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DESCRIPCIÓN

Sistemas de expresión de baculovirus mejorados

La presente invención se refiere a un constructo baculovírico optimizado útil para la producción de partículas víricas 
(similares a virus) o vectores víricos, en particular de vectores víricos para terapia génica. 

Antecedentes de la invención5

El sistema de vector de expresión baculovírico (BEV) se usa para producir altos niveles de proteínas recombinantes 
en células de insecto. Está generalmente basado en la deleción del gen de polihedrina baculovírico (polh), que se 
reemplaza por el gen que se va a expresar bajo el control del promotor polh. La incorporación de un origen de 
replicación bacteriano, un gen de resistencia a antibiótico y un sitio de recombinación Tn7 aceptor al genoma 
baculovírico (concretamente bácmido) ha mejorado en gran medida este sistema, haciéndolo mucho más rápido 10
para generar virus recombinantes (Luckow et al., 1993). Los vectores baculovíricos más disponibles comercialmente 
carecen del gen polh y tienen por lo demás un genoma completo, aunque la compañía Oxford 
ExpressionbTechnologies distribuye, con flashBACGOLD, un vector baculovírico negativo de los genes de quitinasa 
y catepsina. Se ha previsto por tanto que este sistema de expresión podría mejorarse. Se ha mostrado que la
deleción de los genes quitinasa y catepsina del genoma de AcMNPV tiene un efecto positivo sobre la estabilidad de 15
la proteína intracelular y recombinante secretada (Kaba et al., 2004). Se ha mostrado también que un BEV deficiente 
de quitinasa, catepsina, p26, p10 y p74 permitía la producción de mayores niveles de proteínas recombinantes que 
los obtenidos con virus sin deleción (Hitchman et al., 2009). Sin embargo, los datos de expresión obtenidos en este 
último estudio atañían solo a proteínas recombinantes individuales. Para la producción de estructuras complejas 
tales como vectores víricos y partículas similares a virus, es necesario producir una o una serie de proteínas y, en el 20
caso de vectores víricos, también un genoma vírico. A partir de los resultados de Hitchman et al., no era evidente 
que la producción de dichas estructuras complejas pudiera mejorarse en términos de calidad de proteína cuando se 
eliminan los genes quitinasa, catepsina, p26, p10 y p74.

El objetivo del presente estudio era proporcionar un sistema de expresión baculovírico optimizado para la producción 
de vectores víricos y/o partículas similares a virus.25

Descripción de la invención

Un aspecto de la presente invención se refiere a un genoma baculovírico recombinante que comprende los ORF de 
los genes baculovíricos p26 y p74, mientras que los genes baculovíricos catepsina, quitinasa y p10 están 
interrumpidos. En una realización preferible, el gen p10 se interrumpe sin eliminar el promotor p10. En otra 
realización, el genoma baculovírico recombinante comprende una o más secuencias heterólogas de interés. 30

En un aspecto adicional, la invención proporciona un baculovirus recombinante que comprende un genoma 
baculovírico recombinante como se describe anteriormente.

En otro aspecto, la invención proporciona un método para producir un baculovirus recombinante, que comprende 
cultivar una célula procariótica que contiene el genoma baculovírico recombinante de la invención en condiciones 
que permitan la producción de un baculovirus.35

En otro aspecto, se proporciona una célula hospedadora que comprende un genoma baculovírico recombinante de 
la invención.

Un aspecto adicional proporciona un método para producir una proteína o ácido nucleico recombinante (p.ej., una 
molécula de ARN o ADN o un genoma recombinante, siendo el genoma recombinante por ejemplo un genoma de 
ARN o ADN), que comprende la etapa de cultivar una célula hospedadora con uno o varios baculovirus 40
recombinantes de la invención, que comprende un genoma baculovírico recombinante que alberga una secuencia 
heteróloga de interés que codifica una proteína o ácido nucleico recombinante. 

En otro aspecto, la invención proporciona un método para producir un vector vírico o partícula similar a virus que 
comprende la etapa de cultivar células hospedadoras con uno o varios baculovirus recombinantes, comprendiendo 
cada uno un genoma baculovírico recombinante que alberga una secuencia heteróloga de interés para producir 45
dicho vector vírico o partícula similar a virus, en el que todos los baculovirus recombinantes comprenden un genoma 
baculovírico recombinante con ORF de los genes baculovíricos p26 y p74 intactos, y en el que los ORF de los genes 
baculovíricos catepsina, quitinasa y p10 están interrumpidos, y en el que el promotor del gen p10 no está 
interrumpido.

En una realización, los métodos anteriores se ejecutan para la producción de un vector de AAV recombinante.50

La presente invención se refiere a un genoma baculovírico recombinante optimizado y a métodos que usan el 
mismo. Se ha encontrado sorprendentemente que la interrupción de los genes catepsina, quitinasa y p10 no 
mejoraba el nivel de partículas de AAV recombinantes (rAAV) producidas en células de insecto, pero permitía la 
producción de partículas de rAAV con infectividad mejorada para células de mamífero. Este resultado era altamente 
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inesperado, ya que Hitchman et al. (véase supra) reseñó niveles mayores de expresión de proteínas recombinantes 
individuales producidas a partir de baculovirus nulos de catepsina, quitinasa, p26, p10 y p74, aunque este estudio no 
reseñaba la producción de un vector vírico. Los resultados presentados aquí muestran en particular que el nivel de 
expresión del gen cap de AAV, que codifica VP1, VP2 y VP3, no mejora con un baculovirus cuando se interrumpen 
los genes baculovíricos anteriormente mencionados (cuyos resultados difieren de los que se habrían esperado a 5
partir de la divulgación de Hitchman et al.). En lugar de ello, se reduce el nivel de degradación de VP1 y VP2 y las 
partículas de rAAV producidas con este baculovirus de deleción muestran una mejora de la infectividad de cuatro
veces cuando se comparan con las partículas de rAAV producidas a partir de un bácmido de sistema de producción 
baculovírico de tipo silvestre, concretamente sin modificación de los loci de quitinasa, catepsina, p26, p10 y/o p74.

El genoma baculovírico recombinante de la invención es capaz de replicación preferentemente en una célula de 10
insecto y en una célula procariótica tal como E. coli. En particular, puede usarse cualquier genoma baculovírico vírico 
que contenga un replicón BAC. En una realización particular, el genoma baculovírico recombinante es un bácmido. 
Las secuencias baculovíricas adecuadas incluyen el bácmido MNPV de Autographa californica (Ac).

Los baculovirus se usan comúnmente en la infección de células de insecto para la expresión de proteínas 
recombinantes. En particular, la expresión de genes heterólogos en insectos puede lograrse como se describe, por 15
ejemplo, en lo documentos US 4.745.051; Friesen et aI., 1986; EP 127.839; EP 155.476; Vlak et al., 1988; Miller et 
al., 1988; Carbonell et al., 1988; Maeda et al., 1985; Lebacq-Verheyden et al., 1988; Smith et al., 1985; Miyajima et 
al., 1987 y Martin et al., 1988. Se describen numerosas cepas y variantes baculovíricas y las correspondientes 
células hospedadoras de insecto permisivas que pueden usarse para la producción de proteína en Luckow et al., 
1988, Miller et al., 1986; Maeda et al., 1985, McKenna, 1989, van Oers, 2011 y Lynn, 2007.20

Según la presente invención, puede usase cualquier genoma baculovírico derivado de un baculovirus usado 
comúnmente para la expresión recombinante de proteínas y productos biofarmacéuticos. Por ejemplo, el genoma 
baculovírico puede derivar, por ejemplo, de AcMNPV, (Bm)NPV de Bombyx mori, (Hear)NPV de Helicoverpa 
armígera o (Se)MNPV de Spodoptera exigua, preferiblemente de AcMNPV. En particular, el genoma baculovírico 
puede derivar del clon C6 de AcMNPV (secuencia genómica: nº de acceso a Genbank NC_001623.1) o E2 (Smith y25
Summers, 1979).

La invención ejecuta la interrupción de genes baculovíricos. Pueden ejecutarse varias estrategias con este fin, y en 
particular la mutación, por ejemplo por deleción, del gen o genes seleccionados a partir del genoma baculovírico 
(recombinante). Es un método bien conocido y establecido de investigar las funciones génicas la manipulación de un 
genoma baculovírico en bacterias mediante recombinación homóloga usando recombinación basada en ET 30
(proteínas RecE y RecT de E. coli) o en Red de lambda dirigida a un solo gen o un tramo de genes flanqueantes, 
que se reemplazan entonces por un marcador de selección antibiótico (Datsenko y Wanner, 2000; Westernberg et 
al., 2010). Para preparar múltiples deleciones en el mismo genoma, tienen que usarse varios marcadores de 
selección diferentes o el marcador de selección tiene que estar flanqueado por sitios de restricción únicos que 
permitan la retirada después de cada deleción génica mediante digestión y religamiento. Se ha adaptado una 35
estrategia derivada de un método para elaborar deleciones/inserciones secuenciales en un genoma bacteriano 
(Suzuki et al., 2007; Suzuki et al., 2005) para la tecnología de bácmidos (Marek et al., 2011) y se ha usado 
eficazmente en el presente estudio. Ejecuta un sistema recombinasa cre-lox modificado que usa sitios loxP 
modificados para elaborar mutaciones en serie. Después del reemplazo del primer gen por un marcador de 
selección, por ejemplo el marcador antibiótico cloranfenicol acetiltransferasa, por recombinación homóloga, el 40
marcador puede retirarse debido a la presencia de sitios loxP en ambos extremos del marcador. En la configuración 
usada, se usan dos sitios loxP modificados (lox66 y lox71), cada uno con una mutación diferente. Después de 
recombinación por recombinasa cre, queda un sitio lox72 (Lambert et al., 2007), que tiene ahora dos mutaciones en 
lugar de una, y no puede reconocerse ya por la recombinasa cre. Esto permite la deleción posterior de un segundo 
gen diana. 45

En una realización particular, se interrumpen los genes chi/v-cath (nucleótidos 105282-107954 según el mapa 
genético de AcMNPV (Ayres et al., 1994) y p10 (nucleótidos 118839-119121).

La interrupción de p10 se realiza sin interrumpir los ORF de los genes p26 y p74. En una variante preferida de esta 
realización, el genoma baculovírico recombinante de la invención comprende todavía el promotor p10 (la secuencia 
de codificación de p10 se interrumpe por tanto sin eliminar su promotor, que corresponde a los nucleótidos 118739-50
118836 según el mapa genético de AcMNPV). En otra realización, se elimina también el promotor p10. Se muestra a 
continuación que la interrupción del ORF del gen p10 dejando su promotor intacto y sin interrumpir los ORF de los 
genes p26 y p74 permite la producción de partículas víricas de rAAV más eficaces que cuando se interrumpen estos 
tres genes en el genoma baculovírico recombinante. 

El presente genoma baculovírico recombinante puede usarse para producir proteínas o ácidos nucleicos 55
recombinantes según métodos bien conocidos en el campo de los sistemas de expresión basados en baculovirus. El 
genoma baculovírico recombinante puede albergar por tanto también secuencias nucleotídicas heterólogas útiles 
para la producción de proteínas recombinantes, ácidos nucleicos o para la producción de estructuras complejas tales 
como vectores víricos y partículas similares a virus.
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Según la invención, una secuencia nucleotídica heteróloga es una secuencia útil para la producción de un producto 
de interés (p.ej. una proteína, un ácido nucleico tal como un ARNm, ARNip, secuencia nucleotídica no codificante, 
secuencia de horquilla y un genoma vírico tal como un genoma vírico recombinante para terapia génica).

Como tal, la presente invención se refiere también a un genoma baculovírico recombinante (y a baculovirus 
recombinantes y células hospedadoras que comprenden los mismos) como se define anteriormente, que comprende 5
una secuencia heteróloga.

La secuencia heteróloga puede insertarse en un sitio o un locus conocido en el baculovirus por permitir la expresión 
de la secuencia insertada. Por ejemplo, se usa clásicamente el locus de polihedrina como sitio de inserción para 
secuencias nucleotídicas heterólogas (en particular a través del sitio de recombinación Tn7 del bácmido). 

La invención se refiere también a un baculovirus recombinante y a una célula hospedadora que comprende el 10
genoma baculovírico recombinante de la invención.

El baculovirus recombinante de la invención está bien adaptado para producir estructuras complejas tales como 
vectores víricos o partículas similares a virus. En el último caso, los componentes de la estructura compleja pueden 
expresarse a partir de varios genomas baculovíricos recombinantes, portando cada uno de dichos genomas al 
menos un componente de la estructura compleja, y estando codificado cada uno de dichos componentes por 15
secuencias nucleotídicas heterólogas comprendidas en diferentes baculovirus recombinantes de la invención. 
Cuando se usa dicho conjunto de baculovirus recombinantes para producir varios componentes recombinantes, 
preferiblemente todos los vectores baculovíricos deberían tener las mismas modificaciones en los genes quitinasa, 
catepsina, p26, p74 y p10. Por ejemplo, para la producción de un AAV recombinante, puede usarse un sistema que 
comprende tres baculovirus: un baculovirus que codifica las proteínas Rep de AAV, un baculovirus que codifica las 20
proteínas Cap de AAV y un baculovirus que codifica el genoma de AAV-ITR que comprende un gen de interés (p.ej., 
un gen terapéutico) entre las dos ITR de AAV (Manno et al., 2006; Mendell et al., 2010; Simonelli et al., 2010). Está 
también disponible ahora un sistema que comprende dos baculovirus (sistema de infección dual) para el que las 
secuencias de ADN que codifican las proteínas Rep de AAV y las proteínas Cap de AAV se proporcionan por un 
baculovirus. El último sistema de infección dual se ejecuta en los ejemplos. 25

Como tal, la presente invención se refiere también a un genoma baculovírico recombinante (y a baculovirus 
recombinantes y células hospedadoras que comprenden el mismo) como se define anteriormente, que comprende 
una secuencia heteróloga que codifica una parte de un vector vírico o de una partícula similar a virus. En una 
realización particular, el vector baculovírico codifica:

 un genoma de rAAV, o30

 proteínas Rep de AAV, o

 proteínas Cap de AAV, o

 proteína activadora del ensamblaje de AAV (AAP).

En una realización particular, el genoma baculovírico recombinante comprende un módulo de expresión que 
comprende los genes rep y cap de AAV, preferiblemente en orientación inversa. 35

La célula hospedadora puede ser una célula productora para la producción de una proteína, ácido nucleico, virus o 
partícula similar a virus recombinante que se ha infectado con uno o más baculovirus según la invención. Por 
supuesto, el promotor o promotores y las regiones no traducidas en 5’ y 3’ tales como la señal de poliadenilación o 
las regiones diana de microARN, que controlan la expresión de la secuencia nucleotídica heteróloga presente en el 
genoma baculovírico recombinante, dependerán en última instancia de la célula hospedadora usada para la 40
expresión del producto de dicha secuencia heteróloga. Si la célula hospedadora es una célula de insecto, tienen que 
usarse promotores eficaces en células de insecto (por ejemplo, los promotores baculovíricos muy tardíos p10 y
polihedrina o una combinación de los mismos). En caso de una célula hospedadora productora de mamífero, el 
promotor o promotores pueden ser promotores de mamífero tales como el promotor de citomegalovirus (CMV) 
humano.45

Las células según la presente invención pueden seleccionarse del grupo consistente en células de mamífero, 
preferiblemente células humanas, células de C. elegans, células de levadura, células de insecto y células 
procarióticas tales como células de E. coli.

Las células de levadura preferidas para practicar la invención son S. cervisiae, S. pombe, C. albicans y P. pastoris.

Las células de E. coli preferidas para practicar la invención son células Top10, DH5, DH10, TG1, BW23473,50
BW23474, MW003 y MW005 (Westernberg et al., 2010).

Las células de insecto preferidas para practicar la invención son células de S. frugiperda, preferiblemente células 
Sf9, Sf21, Express Sf+ o Trichoplusia ni High Five, y de D. melanogaster, preferiblemente células S2 Schneider.
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Las células humanas preferidas para practicar la invención se seleccionan del grupo consistente en HeLa, Huh7, 
HEK293, HepG2, KATO-III, IMR32, MT-2, células beta pancreáticas, queratinocitos, fibroblastos de médula ósea, 
CHP212, células neurales primarias, W12, SK-N-MC, Saos-2, WI38, hepatocitos primarios, FLC4, 143TK-, DLD-l, 
fibroblastos pulmonares embrionarios, fibroblastos primarios de prepucio, osteosarcoma Saos-2, células MRC5 y 
MG63.5

La invención se describirá ahora con relación a los ejemplos siguientes y figuras adjuntas. 

Leyendas de las figuras

Figura 1. Mapa esquemático del bácmido de AcMNPV con deleción de ORF de quitinasa, catepsina y p10, dejando 
el promotor p10 intacto (∆CC∆p10) o en combinación con una deleción de los genes p26, p10 y p74
(∆CC∆p26p10p74).10

En el bácmido de AcMNPV se han inactivado los genes quitinasa, catepsina y p10 o p26, p10 y p74. Se inserta el 
módulo de expresión rep2/cap8 de AAV en el sitio Tn7 del bácmido. En el mismo esqueleto de bácmido, se 
transfiere el gen de rAAV (mSeAP en este ejemplo) al sitio Tn7.

Figura 2. Determinación del genoma vírico de rAAV en muestras brutas y purificadas. 

Se ha valorado la productividad de rAAV en muestras brutas o muestras de producto purificado originadas por la 15
producción efectuada con esqueletos baculovíricos wt, ∆CC∆p10 y ∆CC∆p26p10p74. Se cuantifican los títulos de 
rAAV mediante QPCR y se expresan como genomas víricos por ml (gv/ml)/ml (barras azules), se cuantifican los 
títulos baculovíricos contaminantes mediante QPCR en gv/ml (puntos rojos). (a) muestras brutas de rAAV, (b) rAAV
purificados por inmumoafinidad.

Figura 3. Caracterización de vectores de rAAV purificados.20

Se analizan los vectores de rAAV purificados por inmunoafinidad mediante PAGE-SDS seguida de tinción con azul 
de Coomassie (a) o transferencia Western de las proteínas VP de AAV (b).

1: AAV-mSeAP (5x1010 gv) producido por el baculovirus WT

2: AAV8-mSeAP (5x1010 gv) producido por el baculovirus ∆CC∆p26p10p74

3: AAV8-mSeAP (5x1010 gv) producido por el baculovirus ∆CC∆p1025

Figura 4. Evaluación in vivo de vectores de rAAV.

Se inyectó por vía intramuscular rAAV8-mSeAP producido con baculovirus WT o ∆CC∆p26p10p74 o ∆CC∆p10 en 
ratones a 109 gv (n= 4). (a) Se mide el curso temporal de la expresión de mSeAP sérico. (b) Análisis histológico de la 
expresión de mSeAP. Se prepararon secciones musculares (8 μM) y se analizó la localización de mSeAP. (c) 
Cuantificación del genoma de rAAV en músculo transducido.30

EJEMPLOS

Materiales y métodos:

Deleciones génicas de baculovirus

Se efectuó la deleción de catepsina y quitinasa del bácmido de AcMNPV de tipo silvestre a partir de la cepa 
DH10Bac de E. coli que contiene el bácmido de AcMNPV (Luckow et al., 1993) y se transformó con el plásmido 35
pKD46 (Datsenko y Wanner, 2000). Se generó el producto de PCR necesario para la inactivación génica de 
catepsina/quitinasa con los cebadores CC-KO-F y CC-KOR (Tabla 1) usando pCRTopo-lox-CAT-lox como molde
(Marek et al., 2011). Se efectuó la inactivación génica según Marek et al., 2011 y se valoró usando los cebadores 
quitinasa-105625F y catepsina-107849R (Tabla 1). Se efectuó la retirada del marcador génico CAT del bácmido nulo 
de catepsina/quitinasa (Acbac∆CC∆cat) como se describe (Marek et al., 2011) y se verificó mediante PCR y 40
secuenciación, usando los cebadores anteriormente descritos. Se efectuó la segunda inactivación génica para retirar 
la secuencia de codificación de p10 de Acbac∆CC∆cat de la misma manera, con un producto de PCR generado con 
los pares de cebadores p10-KO-F/p10-KO-R (Tabla 1). Se efectuó la verificación de la inactivación génica correcta 
usando PCR y secuenciación con los pares de cebadores p10-118725-F/p10-119259-R (Tabla 1). Esta segunda 
inactivación génica condujo al bácmido nulo de catepsina/quitinasa/p10 (Acbac∆CC∆p10), con un promotor p1045
intacto. Como alternativa, se efectuó la segunda inactivación génica de los genes vecinos p26, p10 y p74 en 
Acbac∆CC∆cat de manera similar, con un producto de PCR generado con los pares cebadores p26-KO-F/p74-KO-R
(Tabla 1). Se efectuó la verificación de la inactivación génica correcta usando PCR y secuenciación con los pares 
cebadores p26-117989-F/p74-121176-R (Tabla 1). La última inactivación génica condujo al bácmido nulo de
catepsina/quitinasa/p26/p10/p74 (Acbac∆CC∆p26p10p74).50

Inserción de los genes rep/cap de AAV y del genoma de AAV recombinante en el bácmido por transposición
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Se transformaron células DH10Bac de E. coli que contenían el bácmido de tipo silvestre y células DH10 de E. coli
que contenían Acbac∆CC∆p10 o Acbac∆CC∆p26p10p74 con el plásmido pMON7124 (Luckow et al., 1993). Se 
efectuó entonces la transposición según el manual del sistema Bac-to-Bac (Invitrogen) en los tres bácmidos con el 
plásmido pFBD-mSeAP, que codifica un gen informador fosfatasa alcalina secretada de múrido (mSeAP) controlado 
por un promotor de CMV y flanqueado por repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV2. Se efectuó también la 5
transposición con el plásmido pSR660 que codifica el gen rep78/52 de AAV2 bajo el promotor muy tardío polihedrina
y el gen cap de AAV8 bajo el promotor muy tardío p10 (Smith et al., 2009). Se verificó la recombinación eficaz en el 
genoma de bácmido según el protocolo de Bac-to-Bac. Esto dio como resultado tres conjuntos de bácmidos para la 
producción de partículas de rAAV que portan ADN de ITR-mSeAP, cada conjunto con un esqueleto genómico 
baculovírico diferente (wt, Acbac∆CC∆p10 o Acbac∆CC∆p26p10p74).10

Producción de línea celular, baculovirus y rAAV

Se hicieron crecer células Sf9 en cultivo en suspensión a 27 ºC en medio SF900II (Invitrogen) en matraces agitados 
Bellco de 1 l. Se generaron baculovirus según las directrices del protocolo Bac-to-Bac a partir de los bácmidos con 
deleción y los bácmidos recombinantes descritos anteriormente y se amplificaron en cultivos en suspensión de 
células Sf9 en agitadores Bellco de 100 ml. Se efectuó la producción de rAAV por infección dual de células Sf9 con 15
baculovirus que albergan el genoma de AAV recombinante (ITR-mSeAP) y los genes rep2/cap8 de AAV, cada uno a 
una MOl de 1,6 en 70 ml de cultivo de células Sf9 sembradas a 106 células/ml en agitadores Bellco de 100 ml. A las 
72 h después de la infección, se recuperó 1 ml del cultivo total para la cuantificación directa de la producción de 
rAAV antes de purificación y se almacenó entonces a -80 ºC. 

Purificación y caracterización de rAAV20

Se purificó rAAV a partir de muestra bruta en medio Immuno-affinity AVB Sepharose (GE Healthcare) según (Smith 
et al., 2009). Se corrieron 5 x 1010 genomas víricos (gv) de vectores de rAAV purificados en PAGE-SDS de Bis-Tris 
al 4-12 % (Nu-PAGE, Invitrogen), y se tiñeron directamente con Coomasie o se transfirieron a membrana de 
nitrocelulosa (nitrocelulosa de apilamiento de transferencia de gel iBlot, Invitrogen) antes de inmunodetección (véase 
a continuación la transferencia Western).25

Determinación del título del genoma de rAAV

Se efectuó un ensayo de PCR cuantitativa directamente en las muestras de cultivo total o muestras de rAAV
purificadas para determinar el título de rAAV (genoma vírico por ml de producción). Se extrajo el ADN vírico 
directamente de la muestra bruta o muestras purificadas usando el kit de pequeño volumen MagNA Pure DNA and 
viral RNA (MagNA Pure 96, Roche). El plásmido usado como referencia contiene las dos ITR de AAV2 y el gen 30
baculovírico ADN polimerasa. Se efectuaron diluciones en serie para calcular el número de copias final de la muestra 
analizada y se usó un control positivo para valorar la titulación eficaz. Se efectuaron las titulaciones al mismo tiempo 
en la misma placa por un operador independiente. 

Transferencia Western

Se analizaron muestras brutas de baculovirus o muestras de rAAV8 purificadas mediante transferencia Western para 35
proteínas VP y Rep de AAV. El anticuerpo primario anti-VP es un clon B1 de IgG1 de ratón (Progen) usado a 
dilución 1/250. El anticuerpo primario anti-Rep es un clon 303.9 de IgG1 de ratón (Progen) usado a dilución 1/100. El 
anticuerpo secundario es un Dye 680 de cabra anti-ratón (LI-COR) usado a dilución 1/5000. Se efectuó la incubación 
en tampón de bloqueo del sistema de imagenología infrarroja (LI-COR) y se efectuó el revelado en el sistema 
Odyssey (LI-COR). Se cuantificaron las intensidades de fluorescencia con el software Odyssey 2.1.40

Inyección in vivo, recogida de muestra y cuantificación de mSeAP

Se inyectaron vectores de rAAV, 109 gv en 25 μl de solución salina tamponada con fosfato, por vía intramuscular en 
el músculo tibial anterior (TA) izquierdo de ratones C57black6 de 6 semanas de edad (n= 4 por vector). Se 
recogieron muestras de sangre de los ratones inyectados a los 3, 7, 14, 21, 28 y 35 días después de la inyección, 
para cuantificación sérica de mSeAP. El día 35, se sacrificaron los animales y se recogieron los músculos TA 45
izquierdo y derecho y se congelaron antes de los ensayos histológico y enzimático. 

Se trataron todos los ratones según la directiva 2010/63/EU sobre la protección de animales usados con fines 
científicos. Se efectuó un ensayo de valoración de mSeAP con 12,5 μl de suero de ratón. Se realizó la cuantificación 
de mSeAP usando el kit Phospha-Light System (Applied Biosytems). Se leyeron las muestras en un aparato 
luminómetro Victor II. Se expresan los niveles de expresión como ng de mSeAP por ml de suero usando una curva 50
patrón de fosfatasa alcalina de placenta humana purificada (Applied Biosystems).

Análisis histológico de la expresión de mSeAP

Se prepararon secciones musculares (8 μM) y se analizó la localización de mSeAP usando el método de nitroazul de 
tetrazolio/fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo, como se describe anteriormente (Riviere et al., 2006). Se 
contratiñeron secciones de músculo con rojo rápido nuclear y se evaluaron la inflamación e integridad muscular por 55
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tinción con hematoxilina-eosina y análisis de microscopia óptica.

Detección del genoma de rAAV in vivo

Se extrajeron muestras de ADN total de músculo de ratón usando el kit FastDNA (QBIOgene) en un aparato 
FastPrep (QBIOgene). Se efectuó la titulación del genoma de rAAV usando QPRC como se describe en la sección 
anterior. Se efectuó la normalización usando la cuantificación del gen titina.5

Análisis estadístico

Se evaluó la significación estadística de la expresión sérica de mSeAP a los 35 días después de la inyección de 
rAAV. Se efectuaron comparaciones de grupo. Se efectuó el análisis de varianza mediante la prueba de Fischer (=
0,05), seguida de la prueba de Student (= 0,05) usando el programa Excel.

Resultados:10

Generación de baculovirus con deleción de los genes quitinasa y catepsina, junto con p10 o p26, p10 y p74.

Para retirar múltiples genes, tienen que introducirse deleciones secuenciales en el bácmido de AcMNPV. Es un 
método bien conocido y establecido para investigar las funciones génicas la manipulación del genoma baculovírico 
en bacterias mediante recombinación homóloga usando recombinación basada en ET (proteínas RecE y RecT de E
coli.) o Red de lambda dirigida a un solo gen, que se reemplaza entonces por un marcador de selección antibiótico 15
(Datsenko y Wanner, 2000). Para preparar múltiples deleciones en el mismo genoma, tienen que usarse varios 
marcadores de selección diferentes o tiene que flanquearse el marcador de deleción por sitios de restricción únicos 
después de la retirada de cada deleción génica, por digestión y religamiento. Se ha adaptado una estrategia 
derivada de un método para elaborar deleciones/inserciones en un genoma bacteriano (Suzuki et al., 2007; Suzuki
et al., 2005) para la tecnología de bácmidos (Marek et al., 2011). Después del reemplazo del primer gen por el 20
marcador antibiótico de cloranfenicol acetiltransferasa por recombinación homóloga, puede retirarse el marcador 
debido a la presencia de sitios loxP en ambos extremos del marcador. En la configuración usada, se usan dos sitios 
loxP modificados (lox66 y lox71), cada uno con una mutación diferente. Después de recombinación por recombinasa
cre, queda un sitio lox72 (Lambert et al., 2007), que tiene ahora dos mutaciones en lugar de una y ya no puede 
reconocerse por la recombinasa cre. Esto permite la deleción posterior de un segundo gen diana. Se ensayó este 25
método en una configuración de bácmido para retirar en serie en dos etapas los genes chi/v-cath (nucleótidos 
eliminados 105282-107954 según el mapa genético de AcMNPV (Ayres et al., 1994) y p10 (nucleótidos eliminados 
118839-119121) o p26/p10/p74 (nucleótidos eliminados 118044-121072). Se valoraron estas deleciones por PCR y 
secuenciación. Se transfectaron células Sf9 exitosamente con cada uno de los ADN de bácmido de deleción. Se 
observaron signos visibles de infección baculovírica 96 h después de la infección (interrupción de las capas 30
celulares, mayor diámetro y mortalidad de las células Sf9), lo que indica infectividad de ambos baculovirus 
Ac∆CC∆p10 y Ac∆CC∆p26p10p74.

Antes de la transposición del gen rep de AAV2 bajo los genes polh y cap de AAV8 bajo el promotor p10 y las 
secuencias de AAV-mSeAP en Ac∆CC∆p10, se transformaron células DH10 de E. coli, que contienen los diferentes 
constructos de bácmidos, con el plásmido pMON7124 (Luckow et al., 1993) para mediar una recombinación eficaz 35
de vectores de transferencia que contienen los constructos de interés en el sitio Tn7 del bácmido (Figura 1).

Después de la recombinación, y antes de la transfección de ADN de bácmido a las células Sf9, se verificó la 
ausencia de bácmido no recombinante. 

Se purificaron en placa los baculovirus y se amplificaron en dos pasadas. No se observó diferencia en términos de 
títulos de baculovirus (ufp/ml) o los niveles de proteína VP y Rep de AAV entre los baculovirus wt, ∆CC∆p10 y 40
∆CC∆p26p10p74 recombinantes. Se usaron entonces los baculovirus para efectuar la producción de rAAV.

La deleción de los genes quitinasa, catepsina y p10 no mejora la productividad de rAAV en células Sf9.

Se efectuaron producciones de vector de rAAV estándar en cultivos agitados que muestran claramente que la 
producción de baculovirus recombinante, de tipo silvestre o de tipo ∆CC∆p10 o de tipo ∆CC∆p26p10p74 era 
comparable, conduciendo a títulos de 2,09x1011 y 1,30x1011 y 2,11x1011 gv/ml, respectivamente. Igualmente, la 45
producción de AAV (transgén modelo: mSeAP) era prácticamente similar cuando se usan ambos baculovirus, 
conduciendo a títulos de 1,27x1010, 1,32x1010 y 1,40x1010 gv/ml, respectivamente (Figura 2A). La purificación de 
AAV usando cromatografía AVB condujo a aumentos del título a 4,25x1012, 2,47x1012 y 3,52x1012 gv/ml, 
respectivamente (Figura 2B).

Estos resultados indican que la retirada de algunos genes baculovíricos no esenciales del esqueleto baculovírico no 50
tiene impacto sobre la producción y purificación de vectores de rAAV.

El uso de un baculovirus con deleción de los genes quitinasa, catepsina y p10 o p26, p10, p74 reduce la 
degradación de partículas de rAAV.
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La ausencia de quitinasa y catepsina, en combinación con una deleción del ORF de p10 o una deleción de los genes 
p26, p10 y p74 tenía un efecto beneficioso sobre la integridad del vector de AAV. Lo más probablemente, la 
ausencia de actividad proteasa (catepsina) derivada del baculovirus conducía a una degradación de partícula 
vectorial reducida como se muestra por PAGE-SDS y análisis de transferencia Western (WB) (Figura 3). Estos 
métodos analíticos indicaban claramente la desaparición de al menos tres “bandas de degradación contaminantes” 5
específicas de VP. La banda de degradación contaminante principal de las tres bandas se localiza cerca de VP3 
(Figura 3). El uso de los baculovirus ∆CC∆p10 o ∆CC∆p26p10p74 en lugar de baculovirus wt conduce por tanto a 
una degradación del vector de rAAV reducida y a la desaparición de varios productos de degradación de VP.

Las partículas de rAAV producidas usando un baculovirus con deleción de los genes quitinasa, catepsina y
p10 o p26, p10, p74 exhibe mayor infectividad in vivo.10

La desaparición de ciertas bandas de proteína de tamaño menor en WB cuando se usan los baculovirus ∆CC∆p10 o 
∆CC∆p26p10p74 significa que la partícula del vector de rAAV se degrada menos y puede tener una mejor integridad, 
sugiriendo que puede mejorarse la infectividad/potencia in vivo. De hecho, cuando se inyectan partículas de rAAV-
mSeAP purificadas producidas con los tres esqueletos baculovíricos diferentes (wt, ∆CC∆p10 y ∆CC∆p26p10p74) 
por vía intramuscular en ratones (C57Black6), se observó actividad de mSeAP en el suero aproximadamente 1 15
semana después de la inyección. La actividad aumentaba hasta niveles de meseta de aproximadamente 5,8 ng/ml, 
23,2 ng/ml y 9,3 ng/ml cuando se usaba el esqueleto de wt y los esqueletos de ∆CC∆p10 y ∆CC∆p26p10p74 para la 
producción de AAV, respectivamente, a las 3 semanas después de la inyección (Figura 4A). La diferencia es del 
orden de un factor de 4 cuando se usa el esqueleto baculovírico de ∆CC∆p10 para la producción de rAAV en 
comparación con el esqueleto baculovírico de wt (p= 0,01). La diferencia es del orden de un factor de 2 cuando se 20
usa el esqueleto de ∆CC∆p26p10p74 en lugar del esqueleto de wt (p= 0,05).f

Treinta y cinco días después de la inyección, se sacrificaron los ratones y se analizaron histológicamente los 
músculos inyectados. En cuanto a los niveles séricos aumentados de actividad de mSeAP, los ratones inyectados 
con rAAV producido con el baculovirus ∆CC∆p10 mostraron una actividad de mSeAP considerablemente aumentada 
en el tejido muscular transducido en comparación con aquellos ratones inyectados con rAAV producido con el 25
sistema baculovírico wt. La actividad de mSeAP en el tejido muscular transducido con rAAV producido con 
∆CC∆p26p10p74 se encontraba en un intervalo medio en comparación con el rAAV producido con los otros dos 
esqueletos baculovíricos (Figure 4B). La actividad de mSeAP aumentada observada con rAAV producido con el 
baculovirus ∆CC∆p10 se correlaciona con un aumento del número de copias del genoma de rAAV suministradas a 
las células de músculo TA como se muestra por PCR cuantitativa (Figura 4C), ilustrando que se suministraban 3,25 30
veces más copias en comparación con el sistema de producción wt. De manera similar, la evaluación del número de 
copias del genoma de rAAV suministrado a las células de músculo TA después de la producción con baculovirus 
∆CC∆p26p10p74 conducía a un aumento de 2 veces en comparación con el uso de rAAV producido con el 
esqueleto baculovírico de wt (Figura 4C). Estos valores están bien de acuerdo con los niveles de actividad de 
mSeAP obtenidos con los diversos vectores baculovíricos. 35
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LISTADO DE SECUENCIAS

Tabla 1: Secuencias cebadoras usadas en este estudio

Cebador Secuencia 5’ a 3’ Fin*

CC-KO-F Inactivación génica de 
quitinasa/catepsina nt 
105771-107700

CC-KO-R

Quitinasa-
105625F

Verificación 

Catepsina-
107849R

Verificación

p10-KO-F Inactivación de la 
secuencia de 
codificación de p10 
(codón de inicio a 
codón de terminación) 
nt 118839-119121

P10-KO-R

p10-
118725-F

Verificación

p10-
119259-R

Verificación

M13 PUC 
F

Verificación de 
bácmidos transpuestos

M13 PUC 
R

Verificación de 
bácmidos transpuestos

Genta Verificación de 
bácmidos transpuestos

* La numeración de baculovirus es según Ayres et al. 1994
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> GENETHON

<120>SISTEMAS DE EXPRESIÓN DE BACULOVIRUS MEJORADOS5

<130> B1216PC00

<160> 11
10

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 114
<212> ADN15
<213> artificial

<220>
<223> cebador

20
<400> 1

<210> 2
<211> 11425
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador30

<400> 2

<210> 335
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>40
<223> cebador

<400> 3
cgcggccgta catggcgacg ccca 24

45
<210> 4
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

50
<220>
<223> cebador

<400> 4
gtttttaaag gtccaatatg gaatg 2555

<210> 5
<211> 84
<212> ADN

60
<213> artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 5

5

<210> 6
<211> 84
<212> ADN
<213> artificial10

<220>
<223> cebador

<400> 615

<210> 7
<211> 25
<212> ADN20
<213> artificial

<220>
<223> cebador

25
<400> 7
ccgggacctt taattcaacc caaca 25

<210> 8
<211> 2530
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador35

<400> 8
cagcatttgt tatacacaca gaact 25

<210> 940
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>45
<223> cebador

<400> 9
ccagtcacga cgttgtaaaa cg 22

50
<210> 10
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

55
<220>
<223> cebador

<400> 10
agcggataac aatttcacac agg 2360

<210> 11
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<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>5
<223> cebador

<400> 11
agccacctac tcccaacatc 20

10
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REIVINDICACIONES

1. Un genoma baculovírico recombinante que comprende los genes baculovíricos p26 y p74, en el que se 
interrumpen los genes baculovíricos catepsina, quitinasa y p10.

2. El genoma baculovírico recombinante según la reivindicación 1, en el que se interrumpe el gen p10 sin 
eliminar el promotor p10.5

3. El genoma baculovírico recombinante de la reivindicación 1 o 2, en el que el genoma baculovírico 
recombinante comprende una secuencia de interés heteróloga. 

4. Un baculovirus recombinante que comprende el genoma baculovírico recombinante según cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 3. 

5. Un método para la producción de un baculovirus recombinante, que comprende cultivar una célula 10
procariótica que contiene el genoma baculovírico recombinante según la reivindicación 1 o 3 en condiciones que 
permitan la producción de un baculovirus.

6. Una célula que comprende un genoma baculovírico recombinante según la reivindicación 1 a 3.

7. Un método para la producción de una proteína o ácido nucleico recombinante (p.ej., un ARN, un ADN o un 
genoma recombinante), que comprende la etapa de cultivo de una célula adaptada con un baculovirus recombinante 15
que comprende un genoma baculovírico recombinante según la reivindicación 3 que alberga una secuencia de 
interés heteróloga que codifica una proteína o ácido nucleico recombinante. 

8. Un método para la producción de un vector vírico o partícula similar a virus, que comprende la etapa de 
cultivar una célula adaptada con uno o varios baculovirus recombinantes que comprenden cada uno un genoma 
baculovírico recombinante que alberga una secuencia de interés heteróloga útil para producir dicho vector vírico o 20
partícula similar a virus, 

en el que todos los baculovirus recombinantes comprenden un genoma baculovírico recombinante que comprende 
los genes baculovíricos p26 y p74, en el que se interrumpen los genes baculovíricos catepsina, quitinasa y p10.

9. El método según la reivindicación 8 para la producción de un vector de AAV recombinante.
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Figura 1
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Figura 2ª

Figura 2B
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Figura 3A

Figura 3B
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Figura 4ª

Figura 4B
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Figura 4c
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