagtacaactacaacagecacaacgtetatatcatggecgacaageagaagaacggeatcaaggtgaacttcaagatee
gecacaacatcgaggacgpeagegtgcagetcgecgaccactaccageagaacacccecatcggegacggeceegtgetgetgeceg
acaaccactacctgageacccagtccgecctgageaaagaccccaacgagaagegegatcacatggtectgetggagttegtgacegec

geegggatcacictcggeatggacgagetgtacaagtaaageggecgegacictagatcataatcagecataccacattigtagaggttita
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cttgctttaaaaaacctcecacaccteccectgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagettataatgotta
caaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttitttcactgcattctagtigtggtttgtccaaactcatcaatgtatettaagge
gtaaattgtaagcgttaatattitgttaaaaticgegttaaattittgttaaatcageteattttttaaccaataggecgaaateggceaaaatecctta
taaatcaaaagaatagaccgagataggottgagtgttgttccagtttggaacaagagtecactattanagaacgtggacteccaacgtcaaag
ggcgaaaaaccgictatcagggegatggeccactacgigaaccatcacectaatcaagtittitggeetcgaggtpccgtaaageactaaat
cggaaccctaaaggrageccecgatttagagetigacgguoaaagecggegaacgigocgagaaaggaaggoaagaaageganay
sagcgpocgctaggocgetggcaagtgtagegotcacgetgegegtaaccaccacacccgecgegettaatgegecgetacaggoey
cgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgeggaaccectatttgttatittictaaatacattcaaatatgtatcegetcatgagacaataac
cetgataaatgettcaataatattgaaaaagpaagagtectgagoegpaaagaaccagetgtggaatgtptotcagttaggototogaaagt
ccecaggctecccagcaggcagaaglatgcaaageatgcaltetcaattagtcageaaccaggtgtggaaagtceccaggetccccagea
ggcagaagtatgcaaageatgcatctcaattagtcagcaaccatagteccgeccctaactecgeccatcccgecectaactecgeccagtt
ccgeccattctecgecccatggetgactaatttittttatttatgcagagpecgaggecgecteggectetgagetattccagaagtagtgage
aggcttitttggagecctaggcttitgcaaagategatcaagagacaggatgaggategtitcgcatgattgaacaagatggattgecacgca
ggtteteeggecgettggotppagapoctaticggotatgactggpeacaacagacaateggetgetctgatgecgeegtgttceggetyt
cagcgcagggpepcceggtictttttgtcaagacegacetgtecggtgecetgaatgaactgeaagacgaggeagegeggctategtggoe
tggccacgacgggegticettgegeagetgtgetegacgtigicactgaagegggaagggactggetgetatigggegaagigeegggg
caggatctectgtcatctcaccttgetectgecgagaaagtatecatcatggetgatgeaatgeggeggetgcatacgettgatccggetace
tgcecaticgaccaccaagegaaacatcgeategagegageacgtacicggatggaagecggtetigtcgatcaggatgatcetggacgaa
gageatcagggeoctegegecagecgaactgttcgecaggetcaaggegageatgeccgacggegagpatetegtegtgaceeatggeg
atgcctgettgccgaatatcatggtepaaaatgpecgcttttctggattcatcgactgtgoecggetggptetgpcgpaccgetatcaggac
atagcgttggetaccegtgatattgetgaagagettggegecgaatgggctgaccgettectegtgctitacggtatcgeegetecegatteg
cagcgcatcgecttetatcgecttettgacgagticttctgagegpgactetgggpttcgaaatgaccgaccaagegacgeccaacctgeca
tcacgagatttcgattccaccgecgecttctatgaaaggttgoocttcggaategtittcegggacgecggotggatgatectecagegegg
ggatcicatgetggaglicticgeocaccelagggggaggctaactgaaacacggaaggagacaataccggaaggaaccegegetatga
cggcaataaaaagacagaataaaacgeacggtgttgpetegtttgttcataaacgegggpttegpteccagggetggeactetgtegatac
cceaccgagaccccattggggecaatacgeecgegtticttecttticcccaceccaccccccaagitegggigaaggcocagggctcge
agccaacgtegegecggeagecceigecatagectcaggttactcatatatactttagattgatitaaaacticatttitaatttanaaggateta
ggtgaagatecttittgataatcteatgaccaaaateccttaacgtgagttttcgticeactgagegteagacceecgtagaaaagatcaaagga
tettettgagatecttittttctgegegtaatetgetgettgeaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggttigtttgccggatcaagageta
ccaactctttttocegaaggtaactggeticageagagegeagataccaaatactgtecttetagtgtagecgtagttaggecaccacttcaaga
actctgtageaccgectacatacctegetetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtettaceggattggacte
aagacgatagttaccggataaggcegeageggtcggpctgaacgggpegttcgtgcacacageccagettggagegaacgacctacace
gaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgetteccgaaggpagaaaggcggacaggtatecggtaagegecagg

gicggaacaggagagegcacgagggageticcagggggaaacgeciggtatetitatagtcetgicgggtitcgecaccicigactigage
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gtegatttttgtgatgetegtcaggogeocggagectatggaaaaacgecageaacgeggectttttacggttectggecttttgetggecttt
tgctcacatgttetttectgegttatccectgattetgtggataacegtattaccgecatgeat (SEQ 1D NO: 16).
Ejemplo 5

Este ejemplo ilustra la estructura y construccion del plasmido pFB-CMV-inBar (SV40)-GFP, que comprende un
promotor de CMV unido operativamente de forma ascendente a una secuencia codificante de barnasa que tiene un
intron de antigeno T grande SV40 (SV40) insertado y que esta fusionado en marco con una secuencia codificante de
GFP (Figura 9).

Para insertar el intron del antigeno T grande de SV4 en la barnasa y construir pFB-CMV-inbar (SV40)-GFP (FIG. 9),
se empled un método de PCR. La porcion 5' de la secuencia codificadora de la barnasa junto con un intron de
antigeno T4 de gran tamafio de SV40 de cadena completa se amplifico por PCR a partir de un plasmido SV40
(pPUCSV40-B2E, ATCC, Manassas, VA) con cebador directo 5'-

CCCCGAATTCGCCACCATGGCACAGGTATTTGCTTCTTCCTTAAA-3"(SEQ ID NO: 17) (el tipo de letra en
cursiva indica el sitio de restriccion de EcoRI, la tipografia en negrita indica la secuencia de intron del antigeno T

grande de SV40) y el cebador inverso 5'

TGTTGATAACCTAAAATACACAAACAATTA-3 (SEQ ID NO: 18) (la fuente en negrita indica la secuencia

del intrén del antigeno T grande del SV40). La porcién 3' de la secuencia codificante de la barnasa junto con la
secuencia codificante de GFP se amplificd por PCR con el cebador directo 5'-

TGTATTTTAGGTTATCAACACGTTTGACGG-3"(SEQ ID NO: 19) (la fuente en negrita indica la secuencia
del intron del antigeno T grande del SV40), y el cebador inverso 5'-

GGGGGGTACCTCATTACTTGTACAGCTCGTCC-3"5EqQ 1D NO: 20) con pFB-CMV-Bar-GFP como plantilla.
Una segunda PCR se llevo a cabo para unir estos dos fragmentos de PCR junto con el cebador directo 5'-

inverso 5‘-GGGGGGTACCTCATTACTTGTACAGCTCGTCC-;‘(SEQ ID NO: 22)_ El fragmento de PCR

unido se digiri6é con las endonucleasas de restriccion EcoRI y Kpnl y se ligé a los sitios EcoRI y Kpnl de pFB-CMV-
inDTA (hGH) para reemplazar la secuencia de DTA y crear pFB-CMV-inBar(SV40)-GFP.

Ejemplo 6

Este ejemplo ilustra la estructura y la construccion del pasmido pFB-hTERT-inDTA (hGH) que comprende un
promotor de la transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTERT) operativamente unido en sentido ascendente
a una secuencia codificante de DT-A con un intrén de la hormona del crecimiento humano insertado (FIG. 10).

Para construir pFB-hTERT-inDTA (hGH) (FIG. 10), se amplifico hTERT utilizando PCR a partir de ADN genémico
purificado de células HEK293 de rifiédn embrionario humano con cebador directo

5°-GCGCACGCGTATCATCAGCTTTTCAAAGAC-3’ (SEQ ID NO: 23) (g tipo de letra en cursiva indica
sitio de restriccion para Miul) y el cebador inverso 5'-

CGCGACCGGTCGCTGCCTGAAACTCGCGCC-3" (SEQ ID NO: 24) (110 e tetra on cursiva indica el

sitio de restriccion para Agel). El fragmento de PCR se digirid con Miul y Agel y se ligé a los sitios Miul y Agel de
pFB-CMV-inDTA (hGH) para crear pFB-hTERT-inDTA (hGH).

Ejemplo 7

Este ejemplo ilustra la estructura y construccion del plasmido pFB-hTERT-GFP (hGH) que comprende un promotor
de la transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTERT) unido operativamente corriente arriba a una secuencia
codificante de la proteina fluorescente verde (GFP) (Fig. 11).

Para construir pFB-hTERT-GFP, se digiri6 pFB-CMV-GFP con endonucleasas de restriccion Kpnl y Agel para
eliminar el promotor de CMV, y pFB-hTERT-inDTA (hGH) también se digirié con las mismas enzimas de restriccion
para liberar un fragmento que comprendia el promotor hTERT. Este fragmento se ligé en el pFB-CMV-GFP digerido
(sin el promotor CMB) para generar pFB-hTERT-GFPs.

Ejemplo 8
Este ejemplo ilustra la produccién de baculovirus recombinantes.

En estos experimentos, las secuencias codificadoras de toxina con o sin interrupcion de intrén se clonaron en el
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plasmido lanzadera pFastBac como se describe en el Ejemplo 3. La representacion esquematica de los casetes de
expresion se muestra en la FIG. 3. Los plasmidos de pFastBac resultantes se usaron para transformar bacterias
competentes de DH10Bac, y se prepararon ADN de bacmido de colonias blancas. Los ADN de bacmido se usaron
para producir baculovirus recombinantes como se ha descrito anteriormente. Los resultados, como se ilustran en la
FIG. 12, muestran que no se podria generar ningun baculovirus recombinante a partir de los ADNs bacmidicos que
contenian los ORF de DT-A o barnasa sin insercion de intrones, mientras que se generaron niveles normales de
baculovirus recombinantes y se amplificaron a partir de los ADN bacmidicos que contenian ORF de DT-A o barnasa
interrumpido por los intrones de mamiferos. La falta de generacion de baculovirus recombinante con ADN bacmido
que contenia los genes de toxina sin interrupcion de intrén demuestra que DT-A o barnasa es letal para las células
de insecto aunque los genes de la toxina estén bajo el control del promotor CMV (no un promotor de insectos). Por
otra parte, la generacion y amplificacion satisfactoria de baculovirus recombinantes a partir de ADN bacmidicos que
contienen genes de toxina interrumpidos por intrén indican que tanto los intrones de hGH como de SV40LT no se
empalmaron en células de insectos y por lo tanto que no se produjeron toxinas debido a la interrupcion de los ORF
de DT-A y bamasa.

La Fig. 12 muestra la generacion de baculovirus recombinantes en células Sf9 por transfeccién con ADN Bacmido (A
& C) y la amplificacion de los baculovirus recombinantes en células Sf9 por infeccion (B & D)

En estos experimentos, los titulos de baculovirus se determinaron a partir de sobrenadantes cosechados 4 dias
después de la transfeccion o 3 dias después de la amplificacion. CMV-inDTA (hGH), baculovirus recombinante que
alberga una secuencia codificante de DT-A que comprende el intron de la hormona de crecimiento humano (hGH)
bajo control del promotor CMV; CMV-GFP, baculovirus recombinante que alberga la secuencia codificante de GFP
bajo el control del promotor CMV; CMV-Bar-GFP, baculovirus recombinante que aloja una secuencia de codificacion
de barnasa fusionada en marco con GFP; CMV-inBar (SV40)-GFP, baculovirus recombinante que alberga una
secuencia codificadora de Barnasa que comprende el intrdn del antigeno T grande de SV40 y se fusiona en marco
con la secuencia codificante de GFP; CMV-inDTA (hGH), baculovirus recombinante que alberga una secuencia
codificante de DT-A que comprende el intrén de la hormona de crecimiento humano (hGH) bajo control del promotor
de CMV; CMV-GFP, baculovirus recombinante que alberga la secuencia codificante de GFP bajo control del
promotor de CMV; CMV-Bar-GFP, baculovirus recombinante que aloja una secuencia de codificacion de barnasa
fusionada en marco con GFP; CMV-inBar (SV40)-GFP, baculovirus recombinante que alberga una secuencia de
codificacién de Barnasa que comprende el intron del antigeno T grande de SV40 y se fusiona en marco con la
secuencia codificante de GFP. Observese que la produccion de baculovirus recombinantes en células de insecto a
titulos de aproxmadamente 44 x 10° pfu/ml después de la transfeccion con CMV-inBaR (SV40)-GFP, o
aproximadamente 9 x 107 pfu/ml tras la transfeccion con pCMV-inDTA (hGH) y la producciéon de baculovirus
recombinantes en células de insecto a titulos de aproxmadamente 6,1 x 10° pfu/ml después de la infeccién con
CMB-inBar (SV40)-GFP, o aproximadamente 1,2 x 10° pfu/ml después de la infeccién con CMV-inDTA (hGH) o
CMV-GFP.

Ejemplo 9

Este ejemplo, ilustrado en la FIG. 2, demuestra la generacion de baculovirus recombinantes que llevan una
secuencia codificante de DT-A que comprende un intrén.

En estos experimentos, se generaron baculovirus recombinantes de acuerdo con los protocolos del fabricante
(Invitrogen). Brevemente, los plasmidos se diluyeron respectivamente en 1 ng/ul en tampén TE y se transformaron 2
Ml de cada plasmido diluido en bacterias competentes para DH10Bac. Después de 48 horas de incubacion, se
recogieron colonias blancas y se prepararon ADN de Bacmido de miniprep. Los ADN de Bacmid de miniprep fueron
transfectados respectivamente en células Sf9 durante 4 dias. El efecto de la citopatia (CPE) se observo para células
Sf9 transfectadas con bacmidos que portaban el gen DT-A que comprendia el intrén, mientras que no se observo
CPE para células Sf9 transfectadas con bacmidos que portaban el gen DT-A independientemente de si el casete de
expresion represor Tet estaba presente o no. Estos resultados indican que cualquier célula transfectada con el
Bacmido que porta el gen téxico de DT-A se destruyd y no se generd baculovirus recombinante y no se observé
CPE. Los sobrenadantes de todas las células Sf9 transfectadas se cosecharon como disoluciones madre de
baculovirus y los titulos de los baculovirus se determinaron con un método cuantitativo de PCR en tiempo real
utilizando los cebadores correspondientes al gen gp64 de baculovirus. Se amplificaron los baculovirus
recombinantes de los que mostraban CPE aparente y se determinaron los titulos. Para determinar el titulo, los
baculovirus recombinantes se diluyeron respectivamente en tampén 2x TE y se calentaron a 95°C durante 30 min
para romper las particulas virales y liberar las moléculas de ADN virico. Después de enfriar hasta temperatura
ambiente, las muestras de baculovirus se diluyeron con tampon de dilucion QPCR y se ensayaron con el método
QPCR con el cebador directo 5- CCCTCTGTGTACTTGGCTCTAACG-3' (SEQ ID NO: 25) y el cebador inverso 5'-
CGGTGAAACGCAAAGTCGAGCACCG-3' (SEQ ID NO: 26). Los titulos QPCR (copias del genoma/ml) se
convirtieron en unidades formadoras de placa (pfu/ml) dividiendo con un factor de 20 (determinado empiricamente).
Los titulos de baculovirus se muestran en la Tabla 1 siguiente, y la FIG. 12. Los resultados demuestran que se
pueden generar baculovirus recombinantes que portan el gen DT-A que comprende el intron de la hormona del
crecimiento humano o el gen de Barnasa que comprende el intréon de antigeno T grande de SV40 para altos titulos,
mientras que no se generd baculovirus recombinante a partir de bacmidos que portaban el gen DT-A o el gen de
Bamasa sin una insercion del intron. La generacion y amplificacion satisfactoria de baculovirus recombinantes que
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contienen ORFs de toxina interrumpida por intrones indican que los intrones de mamiferos no se empalmaban en
células de insectos.

Aunque no es un promotor de insecto, el promotor CMV tiene cierta actividad en células de insecto y es capaz de
conducir un nivel bajo de expresion de hemaglutinina (He, F, et al., BMC Microbiol 8:238, 2008). Este bajo nivel de
actividad promotora podria impulsar alguna expresion basal de DT-A, que mataria a cualquier célula de insecto que
expresara la toxina. Ningun baculovirus recombinante podria ser producido a partir de ADN de bacmido que contiene
el ORF de DT-A flanqueado con sitios loxP en una direccién antisentido al promotor de CMV, indicando que incluso
la secuencia similar a TATA del promotor criptico del sitio loxP fue capaz de conducir cantidades traza de la
expresion de DT-A que pueden matar a las células del insecto. Se observd el mismo fendbmeno para el gen de
barnasa, en el que los baculovirus recombinantes podrian ser generados solamente cuando su ORF fuera
interrumpido por el intrén del antigeno SV40LT (FIG. 12C), lo que indica que barnasa es también toxico para las
células de insectos. Por otra parte, la generacion exitosa de baculovirus recombinantes que albergan los genes de
DT-A interrumpidos con intrén o de barnasa-GFP indica que los intrones de antigeno de hGH y SV40LT no se
empalmaron en las células de insecto y la expresién de DT-A y barnasa-GFP se suprimia totalmente por esta
interrupcion del intrén.

Tabla 1. Los titulos de baculovirus recombinantes determinados por el método QPCR

Muestra | Descripcion Titulo
(pfu/ml)
1 Control negativo, sobrenadante recogido del cultivo de células Sf9 1,3E+5
2 Bac-CMV-DTA, sobrenadante recogido 4 dias después de la transfeccion 1.9E+5
3 Bac-CMVtetO-DTA-p10-TetR, sobrenadante recogido 4 dias después de la transfeccion 8,3E+4
4 Bac-CMV-inDTA, sobrenadante recogido 4 dias después de la transfeccion 9,5E+7
5 Bac-CMVtetO-inDTA-p10-TetR, sobrenadante recogido 4 dias después de la transfeccion | 1,1E+8
6 Bac-CMV-inDTA, sobrenadante recogido después de una ronda de amplificacion 1,2E+9
7 Bac-CMVtetO-inDTA-p10-TetR, el sobrenadante se recogié después de una ronda de | 9.7E+8
amplificacion
8 Bac-CMV-GFP (control), una ronda de amplificacion 1.2E+9
Ejemplo 10

Este ejemplo ilustra el empalme de los intrones de los ORF de la toxina llevados por baculovirus recombinantes y la
expresion de las proteinas de la toxina en células de mamiferos.

Con el fin de determinar si los intrones insertados en los ORF de la toxina podrian ser empalmados en células de
mamiferos, baculovirus recombinantes que albergan los genes de DT-A intrén-interrumpido o bamasa se utilizaron
para transducir en células HEK293. La morfologia celular fue examinada y fotografiada 2 dias después de la
transduccion.

En estos experimentos, se cultivaron células HEK 293 humanas en medio DMEM suplementado con FBS al 10% y
100 unidades/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (invitrogen, Carlsbad, CA) hasta confluencia. Las
células fueron luego tripsinizadas y plaqueadas, en placas de 24 pocillos a 1,5e+5 célula/pocillo en el medio que
contenia suero. Después de crecer durante la noche, el medio se retird y se reemplazé con 250 ul de medio mas
250 pl de baculovirus recombinante 0 400 ul de medio mas 100 pl de baculovirus recombinante. Un control negativo
se realizé de la misma forma excepto que se usaron medios de cultivo de células Sf9.

La figura 13 presenta mapas genéticos y transcripcionales de baculovirus recombinantes representativos que portan
un gen DT-A que comprende un intrén de la hormona del crecimiento humano, y un gen de barnasa que comprende
un intrén del T-antigeno grande de SV40 y fusionado en marco con GFP. Tras la introduccidon en una célula de
mamifero, se forma ARNm de DT-A maduro o ARNm de Bar-GFP a través del empalme del intrén y se traduce en
proteina DT-A o Barnasa completamente funcional para matar la célula. Los nimeros por encima de los mapas
genéticos basados en las secuencias de codificacion de DT-A y Barnase indican las posiciones de nucleétidos
donde los intrones fueron insertados.

En estos experimentos, después de la introduccion de un gen de barnasa que comprende un intron en células de
mamifero y la incubacion durante otros 3 dias, las células se examinaron bajo el microscopio y se registré6 CPE de
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las células. Los resultados se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 14. La figura 14 ilustra los efectos mortales en
células de mamifero (rifidn embrionario humano HBK293) por transduccion con baculovirus recombinantes que
albergaban genes téxicos durante 48 horas. A, B y C: campos representativos fotografiados con una lente objetivo
20x bajo iluminacion de campo brillante usando una fuente de luz de tungsteno. D: Mismo campo que en C, obtenido
una imagen por iluminacion de fluorescencia usando una combinacién de filtros con longitudes de onda de
excitacion y transmision adecuadas para la fluorescencia GFP. A, Bac-CMV-inDTA (hGH); B, Bac-CMV-inBar (SV40)
-GFP; C, Bac-CMV-GFP; D, la misma imagen que C que muestra la expresion de GFP. Los resultados en la FIG. 14
muestran que los baculovirus recombinantes que portaban genes de DT-A o de barnasa interrumpidos por intrones
causaban la fragmentacion de células HEK293, un signo tipico de células sometidas a apoptosis, mientras que los
baculovirus recombinantes que portaban el gen GFP no causaron esta fragmentacion. En las células 293
transducidas con baculovirus que portaban Bar-GFP, se observd una expresion de GFP muy débil (datos no
mostrados). Ya sea transducido por 100 pl o 250 pl de los baculovirus recombinantes que portaban el gen DT-A que
comprendia el intrén de hGH o un gen de barnasa que comprendia un intron del antigeno T grande de SV4, la
mayoria de las células HEK 293 se redondearon y se separaron sueltamente, mostrando una fuerte CPE, mientras
que todas las células HEK 293 transducidas con baculovirus recombinante que portaban GFP no mostraron ningun
signo de CPE y estuvieron creciendo tanto como el control negativo. Estos resultados demuestran que en células
HEK293 de mamifero, los intrones (intron de hGH o intrén de T-antigeno grande de SV40) se dividieron y se
formaron ARNm de DT-A o ARNm de barnasa-GFP y se tradujeron, de manera que las células huésped expresaron
las proteinas de fusion DT-A o Barnasa-GFP, destruyendo asi las células HEK293 huésped.

Tabla 2. Expresion de DT-A en células HEK293 humanas a través de la transduccién de baculovirus

Muestra Descripcion Volumen afadido (pl) CPE observada
1 medio ESF921 100 -

2 medio ESF921 250 -

3 Baculovirus Bac-CMV-GFP 100 -

4 Baculovirus Bac-CMV-GFP 250 -

5 Baculovirus Bac-CMV-inDTA 100 +H++

6 Baculovirus Bac-CMV-inDTA 250 e

7 Baculovirus Bac-CMVtetO-inDTA-10-TetR 100 +H++

8 Baculovirus Bac-CMVtetO-inDTA-p10-TetR 250 ++++

Ejemplo 11

Este ejemplo ilustra la produccion de vectores de AAV que albergan los ORF de toxina en células de insecto.

En estos experimentos, la produccion de vectores de AAV que llevan el gen DT-A que comprende el intrén de la
hormona del crecimiento humano o el gen de Barnasa que comprende el intrén del antigeno T grande del SV40, y
fusionado en marco con el gen GFP en células de insecto (figura 15, figura 16). La figura 15 ilustra un método para
producir vectores de AAV que llevan un gen DT-A que comprende el intrén de la hormona del crecimiento humano o
el gen de la barnasa que comprende el intron del T-antigeno grande de SV40 y fusionado en marco con el gen GFP
en células de insecto que llevan un transgén AAV integrado de forma estable. La figura 16 ilustra mapas genéticos y
transcripcionales de vectores AAV representativos que portan un gen DT-A que comprende un intrén de la hormona
del crecimiento humano o un gen de Barnasa que comprende un intrén de antigeno T grande de SV40 y fusionado
en marco con el gen GFP. Los niumeros por encima de los mapas genéticos basados en la secuencia codificante de
DT-A y la secuencia de codificacion de Barnasa indican las posiciones de nucleétidos en las que se insertaron los
intrones.

La produccion del vector AAV se realizé en células Sf9 con los baculovirus recombinantes que albergaban los ORF
de toxina interrumpida por intrén. Se utilizaron los baculovirus recombinantes para co-infectar células Sf9 con un
segundo baculovirus recombinante que expresaba los genes Rep y Cap de AAV durante 3 dias y se purificaron los
vectores de AAV y se titularon. Los resultados en las Tablas 3 y 4 muestran que se produjeron rendimientos muy
similares de vectores de AAV que portaban los ORF de la toxina interrumpida por intréon, en comparacién con los
vectores de AAV que portaban soélo el gen GFP.

En estos experimentos, las células Sf9 se cultivaron, hasta aproximadamente 1E+9 células/ml de medio ESF921
(Expression Systems, CA) suplementado con 100 unidades/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina. Las
células se diluyeron 1:1 después con medios frescos y se infectaron con 10 moi de Bac-RepCap9 y 5moi de Bac-
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CMV-inDTA o Bac-CMVtetOinDTA-p10-TetR durante 3 dias. Los granulos de células se cosecharon por
centrifugacion a 2000 rpm durante 10 min y se lisaron en tampoén de lisis de Sf9 (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, MgCl,
2mM, 1% de sarkosilo, 1% de tritén X-100, 125 unidades/ml de benzonasa). EI ADN celular se digirié por incubacién
a 37°C durante 60 min. Los lisados celulares se eliminaron por centrifugacion a 8000 rpm durante 30 min y se
cargaron en tubos de centrifuga SW28 que contenian 5 ml de 1,55 g/cc, y 10 ml de 1,32 g/cc de soluciones de CsCl.
Después de la centrifugacion a 28.000 rpm durante aproximadamente 16 horas a 15°C, se recogi6 la fraccion que
contenia rAAV perforando el tubo de centrifuga usando una aguja de jeringa y se sometié a una segunda ronda de
ultracentrifugacion de CsCI. La fraccion que contenia rAAV se recogié de nuevo perforando el tubo de centrifugacion
usando una aguja de jeringa y se dializé en tampon PBS para eliminar las sales y los detergentes. Los titulos
vectoriales se determinaron por ensayo cuantitativo de PCR en tiempo real de acuerdo con el protocolo del
fabricante (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los resultados, presentados en la Tabla 3 y en la Tabla 4,
muestran que se pueden producir altos titulos de vectores de AAV portadores del gen DT-A toxico en células Sf9
usando el baculovirus recombinante que porta el gen DT-A que comprende un intréon con o sin supresion de tet, lo
que indica que la inserciéon de un intrdn es necesaria para la produccion del vector AAV.

Tabla 3. Produccion de vectores de AAV que llevan el gen DT-A

Muestra | Descripcion Rendimiento total (vg/litro cultivo) Rendimiento relativo (%)
1 AAV9 - CMV - GFP (vector de control) 6,63E+14 100

2 AAV9 - CMV -inDTA (hGH) 7,53E+14 114

3 AAV9 - CMVtetO - inDTA 5.32E+14 80

Tabla 4. Produccion de vectores AAV9 y AAV2 portadores del gen de DT-A que comprende el intrén de la hormona
del crecimiento humano o el gen de Barnasa que comprende el intron del T-antigeno grande de SV40

Muestra Descripcion Rendimiento total (vg/litro cultivo)
1 AAV9-CMV-GFP (vector de control) 6,63 E+14
2 AAV9-CMV-inDTA 7,53 E+14
3 AAV2-CMV-GFP (hGH) (vector de control) 1,15 E+15
4 AAV2-CMV-inDTA (hGH) 1,15E+15
5 AAV2-CMV-inBar(SV40)-GFP 6,58E+14
6 AAV2-hTERT-inDTA(hGH) 9,30E+14

Estos resultados confirman que los intrones de mamiferos no eran funcionales en células de insecto, lo que dio
como resultado la produccién exitosa de vectores AAV que llevan los ORFs de toxina interrumpidos por intrén.
Ademas, tanto los vectores AAV2 como AAV9 fueron producidos con rendimientos similares, lo que indica que esta
produccion del vector de AA V fue universal y no especifica del serotipo.

Ejemplo 12
Este ejemplo ilustra la muerte no especifica por vectores AAV que contienen DT-A bajo control del promotor CMV.

Puesto que los baculovirus recombinantes que albergan los genes de la toxina interrumpida por intron fueron
capaces de matar las células mamiferas mediante la transduccion, los inventores examinaron si los vectores AAV
que albergan los genes de la toxina también podrian ejercer el efecto de matanza en las células HEK293. Para
probar esta posibilidad, las células HEK293 se sembraron en placas de 24 pocillos durante la noche y se
transdujeron con los vectores AAV2 y AAV9. Los resultados muestran que tras la transduccion durante 48 horas, las
células HEK293 transducidas con vectores AAV2 o AAV9 portadores de DTA o el gen de barnasa mostraron una
morfologia celular fragmentada, un fenédmeno tipico de células sometidas a apoptosis. En contraste, no hubo ningun
signo de apoptosis en las células transducidas con AAV2 o 9 vectores portadores del gen GFP (datos no
mostrados). Estos resultados demuestran que los intrones fueron empalmados de las secuencias codificantes de la
toxina para formar los ARNm maduros y los ARNm se tradujeron en proteinas de toxina que mataron las células
HEK293. Puesto que AAV2 exhibe una eficacia de transduccion in vitro mucho mejor que AAV9, se eligidé para
posteriores experimentos in vitro. Se realizdé un ensayo de proliferacion celular sobre células HEK293 para confirmar
adicionalmente el efecto de eliminacion de células y los resultados se muestran en la FIG. 17a. Las células HEK293
transducidas con AAV2-CMV-inDTA (hGH) se inhibieron sin signos de crecimiento, mientras que las células
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transducidas con AAV2-CMV-GFP crecieron, asi como las no tratadas. Ademas, se realizdé un ensayo de viabilidad
celular para verificar la citotoxicidad de AAV2-CMV-inDTA (hGH) en células Hep3B. Los resultados se muestran en
la fig. 17b. Se observd una buena curva dosis-respuesta. Con la disminucion de los vectores AAV2 que llevaban
DTA, la viabilidad celular aumentd, mientras que esencialmente no hubo cambios en la viabilidad celular para las
células tratadas con AAV2-CMV-GFP.

La figura 17 llustra el efecto de la muerte de AAV2-CMV-inDTA (hGH) en células de mamifero. (a) Proliferacion de
células 293 transducidas con vectores AAV2. Las células (1,5E+5 células/pocillo) se sembraron en una placa de 24
pocillos durante la noche y se transdujeron con AAV2-CMV-inDTA (hGH) o AAV2-CMV-GFP. Los numeros de
células se contaron en diferentes puntos de tiempo. Cuando alcanzaron la confluencia, las células se dividieron en
areas de cultivo mas grandes y se dejaron crecer. (b) La viabilidad de las células Hep3B transducidas con vectores
AAV2. Se sembraron células Hep3B (3.2E+4 células/pocillo) en una placa de 96 pocillos durante la noche y se
transdujeron con una dilucién en serie de 4 veces de AAV2-CMV-GFP o AAV2-CMV-inDTA (hGH). La viabilidad
celular se determino con el Kit de ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter Glo (Promega).

La figura 18 ilustra los efectos de muerte en células HEK293 humanas por transduccién con vectores de AAV que
albergan genes toxicos durante 48 horas. Las imagenes fueron fotografiadas con una lente 20x bajo iluminacion de
tungsteno (A, B y C) o iluminacion fluorescente (D). A, AAV2-CMV-inDTA (hGH); B, AAV2-CMV-inBar(SV40)-GFP;
C, AAV2-CMV-GFP; D, la misma imagen que C que muestra la expresion de GFP.

En estos experimentos, las células HEK 293 que albergan un AAV con CMV-inDTA (hGH) o CMV-inBar(SV40)-GFP
se redondearon y se despegaron sueltamente, mostrando un CPE pesado. Sin embargo, todas las células HEK.293
transducidas con baculovirus recombinante portador de GFP no mostraron ningun signo de CPE, y estuvieron
creciendo, asi como el control negativo. Estos resultados demuestran que en estas células de mamifero, los intrones
(intrén de hGH o intrén de antigeno T de SV40 grande) se cortaron y se formaron y tradujeron el ARNm de DT-A o el
ARNm de barnasa-GFP vy las células huésped expresaron DT-A funcional o Barnasa-GFP-proteinas de fusion,
matando asi las células HEK293 huésped.

Ejemplo 13

Este ejemplo ilustra la produccién de un vector de AAV que comprende el gen DT-A con el marco de lectura
interrumpido con un intrén, bajo las secuencias del potenciador de AFP control y del promotor.

En estos experimentos, las secuencias del potenciador de AFP humano y del promotor fueron ambas amplificadas
por PCR a partir de ADN genémico purificado de células de rifion embrionario humano HEK293. El potenciador de

AFP se amplificoé con el cebador directo 5-
indica el sitio de restriccion para Miul) y el cebador inverso 5-

CTCAAACTCTAGTGGCCTGGATAAAGCTGAGTG-3"(SEQ ID NO: 28). 8¢ amplifics el promotor AFP

y el cebador inverso 3'-ACTTACCTGACCGGTTGCTAGTTATTTTGTTAT-3(SEQ ID NO: 30). . Los dos
fragmentos PCR se unieron juntos por una segunda amplificaciéon por PCR con el cebador directo para el
potenciador de AFP y el cebador inverso para el promotor AFP como se describe anteriormente. El fragmento de la
PCR final se digiri6 con Mlul y Agel y se ligé a los sitios Mlul y Agel de pFB-CMV-inDTA (hGH) para reemplazar el
promotor CMV y crear pFB-hAFP-inDTA (hGH).

AAV2-hAFP-inDTA (hGH) se produjo en células de insecto por los métodos descritos en la presente memoria a un
titulo de 1,69E+15.

Ejemplo 14

Este ejemplo ilustra la produccion de un vector AAV que comprende el gen DT-A con el marco de lectura
interrumpido con un intrén, bajo el control de la secuencia del promotor survivina (SURV) humano.

En estos experimentos, la secuencia promotora de survivina humana (SURV) fue amplificada por PCR con ADN
genomico purificado a partir de células HEK293 de rifidn embrionario humano con el cebador directo

cursiva indica el sitio de restriccion para Spel) y el cebador inverso 5'-

TTTTACCGGTCCACCTCTGCCAACGGGTCCCGCG-3" (SEQ ID NO: 32) (la letra cursiva indica el sitio
de restriccion para Agel). El fragmento de PCR se digirié con Spel y Agel y se ligo a los sitios Spel y Agel de pFB-
CMV-inDTA (hGH) para reemplazar el promotor de CMV y crear pFB-hSURV-inDTA (hGH).

AAV2-hSURV-inDTA (hGH) se produjo en células de insectos mediante los métodos descritos en la presente
memoria descriptiva a un titulo de 1,41E+15 vg/litro cultivo.
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Ejemplo 15

Este ejemplo ilustra la produccion de un vector de AAV que comprende un gen de DT-A con el marco de lectura
interrumpido con un intrén, bajo el control de la secuencia del promotor de ciclooxigenasa-2 (COX2) humano.

En estos experimentos, el promotor de ciclooxigenasa-2 humano (COX2) se amplificd por PCR con ADN gendmico
purificado a partir de células HEK293 de rindn embrionario humano con el cebador directo
5,'GCCCACTAGTTGAGGTACCTGGTGTAG]TT-?” (SEQ ID NO: 33) (e| t|p0 de letra en cursiva indica el
sitio de restriccion para Spel) y el cebador inverso 5-
ATATACCGGTCAGCGGCGGGCAGGGCGCGG-3° (la fuente en cursiva indica el sitio de restriccion

para Agel). El fragmento de la PCR se digirié con Spel y Agel y se ligo a los sitios Spel y Agel de pFB-CMV-inDTA
(hGH) para reemplazar el promotor de CMV y crear pFB-hCOX2-inDTA (hGH).

AAV2-hCOX2-inDTA (hGH) se produjo en células de insecto por los métodos descritos en la presente memoria
descriptiva a un titulo de 2,22E+13 vgl/litro cultivo.

EJEMPLO 16

Este ejemplo ilustra la producciéon de un vector de AAV que comprende el gen de DT-A con el marco de lectura
interrumpido con un intrén, bajo el control de la secuencia promotora del receptor del tipo A de colecistoquinina
humana (CCKAR) (Takata, Y., et al., J Gastroenterol. 37:815 - 820, 2002).

En estos experimentos, la secuencia del promotor del receptor de tipo-A de la colecistoquinina humana (CCKA.R) se
amplificé por PCR con ADN gendmico purificado a partir de cepas de HEK293 de rifion embrionario humano con el

cebador directo 9 "GCCCACTAGTACCCAGGTACCTATGTTCAAAAG-3" (sEqQ ID NO: 35) (el tipo de
letra en cursiva indica el sito de restriccion para Spel) y el cebador inverso 5'-
GCGCACCGGTTTGCCTGCTGCTTTCCACCAAG-3’ (SEQ ID NO: 36) (el tipo de letra cursiva indica el sitio

de restriccion para Agel). El fragmento de PCR se digirid con Spel y Agel y se ligé a los sitios Spel y Agel de pFB-
CMV-inDTA (hGH) para reemplazar el promotor CMV y crear pFB-hCCKAR-inDTA (hGH).

Se produjo AAV2-hCCKAR-inDTA (hGH) en células de insecto por los métodos descritos en la presente memoria a
un titulo de 1,96E+14 vgl/litro de cultivo.

Ejemplo 17

Este ejemplo ilustra la produccién de un vector AAV que comprende el gen de DT-A con el marco de lectura
interrumpido con un intrén, bajo el control de la secuencia promotora del gen CXCR4 humano (Caruz, M., et al.,
FEBS Letters, 426: 271-278, 1998).

En estos experimentos, la secuencia promotora CXCR4 humana se amplificé por PCR con ADN genémico purificado
a partir de células HEK293 de rindn embrionario humano «con el cebador directo 5'-

GCCCACTAGTTACCGACCACCCGCAAACAG-3’ (SEQ ID NQO: 37) (el tipo de formato en cursiva indica el
sitio de restriccion para Spel) y el cebador inverso 5'-
GCGCACCGGTGTAACCGCTGGTTCTCCAGA-3(SEQ ID NO: 38) (el tipo de formato en letra cursiva indica el

sitio de restriccion para Agel). El fragmento de la PCR fue digerido con Spel y Agel y ligado a los sitios Spel y Agel
de pFB-CMV-inDTA (hGH) para reemplazar el promotor CMV y crear pFB-hCXCR4-inDTA (hGH).

Se produjo AAV2-hCXCR4-inDTA (hGH) en células de insecto por los métodos descritos en la presente memoria
descriptiva a un titulo de 1,81E+15 vgl/litro de cultivo.

Ejemplo 18

Este ejemplo ilustra la muerte especifica de tumor mediante vectores AAV que llevan DT-A bajo el control de
promotores especificos de tumor.

En estos experimentos, los células se sembraron en placas de 24 pocillos y se transdujeron con vectores AAV2 que
llevaban DT-A bajo el control de diversos promotores especificos de tumor como se describié anteriormente. Los
resultados indican que las células de neuroblastoma BE(2)-M17 fueron destruidas por DT-A bajo el control de
hSURV o hCXCR4 pero no del promotor de hAFP, mientras que las células Hep3B y HepG2 de carcinoma
hepatocelular fueron destruidas por DT-A bajo el control de los promotores AFP, SURV o CXC4. La linea de células
de pulmén humano normal WI38 no se vio afectada por el DT-A bajo el control del promotor AFP, SURV o hTERT.
La figura 19 ilustra resultados representativos de la muerte celular por AAV2-hSURV-inDTA (hGH). En estos
experimentos, las células se sembraron en placas de 24 pocillos y se transdujeron con AAV2-CMV-GFP (a), (c), (e) y
(g) 0 AAV2-hSURV-InDTA (hGH) (b), (d), (f), y (h). Las fotografias se tomaron 3 dias después de la transduccion, (a)
y (b), WI38; () y (d), HepGZ2; (e) y (f), Hep3B, y (9) y (h), BE(2)-M17.
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Las tres lineas celulares tumorales también se ensayaron con DTA bajo el control de los promotores COX2, CCKAR
y hTERT humanos, pero no se observo ningun efecto significativo de muerte celular. Con el fin de caracterizar mas
los efectos de la muerte celular, los ensayos de viabilidad celular se realizaron con DTA bajo el control de los
promotores AFP, SURV, y CXCR4. La Figura 20 ilustra el ensayo de viabilidad celular de células tumorales por
vectores AAV2 que llevan DT-A bajo el control de diversos promotores especificos de tumores. En estos
experimentos, las células se sembraron en placas de 96 pocillos y se transdujeron con vectores AAV2 en diluciones
en serie de 4 veces durante 4 dias y se ensayo la viabilidad celular con el kit de ensayo luminiscente de viabilidad
celular CellTiter Glo. (a) células HepG2, (b) células Hep3B, y (c) células BE(2)-M17. Los tres promotores especificos
de tumores muestran actividad de transcripcion en células HepG2. Entre los cuales el promotor CXCR4 exhibi6 la
actividad mas alta que conducia a que DTA matara a células HepG2 cuando se usaban titulos altos de vectores
AAV2 (Figura 20a). Para las células Hep3B, el DTA bajo el control del promotor SURV mostro el efecto de muerte
mas fuerte, mientras que AFP y CXCR4 mostraron actividades de muerte parcial (Figura 20b). Curiosamente, el
promotor AFP no estaba activo en células BE(2)-M17, mientras que DTA bajo el control de ambos promotores
CXCR4 y SURV mostraba un fuerte efecto de muerte (Figura 20c).

Cualquier discusién de las referencias citadas en la presente memoria se limita a resumir meramente las aserciones
hechas por sus autores y no se admite que la referencia o parte de la misma sea una técnica anterior relevante. El
solicitante se reserva el derecho de impugnar la exactitud y pertinencia de las referencias citadas.
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<212> ADN
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gggcgcttac ctitttgaat ggaatctaca 30

<210> 4

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
attcaaaaag gtaagcgccc ctaaaatccc 30

<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
ttttgtatac ctggggagaa accagagggc 30

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> amplificacion por PCR de DT-A e intrén de HGH solapante

<400> 6
gattatgatc actagtcgag 20

<210>7

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> amplificacion por PCR de DT-A e intrén de HGH solapante

<400> 7
ttttgtatac ctggggagaa accagagggc 30

<210> 8
<211> 1683

<212> ADN
<213> Virus Corynebacterium diphtheriae

<400> 8
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gtgagcagaa
ccttcageece
aacttttcett
caaaagccaa
accgacaata
aaagctggag
gtggataatg
gagcaagtcg
ctcagcctte
gcgaaagcegt
gatgcgatgt
ggtagctcat
aagatagagt
aaaacagtat
gagcatcctg
gctaactatg
aatttggaaa
attgcagacg
tecgtetttaa
gctgcatata
aatcgtcceeg
gtcagttgga
cacgacataa
actattcctg
aaaataagga
cctgtttatg
tcggagaaaa
aaaacagtag
tga
<210>9

<211> 33
<212> ADN

aactgtttge
atgcaggcge
cgtaccacgg
aatctggtac
aatacgacgc
gcgtggtcaa
ccgaaactat
gaacggaaga
ccttegetga
taagcgtaga
atgagtatat
tgtcatgcat
ctttgaaaga
ctgaggaaaa
aattgtcaga
cggcgtggge
agacaactgc
gtgccgttca
tggttgctca
attttgtaga
cgtattctece
acactgttga
aaattactgce
gaaagctgga
tgcgttgecag
ttggtaatgg
ttcattctaa

atcacaccaa

<213> Secuencia artificial

<220>

gtcaatctta
tgatgatgtt
gactaaacct
acaaggaaat
tgcgggatac
agtgacgtat
taagaaagag
gtttatcaaa
ggggagttct
acttgagatt
ggctcaagcc
aaatcttgat
gcatggccct
agctaaacaa
acttaaaacc
agtaaacgtt
tgctcttteg
ccacaataca
agctattcca
gagtattatc
ggggcataaa
agattcgata
tgaaaatacc
cgttaataag
agctatagac
tgtgcatgeg
tgaaatttcg

ggttaattct
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ataggggcgce
gttgattctt
ggttatgtag
tatgacgatg
tctgtagata
ccaggactga
ttaggtttaa
aggttcggtg
agcgttgaat
aattttgaaa
tgtgcaggaa
tgggatgtca
atcaaaaata
tacctagaag
gttactggga
gcgcaagtta
atacttcctg
gaagagatag
ttggtaggag
aatttatttc
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ccgcectteccaa
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ggtgatgtaa
aatcttcacg
tcggattcca

aagctatcgce

tactggggat
ctaaatcttt
attccattca
attggaaagg
atgaaaaccc
cgaaggttct
gtctcactga
atggtgcttce
atattaataa
cccgtggaaa
atcgtgtcag
taagggataa
aaatgagcga
aatttcatca
ccaatcctgt
tcgatagcga
gtatcggtag
tggcacaatc
agctagttga
aagtagttca
ttcttcatga
gttttcaagg
tcgegggtgt
atatttcegt
ctttttgtceg
tggcatttca
taggcgttct

tattttttga

aggggcccca
tgtgatggaa
aaaaggtata
gttttatagt
gctctctgga
cgcactaaaa
accgttgatg
gcgtgtagtg
ctgggaacag
acgtggccaa
gcgatcagta
aactaagaca
aagtcccaat
aacggcatta
attcgectggg
aacagctgat
cgtaatgggc
aatagcttta
tattggtttce
taattcgtat
cgggtatget
ggagagtggg
cctactaccg
aaatggtcgg
ccctaaatct
cagaagcagc
tgggtaccag

aatcaaaagc

<223> secuencia codificadora de barnasa amplificada de plasmido pF1A-T7
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<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia codificadora de barnasa amplificada de plasmido pF1A-T7

<400> 10
tgctcaccat tctgattttt gtaaaggtct 30

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia codificadora de GFP amplificada de plasmido pFB-GFP

<400> 11
caaaaatcag aatggtgagc aagggcgagg 30

<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia codificadora de GFP amplificada de plasmido pFB-GFP

<400> 12
ggggggtacc tcattacttg tacagctcgt cc 32

<210> 13

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> PCR a secuencia codificadora de barnasa fusionada con secuencia codificadora GFP

<400> 13
cccgaattcg ccaccatgge acaggttatc aac 33

<210> 14

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PCR a secuencia codificadora de barnasa fusionada con GFP

<400> 14
ggggggtacc tcattacttg tacagctcgt cc 32

<210> 15
<211> 832

<212> ADN
<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 15
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ctggaaaacg
atgttcacac
cttactaagg
cgctagataa
atgaaaagga
tegtggattt
gctgccaaaa
tttgacgggg
aaatcagaag
ccggggaaaa
agcggacgaa
cggattcttt
acaaaaatca
ataaagtgtg
<210> 16

<211> 4733
<212> ADN

tcacattgcet
aagccgctca
aatttcaata
aaagtactat
atcagcttca
ccgtttgttt
cggaaacatc
ttgcggatta
cacaagccct
gcatcggegg
catggcgtga
actcaagcga
gataacgaaa

taataaattt

<213> Secuencia artificial

<220>

tccgecatatce
aaacatgatt
agaagaaaaa
ttttaaattc
catgatgaaa
actggtgett
ttctcacaag
tcttcagaca
cggetgggtg
agacatcttc
agcggatatt
ctggctgatt
aaaacggctt

ttcttcaaac
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gggtcagcaa
gacgccgtat
tcceggttgg
tttctattce
atgggaggta
gtctecegegg
gcacacacag
tatcataage
gcatcaaaag
tcaaacaggg
aactatacat
tacaaaacaa
ccectgeggag

tctgateggt

<223> Gen GFP a partir de vector de clonaciéon

<400> 16

cggctaaaat
acggaagaac
ttcagcecggg
tttetttegt
ttgctttgaa
cggggatget
aagcacaggt
tacctgataa
ggaaccttgce
aaggcaaact
caggcttcag
cggaccatta
gcegtttttt

caatttcact

27

ccgcettgaat
gccgaaaaac
gtttattttt
tgctgataca
aaaacgatta
gttttcaaca
tatcaacacg
ttacattaca
agacgtcgcet
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tcagaccttt
tcagctttac
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tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccggactcag
gatccaccgg
atcctggteg
gagggcgatg
ccecgtgecect
tacccecgace
caggagcgca
ttcgagggeg
ggcaacatcc

gccgacaage

tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttce
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
atctcgagcet
tcgeccaccat
agctggacgg
ccacctacgg
ggcccaccect
acatgaagca
ccatcttcett
acaccctggt
tggggcacaa

agaagaacgg

ttacggggtc
atggcccgece
ttececcatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctgg
caagcttcga
ggtgagcaag
cgacgtaaac
caagctgacc
cgtgaccacc
gcacgacttc
caaggacgac
gaaccgcatc
gctggagtac

catcaaggtg
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attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
tttagtgaac
attctgcagt
ggcgaggage
ggccacaagt
ctgaagttca
ctgacctacg
ttcaagtcceg
ggcaactaca
gagctgaagg
aactacaaca

aacttcaaga

agcccatata
cccaacgace
gggactttcc
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
cgtcagatcc
cgacggtacc
tgttcaccgg
tcagcgtgtc
tctgcaccac
gcgtgcagtg
ccatgceccga
agacccgcgce
gcatcgactt
gccacaacgt

tcegecacaa
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tggagttccg
cccgceccatt
attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tcgectattac
actcacgggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
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ggtggtgcce
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ggcagcgtge
ctgctgeecg
aagcgcgatce
gacgagctgt
tagaggtttt
tgaatgcaat
atagcatcac
ccaaactcat
gcgttaaatt
ccttataaat
agtccactat
gatggcccac
gcactaaatc
aacgtggcga
gtagcggtca
gcgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gtggaaagtc
cagcaaccag
atctcaatta
cgcccagttc
ccgaggecgce
taggcttttg
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt
gcgcggctat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgate

cgtactegga

agctecgecga
acaaccacta
acatggtcct
acaagtaaag
acttgcttta
tgttgttgtt
aaatttcaca
caatgtatct
tttgttaaat
caaaagaata
taaagaacgt
tacgtgaacc
ggaaccctaa
gaaaggaagg
cgetgegegt
gcactttteg
atatgtatcc
agagtcctga
cccaggctee
gtgtggaaag
gtcagcaacc
cgcccattct
cteggectcet
caaagatcga
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctcectgeecga

cggctacctg

tggaagccgg

ccactaccag
cctgagcacc
gctggagtte
cggecgegac
aaaaacctcc
aacttgttta
aataaagcat
taaggcgtaa
cagctcattt
gaccgagata
ggactccaac
atcaccctaa
agggagcccce
gaagaaagcg
aaccaccaca
gggaaatgtg
gctcatgaga
ggcggaaaga
ccagcaggca
tcececcagget
atagtcccge
ccgccccatg
gagctattcc
tcaagagaca
teceggecget
ctctgatgece
cgacctgtec
cacgacgggce
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattegac

tcttgtegat
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cagaacaccce
cagtccgeccece
gtgaccgeeg
tctagatcat
cacacctcce
ttgcagctta
ttttttcact
attgtaageg
tttaaccaat
gggttgagtg
gtcaaagggce
tcaagttttt
cgatttagag
aaaggagcgg
ccecgecgege
cgcggaacce
caataaccct
accagctgtg
gaagtatgca
ccccagcagg
ccctaactce
gctgactaat
agaagtagtg
ggatgaggat
tgggtggaga
gecegtgttec
ggtgccctga
gttccttgeg
ggcgaagtgce
atcatggctg
caccaagcga

caggatgatc

ccatcggecga
tgagcaaaga
ccgggatcac
aatcagccat
cctgaacctg
taatggttac
gcattctagt
ttaatatttt
aggccgaaat
ttgttccagt
gaaaaaccgt
tggggtcgag
cttgacgggg
gcgctaggge
ttaatgcgee
ctatttgttt
gataaatgct
gaatgtgtgt
aagcatgcat
cagaagtatg
gcccatceceeg
tttttttatt
aggaggcttt
cgtttegeat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtgcet
cggggcagga
atgcaatgeg
aacatcgcat

tggacgaaga

29

cggcccegtg
ccccaacgag
tcteggeatg
accacatttg
aaacataaaa
aaataaagca
tgtggtttgt
gttaaaattc
cggcaaaatc
ttggaacaag
ctatcaggge
gtgccgtaaa
aaagccggcg
gctggcaagt
gctacagggce
atttttctaa
tcaataatat
cagttagggt
ctcaattagt
caaagcatge
cccctaacte
tatgcagagg
tttggaggcc
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcgc
agacgaggca
cgacgttgtc
tctectgtcea
gcggctgeat
cgagcgagca

gcatcagggg

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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15

ctcgegecag
gtcgtgaccce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgccg
tgagcgggac
atttcgattce
ccggctggat
ggaggctaac
taaaaagaca
cccagggctg
tttcttectt
acgtcggggce
taaaacttca
ccaaaatccc
aaggatcttc
caccgctacc
taactggctt
gccaccactt
cagtggctge
taccggataa
agcgaacgac
ttccecgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa

tectttectge

<210> 17
<211> 45
<212> ADN

ccgaactgtt
atggcgatge
actgtggecceg
ttgctgaaga
ctcccgatte
tctggggttc
caccgccgec
gatcctccag
tgaaacacgg
gaataaaacg
gcactctgtc
ttccececacce
ggcaggccct
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagcegg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcga
cgecggecttt

gttatccect

<213> Secuencia artificial

<220>

cgccaggcte
ctgecttgeeg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagcgcatc
gaaatgaccg
ttctatgaaa
cgcggggatc
aaggagacaa
cacggtgttg
gataccccac
caccccccaa
gccatagcect
aaaaggatct
ttttegttee
ttttttetge
tgtttgcecgg
cagataccaa
gtagcaccge
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttce

gattctgtgg
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aaggcgagca
aatatcatgg
gcggaccget
gaatgggctg
gccttctate
accaagcgac
ggttgggcett
tcatgctgga
taccggaagg
ggtcgtttgt
cgagacccca
gttcgggtga
caggttactc
aggtgaagat
actgagcgtce
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagegg
ggtatcttta
gctegtcagg
tggccttttg

ataaccgtat

tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttect
gccttcettga
gcccaacctg
cggaatcgtt
gttecttegece
aacccgcegcet
tcataaacgc
ttggggccaa
aggcccaggg
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctetgeta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtce
ggggcggage
ctggecetttt

taccgccatg

<223> secuencia codificadora de barnasa con intrén de SV40LT

<400> 17

ccccgaattc gccaccatgg cacaggtatt tgcttcttce ttaaa

<210> 18
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

45

30

cgaggatctc
ccgettttet
agecgttgget
cgtgetttac
cgagttcttce
ccatcacgag
ttcecgggacg
caccctaggg
atgacggcaa
ggggttcggt
tacgceegeg
ctcgcageca
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagcettgg
agcgccacgce
acaggagagc
gggtttcgcece
ctatggaaaa
gctcacatgt

cat

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4733
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<220>
<223> secuencia codificadora de barnasa con SV40LT

<400> 18
tgttgataac ctaaaataca caaacaatta 30

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> La secuencia codificadora de barnasa junto con la secuencia codificadora de GFP

<400> 19
tgtattttag gttatcaaca cgtttgacgg 30

<210> 20

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia codificadora de barnasa junto con la secuencia codificadora de GFP

<400> 20
ggggggtacc tcattacttg tacagctcgt cc 32

<210> 21

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia codificadora de barnasa con GFP y CMV

<400> 21
ccccgaattc gccaccatgg cacaggtatt tgcttcttce ttaaa 45

<210> 22

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia codificadora de barnasa con GFP y CMV

<400> 22
ggggggtacc tcattacttg tacagctcgt cc 32

<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
gcgcacgcgt atcatcagct tttcaaagac 30

<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
cgcgaccggt cgctgectga aactcgegec 30

31
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<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gen gp64 baculovirus

<400> 25
ccctetgtgt acttggcetct aacg 24

<210> 26

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> gen gp64 baculovirus

<400> 26

cggtgaaacg caaagtcgag caccg 25

<210> 27

<211>35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
ccgcacgcgt cttagaaata tgggggtagg ggtgg 35

<210> 28

<211>33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28
ctcaaactct agtggcctgg ataaagctga gtg 33

<210> 29

<211> 37

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
ctttatccag gccactagag tttgaggaga atatttg 37

<210> 30

<211>33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30
acttacctga ccggttgcta gttattttgt tat 33

<210> 31

<211> 34

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31
ggggactagt ctggccatag aaccagagaa gtga 34

<210> 32

<211> 34

<212> ADN

<213> Homo sapiens

32
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<400> 32
ttttaccggt ccacctctge caacgggtcc cgcg 34

<210> 33

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33
gcccactagt tgaggtacct ggtgtagttt 30

<210> 34

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
atataccggt cagcggcggg cagggcegegg 30

<210> 35

<211>33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
gcccactagt acccaggtac ctatgttcaa aag 33

<210> 36

<211> 32

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
gcgcaccggt ttgectgcetg ctttccacca ag 32

<210> 37

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
gcccactagt taccgaccac ccgcaaacag 30

<210> 38

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
gcgcaccggt gtaaccgctg gttctccaga 30

<210> 39

<211> 844

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia codificadora de DT-A que comprende el intron de hGH

<400> 39

33
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atgggcgctg
taccacggga
ccctttggea
taacccteag
aatctcagaa
gcagggagag
aggtatacaa
ttatagtacc
ctctggaaaa
actaaaagtg
gttgatggag
tgtagtgcectce
ggaacaggcg

tggccaagat
atga

<210> 40
<211> 694
<212> ADN

atgatgttgt
ctaaacctgg
caatgtgtcc
ggtttggggt
agctcctgge
tgctggecte
aagccaaaat
gacaataaat
gctggaggeg
gataatgccg
caagtcggaa
agccttccect
aaagcgttaa

gcgatgtatg

<213> Secuencia artificial

<220>

tgattcttect
ttatgtagat
tgaggggaga
tctgaatgtg
tccectggagg
ttgctctecg
ctggtacaca
acgacgctge
tggtcaaagt
aaactattaa
cggaagagtt
tcgetgaggg
gcgtagaact

agtatatggce
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aaatcttttg
tccattcaaa
ggcagcgacce
agtatcgcca
atggagagag
gctcectetg
aggaaattat
gggatactct
gacgtatcca
gaaagagtta
tatcaaaagg
gagttctage
tgagattaat

tcaagecctgt

tgatggaaaa
aaggtaagcg
tgtagatggg
tgtaagccca
aaaaacaaac
ttgcectetg
gacgatgatt
gtagataatg
ggactgacga
ggtttaagtc
ttecggtgatg
gttgaatata
tttgaaaccc

gcaggaaatc

cttttetteg
cccctaaaat
acgggggceac
gtatttggce
agctcctgga
gtttctececce
ggaaagggtt
aaaacccgct
aggttctcge
tcactgaacc
gtgcttegeg
ttaataactg
gtggaaaacg

gtgtcaggcg

<223> Secuencia codificadora de DT-A que comprende el intrén antigeno de SV40LT

<400> 40
atggcacagg

tggectgagt
atgaagcatg
tgcttcgatt
tggtgtgaca
atttttaagt
caacacgttt
cattacaaaa
cgtegetecg
gggcaaaagc
ttcagaccgg

gacctttaca

<210> 41
<211>15
<212> ADN

tatttgectte
gtgcaaagaa
aaaatagaaa
gctttagaat
taattggaca
gtataatgtg
gacggggttyg
tcagaagcac
gggaaaagca
ggacgaacat
attctttact

aaaatcagaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de GFP con secuencia codificadora de DT-A que comprende el intrén antigeno de SV40LT

ttccttaaat
aatgtcetget
attatacagg
gtggtttgga
aactacctac
ttaaactact
cggattatct
aagccctegg
tcggeggaga
ggcgtgaage
caagcgactg

tggtgagcaa

cctggtgttg
aactgcatat
aaagatccac
cttgatcttt
agagatttaa
gattctaatt
tcagacatat
ctgggtggca
catcttctca
ggatattaac
gctgatttac

gggc

atgcaatgta
gcettgetgtyg
ttgtgtgggt
gtgaaggaac
agctctaagg
gtttgtgtat
cataagctac
tcaaaaggga
aacagggaag
tatacatcag

aaaacaacgg

34

ctgcaaacaa
cttactgagyg
tgattgctac
cttacttctg
taaatataaa
tttaggttat
ctgataatta
accttgcaga
gcaaactcca
gcttcagaaa

accattatca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
844

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

694
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<400> 41
gagctgtaca agtaa 15
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REIVINDICACIONES
1. Un acido nucleico que comprende:
una secuencia que codifica un polipéptido tdxico; y

un intrén que interrumpe la secuencia, por lo que el intrén se empalma en células de mamifero pero no en
células de insecto para formar un ARNm que se traduce para formar niveles tdxicos de células del
polipéptido téxico en células de mamifero pero no en células de insecto.

2. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polipéptido toxico se selecciona del grupo que
consiste en toxina diftérica (DT-A), barnasa, ricina, abrina y exotoxina de Pseudomonas.

3. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polipéptido toxico se selecciona del grupo que
consiste en una toxina diftérica (DT-A) y un polipéptido de barnasa.

4. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas al menos un elemento de expresion
unido operativamente a la secuencia.

5. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el elemento de expresion se selecciona del grupo
que consiste en un promotor CMV, un promotor AFP, un potenciador AFP, un promotor hSURV, un promotor
CXCR4, un promotor hTERT, un promotor COX2, y un promotor CCKAR.

6. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el elemento de expresion se selecciona del grupo
que consiste en un promotor hASURV y un promotor CXCRA4.

7. Un acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6, en el que el intrén se selecciona
del grupo que consiste en un intron de la hormona del crecimiento humano y un intrén del antigeno T grande de
SV40.

8. Un acido nucleico que comprende el acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6,
en el que el acido nucleico comprende, en 5' a 3', un primer ITR, un promotor, una primera porcién de una secuencia
que codifica un polipéptido téxico, un intrén, una segunda porcién de una secuencia que codifica un polipéptido
toxico, una sefial de poliadenilaciéon y un segundo ITR.

9. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el primer ITR es un ITR de AAV.
10. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el segundo ITR es un ITR de AAV.

11. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el promotor se selecciona del grupo que consiste
en un promotor CMV, un promotor hSURV, un promotor hCXCR4 y un promotor hAFP.

12. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que la secuencia que codifica el polipéptido toxico
codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en DT-A y Barnasa.

13. Un vector viral que comprende el acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el
vector se selecciona del grupo que consiste en un baculovirus, un retrovirus, un adenovirus y un virus adeno-
asociado (AAV).

14. Un vector viral de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el vector se selecciona del grupo que consiste en
AAV2 y AAV9.

15. Un cultivo celular que comprende:

una pluralidad de células de insecto que comprenden el acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 6; y

un medio de cultivo.

16. Un cultivo de células de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que dicho medio de cultivo celular comprende
mas de 10° genomas de AAV/m.
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FIG. 2

pFast—Bac—InDT—A(hGH) | o |pFast—Ba—inBar(sv40)GFP

‘_

Bacmid—inDT—A(hGH)

o

Bacmid—inBar(SVv40)—GFP

Citoplasma

l
i

Baculovirus—inDT—A(hGH) o Baculovirus—inBar(SV40)—GFP
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FIG. 4
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FIG. 5

Bac—Rep—Cap
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FIG. ©
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FIG. 7

Tn/R
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10

Tn/R

AAVITR
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FIG. 11
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FIG. 17A
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FIG. 20A
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FIG. 20C
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