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DESCRIPCION
Células productoras para vectores retrovirales de replicacion competente
Referencia a solicitudes de patente relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad a tenor de 35 U.S.C. §119 sobre la solicitud provisional de n.° de serie
61/218,063, presentada el 17 de junio de 2009.

Campo de la técnica

La divulgacién se refiere a métodos para producir vectores retrovirales recombinantes de replicaciéon competente,
lineas celulares utiles para producir tales vectores y métodos de fabricacion y utilizacion de las lineas celulares.

Antecedentes

El ciclo de vida de los retrovirus implica una etapa donde el material genético del virus se inserta en el genoma de
una célula huésped. Esta etapa es esencial porque el acido nucleico viral insertado, el provirus, se replica a través
de la maquinaria de la célula huésped.

Como parte de este proceso, el genoma de ARN del retrovirus se replica a través de un intermedio de ADN
bicatenario antes de la insercién en el genoma de la célula huésped. La conversion inicial de la molécula de ARN
viral en una molécula de ADN de doble cadena (ADNdc) se realiza mediante una transcriptasa inversa. El ADNdc se
integra a continuaciéon en el genoma de la célula huésped mediante una integrasa para replicarse adicionalmente
mediante la maquinaria de la célula huésped. La transcriptasa inversa y la integrasa necesarias para la conversion
del ARN en ADNdc y para la integracion en el genoma del huésped son transportadas dentro de la particula virica
durante la infeccién. EI ADN proviral se transcribe finalmente utilizando la maquinaria huésped en muiltiples copias
de ARN. Estas moléculas de ARN se traducen después en péptidos o proteinas virales o se integran en particulas
viricas que se liberan de la célula al medio o el medio extracelular.

Un genoma de ARN retroviral generalmente comprende 6 regiones tipicas que conducen a la expresion de multiples
proteinas. Estas regiones incluyen las secuencias de los genes gag, pol y env asociadas con una sefial de
empaquetamiento, una sefial psi () y flanqueadas por regiones de repeticion terminal largas en 5'y / o0 3'. El gen
gag conduce a la expresion de los componentes proteicos del nucleo nucleoproteico del virus, mientras que los
productos del gen pol estan implicados en la sintesis de polinucleétidos y recombinacion. El gen env codifica los
componentes de la envuelta de la particula de retrovirus. Las regiones LTR 5 'y 3' incluyen promotores y ayudan a la
integracion del genoma viral en el ADN cromosémico de la célula huésped. La sefial psi se refiere a la sefial de
empaquetado retroviral que controla el empaquetamiento eficiente del ARN en la particula virica.

Debido a su capacidad para formar provirus, los retrovirus son utiles para modificar el genoma de una célula diana o
huésped y se han hecho diversas modificaciones a los retrovirus para su uso en terapia génica. La terapia génica
usando vectores retrovirales se realiza generalmente afiadiendo un polinucleétido heterélogo al genoma viral que
codifica o produce un polipéptido o transcrito de interés, empaquetando el genoma recombinante en una particula
virica e infectando una célula huésped diana. A continuacion, la célula diana incorporara el gen exégeno como una
parte de un provirus.

La mayoria de los vectores retrovirales se han vuelto "defectuosos" para evitar la propagacion incontrolada y la
produccion de viriones. Sin embargo, se ha informado poco sobre el desarrollo de sistemas de vectores retrovirales
competentes para la replicacion.

Sumario

La divulgacion proporciona lineas celulares y células productoras de particulas viricas Utiles para producir vectores
retrovirales recombinantes competentes para la replicacion para terapia génica.

La divulgacion proporciona generalmente una linea celular productora de retrovirus para la produccion de una
particula de retrovirus competente para la replicacion, comprendiendo la linea celular una linea celular de
fibrosarcoma, de osteosarcoma o de timoma, expresando de forma estable dicha linea celular una genoma retroviral
recombinante que comprende un gen gag, un gen pol, un gen env, un polinucleétido heterdlogo y un factor psi
retroviral (W) para el ensamblaje del genoma retroviral recombinante.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona especificamente una particula de retrovirus competente
para la replicaciéon de acuerdo con la reivindicacion 1.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir una particula de retrovirus
competente para la replicaciéon de acuerdo con la reivindicacion 5.
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En una realizacién, la particula de retrovirus competente para la replicacion se expresa de manera estable. En otra
realizacion, la semivida es mayor que 7 dias a 2-8 °C. En otra realizacion mas, las particulas viricas producidas a
partir de la linea celular no muestran pérdida de infectividad después de 12 meses de almacenamiento de la linea
celular a 65 °C. En otra realizacién mas, el vector producido es aproximadamente 100 % estable durante 3 meses o
mas y el mismo vector producido a partir de una linea celular transfectada transitoriamente con el mismo retrovirus
competente para la replicacion pierde al menos cinco veces la actividad a las 2 a 8 semanas en las mismas
condiciones de almacenamiento, en comparacioén con los titulos iniciales. En otra realizacién mas, el retrovirus
competente para al replicacion comprende: una proteina GAG retroviral; una proteina POL retroviral; una envoltura
retroviral; un polinucleétido retroviral que comprende secuencias de repeticion terminales largas (LTR) en el extremo
3 'de la secuencia polinucleotidica retroviral, una secuencia promotora en el extremo 5' del polinucleétido retroviral,
siendo dicho promotor adecuado para la expresion en una célula de mamifero, un dominio de acido nucleico gag, un
dominio de acido nucleico pol y un dominio de acido nucleico env; un casete que comprende un sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES) o un dominio de acido nucleico regulador unido operativamente a un polinucleétido
heterdlogo, donde el casete se sitia de 5' a 3' de LTR y en 3' del dominio de acido nucleico env que codifica la
envoltura retroviral; y secuencias que actuan en cis necesarias para la transcripcion inversa, empaquetado e
integracion en una célula diana, donde el RCR mantiene una mayor competencia de replicacion después de 6 pases
en comparacion con un vector pACE. En una realizacion, la secuencia polinucleotidica retroviral deriva del virus de
la leucemia murina (MLV), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV) o el virus de la leucemia de mono de
gibon (GALV), el virus del tumor mamario murino (MuMTYV), el virus del sarcoma de Rous, el virus de la leucemia de
gibon (GALV), el virus enddgeno del babuino (BEV) y el virus felino RD114. En una realizacion adicional, el MLV es
un LMV anfotrépico. En ofra realizacion mas, el retrovirus es un gammaretrovirus. En una realizacion, la secuencia
promotora esta asociada con un gen regulador del crecimiento. En aun otra realizacion, el dominio regulador de
acido nucleico comprende un promotor pol Il. En otra realizacion mas, la secuencia promotora comprende una
secuencia promotora especifica de tejido, tal como un elemento de respuesta a andrégenos. En una realizacion, el
elemento de respuesta a androgenos deriva de un promotor de probasina.

El vector retroviral producido por la linea celular productora comprende varios dominios. Por ejemplo, el promotor
comprende un promotor de CMV que tiene una secuencia como se expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde el
nucleodtido 1 hasta aproximadamente el nucleétido 582 y puede incluir la modificacién de una o mas bases de acido
nucleico y que es capaz de dirigir e Iniciar la transcripcion; un polinucleotido del dominio R-U5 de CMV comprende
una secuencia como se expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde aproximadamente el nucledtido 1 a
aproximadamente el nucledtido 1202 o secuencias que son al menos 95 % idénticas a una secuencia como se
expone en las SEQ ID N° 19, 20 o 22, donde el polinucledtido estimula la transcripcién de una molécula de acido
nucleico unida operativamente a la misma; el dominio de acido nucleico gag comprende una secuencia desde
aproximadamente el nucleétido nimero 1203 a aproximadamente el nucleétido 2819 de las SEQ ID NO: 19 0 22 o
una secuencia que tiene al menos una identidad de al menos el 95 %, 98 %, 99 % 0 99,8 % con la misma; el domino
pol comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido nimero 2820 a aproximadamente el nucleétido
6358 de las SEQ ID NO:19 o 22 o una secuencia que tiene una identidad de al menos 95 %, 98 %, 99 % 0 99,9 %
de la misma; el domino env comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido nimero 6359 a
aproximadamente el nucleétido 8323 de las SEQ ID NO:19 o 22 o una secuencia que tiene una identidad de al
menos el 95 %, 98 %, 99 % o0 99,8 % de la misma; el IRES comprende una secuencia desde aproximadamente el
nucleétido numero 8327 a aproximadamente el nucleétido 8876 de las SEQ ID NO:19 o 22 o una secuencia que
tiene una identidad de al menos el 95 %, 98 % o0 99 % de la misma; y el acido nucleico heterélogo comprende un
polinucleétido que tiene una secuencia como se expone en las SEQ ID NO:3, 5, 11, 13, 150 17.

La divulgacion también proporciona una preparacion libre de células que comprende particulas viricas obtenidas de
la linea celular productora de retrovirus descrita en el presente documento. En algunas realizaciones se prepara una
preparacion farmacéutica a partir de las particulas viricas aisladas.

La divulgacion también proporciona un método para producir una linea celular productora de vectores descrita en el
presente documento, que comprende transformar una linea celular 293 con un plasmido que codifica un vector
retroviral que comprende de 5' a 3" Una fusion CMV-R-U5 del promotor temprano inmediato de citomegalovirus
humano con una region R-U5 de MLV; un PBS, sitio de unién al cebador para la transcriptasa inversa; un sitio de
corte y empalme en 5'; sefial y de empaquetamiento; una secuencia de codificacién de gag para el antigeno
especifico del grupo de MLV; una secuencia de codificacion de pol para la poliproteina polimerasa de MLV; un sitio
de corte y empalme en 3'; una secuencia de codificacion 4070A para la proteina de la cubierta de la cepa 4070A de
MLYV; un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) del virus de la encefalomiocarditis o un dominio regulador de
acido nucleico; una secuencia de codificacion de la citosina desaminasa modificada; una tira de polipurina; y una
repeticion terminal larga U3-R-U5 de MLV; cultivar las células 293 para producir particulas viricas; aislar las
particulas viricas; infectar una linea celular HT1080 con las particulas viricas, produciendo de este modo una linea
celular HT1080 productora de retrovirus que produce particulas de retrovirus competentes para la replicacion; y
adaptar linea celular HT1080 productora de retrovirus que produce particulas de retrovirus competentes para la
replicacion y adaptar la linea celular HT1080 productora de retrovirus para su cultivo en medio sin suero y en
suspension, cultivar la linea celular adaptada en medio sin suero y en suspension para producir particulas virales, y
purificar de manera sustancial las particulas virales.
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La divulgacion también proporciona un método para producir una composiciéon para terapia génica que comprende
cultivar la linea celular descrita en el presente documento para producir particulas viricas y purificar sustancialmente
las particulas viricas.

La divulgacion también proporciona un banco celular que comprende la linea celular de la divulgaciéon. En algunas
realizaciones, la linea celular de la divulgacion se cultiva en suspension. En algunas realizaciones, la linea celular de
la divulgacioén se cultiva en medio libre de suero. En alguna realizacion, la linea celular se cultiva en medio libre de
suero.

Se presenta una copia electronica de una lista de secuencias y se incorpora en el presente documento en su
totalidad.

Los detalles de una o mas realizaciones de la divulgacion se exponen en las figuras y la descripcion adjunta que se
presentan a continuacion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la divulgacion seran evidentes a partir de la
descripcion y figuras y de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un proceso general de produccion de una linea celular productora y un banco de la
divulgacion.

La Figura 2 muestra un grafico de datos de muerte celular que muestran que los vectores modificados son mas
eficaces en comparacion con el CD original de tipo salvaje. El grafico también muestra que la estructura principal
modificada (T5.0007) es mas eficaz destruyendo que la estructura principal de pACE-CD. También se muestra
una tabla que cataloga las diversas construcciones de vectores y sus nombres.

La Figura 3A-F muestra (a) un esquema de un vector retroviral recombinante de la divulgacion; (b y ¢) un mapa
del plasmido de un polinucleétido de la divulgacion (Promotor de CMV:1 - 582; R: 583 - 650; U5: 651 - 1202; sitio
de union al cebador (PBS):728 - 776; sitio de corte y empalme en 5": 788 - 789; gag: 1203 - 2819; pol: 2820 -
6358; sitio de corte y empalme en 3": 3314 - 3315; 4070A env: 6359 - 8323; IRES de EMCV: 8327 - 8876;
yCD2:8877 - 9353; tira de polipurina (PPT): 9386 - 9404; U3:9405 - 9854; R:9855 - 9921; U5:9922 - 9998; (d y e)
a una secuencia de un polinucleoétido de la divulgacion (SEQ ID NO:19); (f) un esquema de una RCR de primera
y segunda generacion de la divulgacion.

La Figura 4 muestra que se observan niveles mas altos de proteina yCD2 en comparacién con la proteina yCD
de tipo salvaje en células U - 87 infectadas.

La Figura 5 muestra que un vector de la divulgacion es genéticamente estable después de 12 ciclos de pases
virales segun se evalué usando amplificacion por PCR. La figura también demuestra que los vectores de la
divulgacion son mas estables después de pases mas largos comparados con el vector pACE-CD (Kasahara et
al.). En particular, pAC3-CD es mas estable que pACE- CD, lo que demuestra que la estructura principal
cambiada ha hecho que el vector sea mas estable. Ademas, pACE-yCD1 (T5.0001) y -yCD2 (T5-0002) son mas
estables que pAC-yCD.

La Figura 6A-B muestra actividad de destruccion de células. (A) Ensayos de muerte celular; y (B) actividad
especifica de citosina desaminasa de células infectadas con diferentes vectores. (A) muestra que la citosina
desaminasa y el vector de la divulgacion destruyen las células infectadas al menos tan bien y tal vez mejor que el
original pACE-CD cuando las células infectadas con U87 estan expuestas a niveles crecientes de 5-FC. (B)
muestra que la actividad de CD especifica de la divulgacion (T5.0007, T5.0001 y T5.0002) esta aumentada en
comparacion con pACE-CD (T5.0000) y es esta en el orden T5.0000 <T5. 0007 <T5.0001 <T5.0002.

La Figure 7 muestra que los tumores U-87 (humanos) tratados con el vector CD de la divulgaciéon (también
denominados "Toca 511", "]pAC3-yCD2 (V)" y "T5.0002", véase, por ejemplo, la Figura 2) in vivo y explantados de
ratones tratados con 4 ciclos de 5-FC siguen siendo sensibles al farmaco.

La Figura 8 muestra informacion de dosificacion en un modelo de ratéon de xenoinjerto humano (U87) de cancer
de cerebro.

La Figura 9 muestra informacion de dosificacion y el efecto terapéutico en un modelo de ratén singénico.

La figura 10 muestra las curvas de dosis de potencia (véase el ejemplo 8) para el lote T003-002-40L (sin diluir y
a 1/100) a los 12 meses a < -65 °C.

La figura 11 muestra curvas de COSE de potencia para 3 lotes, M100-09 (dosis alta), M101-09 (dosis media) y
M102-09 (dosis baja) a los 6 meses a <-65 °C.

La figura 12 muestra los titulos diarios de los candidatos clonales HT1080 + T5.0002 para la produccion de
titulos de cultivos confluentes.

La figura 13 muestra la propagacion viral del vector T5.0006 (GFP) en tres lineas celulares de glioma canino a
los dias 1, 3 y 6 dias de infeccion.

La figura 14 muestra las tendencias de los titulos medidos de los lotes T003-002-40L y GMP a < -65 °C durante
12 meses.

La figura 15 muestra analisis de la transduccién de Toca 511 y Toca 621 sobre la cinética del crecimiento de
células tumorales S91 subQ. Se inyectaron tumores S91con el vector 10 dias después de la implantacion.

La figura 16 muestra la extension de T5.0006 purificado (vector GFP) producido en una linea productora estable
a través de tumores subcutaneos U87 en ratones desnudos, con el tiempo (0, 5, 9, 12, 26 dias).
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Descripcion detallada

Como se usa en el presente documento y las reivindicaciones adjuntas, las formas “uno”, “una” y “el" incluyen las
referencias en plural a menos que el contenido indique claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, la referencia
a "una célula" incluye una pluralidad de tales genes y la referencia a "el vector" incluye la referencia a uno o mas
vectores, y asi sucesivamente.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
descriptiva tienen el mismo significado que un experto en la técnica a la que la presente divulgacion pertenece
entiende habitualmente. Aunque en la practica de los métodos y composiciones divulgados se pueden usar cualquier
método y reactivo similar o equivalente a los descritos en el presente documento, a continuaciéon se describen
ejemplos de métodos y materiales.

Asimismo, el uso de “o” significa “y/0”, a menos que se indique lo contrario. De forma similar, "comprenden”,
"comprende”, "que comprende”, "incluyen”, "incluye" y "que incluye" son intercambiables y no pretenden ser
limitantes.

También se entendera que cuando las descripciones de diversas realizaciones usan el término "que comprende”, los
expertos en la técnica entenderian que, en algunos casos especificos, una realizaciéon se puede describir de forma
alternativa utilizando un lenguaje “consistente esencialmente en" o "que consiste en".

Las publicaciones tratadas anteriormente y a lo largo del texto se proporcionan ricamente para su divulgacion antes
de la fecha de presentacion de la presente solicitud. En el presente documento nada se tiene que interpretar como
admision de que los inventores no tienen el derecho de antedatar dicha divulgacion en virtud de la divulgacion
previa.

El término "RCR" tal como se utiliza en el presente documento pretende significar un retrovirus competente para la
replicacion (RCR). Un virus competente para la replicacion es una particula virica que tiene la capacidad para
replicarse por si misma en una célula huésped.

Como se usa en el presente documento, la expresion "vector plasmidico de RCR" significa un plasmido que incluye
todo o parte de un genoma retroviral, que incluye secuencias retrovirales de repeticién largas (LTR), una sefial de
empaquetamiento (y), y pueden incluir uno o mas polinucleétidos que codifican una o mas proteinas o polipéptidos
de interés, tal como un agente terapéutico o un marcador seleccionable. El término "terapéutico" se usa en un
sentido genérico e incluye agentes de tratamiento, agentes profilacticos y agentes de reemplazo.

Los términos "que transfecta" o "transfeccion" tal como se usan en el presente documento, se entiende que
significan la transferencia de al menos un acido nucleico exdgeno en una célula. El acido nucleico puede ser ARN,
ADN o una combinacién de ambos. El acido nucleico exdgeno se refiere a un acido nucleico que no se encuentra
como resultado de la division celular del huésped o la multiplicacion de la célula huésped.

Con el término "virus" tal como se usa en el presente documento se pretende significar el virus fisico o particula de
retrovirus.

La expresion “linea celular’, como se usa en el presente documento, se refiere a células cultivadas que se pueden
pasar (dividir) mas de una vez. La divulgacion se refiere a lineas celulares que se pueden pasar mas de 2 veces,
hasta 200 veces o mas e incluye cualquier numero entero entre ellas.

Las expresiones “expresion estable” y “que se expresa de forma estable” como se usa en el presente documento se
entiende que significan que el material genético se esta expresando de forma estable y/o esta integrado de forma
permanente y estable en el genoma de la célula huésped y, por lo tanto, tiene el mismo potencial de expresion en el
tiempo que el material genético nativo de la célula huésped.

Las expresiones “expresion transitoria” y “que se expresa de forma transitoria” como se usa en el presente
documento se entiende que significan que el periodo de expresion del material genético es temporal y/o no esta
integrado de forma permanente y estable en el genoma de la célula huésped y, por lo tanto, no tiene el mismo
potencial de expresion en el tiempo que el material genético nativo de la célula huésped.

Como se usa en el presente documento, el término secuencia de acido nucleico “heteréloga” o transgén se refiere a
(i) una secuencia que normalmente no existe en un retrovirus de tipo salvaje, (ii) una secuencia que se origina a
partir de una especie extrana o (iii) si procede de la misma especie, se puede modificar sustancialmente de su forma
original. Como alternativa, una secuencia de acido nucleico sin cambios que no se expresa normalmente en una
célula es una secuencia de acido nucleico heteréloga.

El término "terapéutico”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una accién que previene, invierte
o retarda el curso natural de una enfermedad o sus sintomas. Una accién terapéutica puede ser preventiva, curativa
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o simplemente paliativa y no significa que el paciente humano o animal afectado no muera de la enfermedad.

En una realizacion, una linea celular productora de la divulgacion es capaz de crecer en suspension o en un medio
libre de suero. La linea celular productora también puede crecer tanto en medio libre de suero como en suspension
simultaneamente. Aunque el medio libre de suero y la capacidad para crecer en suspension son las condiciones
tipicas, las células de la divulgacion (por ejemplo, células 293T) pueden cultivarse de manera adherente con medio
que contenga suero normal para lograr fines concretos. Tales fines pueden ser, por ejemplo, facilitar la transfeccion
de células o seleccionar clones de células. En la presente invencion, la linea celular HT1080 se ha adaptada para
crecer en medio libre de suero y en suspension.

El tipo de células productoras utilizadas para generar el retrovirus (descrito con mas detalle a continuacion) es util
para la produccion de particulas viricas competentes para la replicacion para liberacion génica y terapia génica.

La divulgacion proporciona un método para generar una linea celular productora que comprende transformar o
transfectar un primer tipo de células de mamifero con un vector de plasmido de RCR de la divulgacion, cultivar el
primer tipo de célula para producir particulas retrovirales, obtener un medio libre de células del primer tipo celular
que produce las particulas retrovirales, donde el medio libres de células comprende particulas retrovirales, poner en
contacto un segundo tipo de célula de mamifero con el medio para infectar el segundo tipo de células y cultivar el
segundo tipo de células para producir una linea celular productora que produce un vector retroviral competente para
la replicacion para su uso en la transformacion de células de mamiferos. El primer tipo de célula puede ser casi
cualquier tipo de célula de mamifero que sea capaz de producir virus después de la transfeccion y puede incluir
células HelLa, COS, de ovario de hamster chino (CHO) y HT1080, y la transfeccion puede ser con fosfato calcico u
otros agentes, tales como formulaciones lipidicas conocidas por los expertos en la técnica como utiles para la
transfeccion.

En la presente invencion, el primer tipo de célula es una célula 293 humana (también denominada a menudo células
HEK 293, células 293, o menos exactamente células HEK), que son una linea celular derivada originalmente de
células renales embrionarias humanas cultivadas en cultivo tisular. Las células HEK 293 se generaron mediante la
transformacion de cultivos de células renales embrionarias humanas normales con ADN de adenovirus 5 cortados.
Las células HEK 293 son faciles de cultivar y transfectar muy facilmente y se han usado ampliamente en la
investigacion de biologia celular durante muchos afios. También se usan en la industria biotecnolégica para producir
proteinas y virus terapéuticos para terapia génica.

En otra realizacion, el primer tipo de célula es una célula de mamifero transformada con un antigeno T grande de
SV40. En una realizacidon concreta se utilizan células 293T HEK. Una variante importante de esta linea celular es la
linea de células 293T que contiene el antigeno T grande de SV40, lo que permite la replicacion episomal de
plasmidos transfectados que contienen el origen de replicacion de SV40. Esto permite la amplificacion de los
plasmidos transfectados y la expresion temporal extendida de los productos génicos deseados.

El término "célula 293 humana", tal como se utiliza en el presente documento, incluye la linea celular HEK 293T, la
linea celular 293 humana (ATCC N.° CRL 1573) (Graham et al., J. Gen. Virol., Vol. 36, paginas 59-72 (1977)), o una
linea celular formada mediante transfeccién de células 293 con uno o mas vehiculos de expresion (por ejemplo,
vectores plasmidicos), incluyendo polinucleétidos que codifican diversas proteinas gag, pol y env. La envoltura
puede ser una envoltura anfotrépica, una envoltura ecotrépica, una envoltura xenotrépica, una envoltura GALV, una
envoltura RD114, una envoltura FeLV u otra envoltura retroviral. La envoltura también puede ser una envoltura de
una fuente heterdloga, tal como una envoltura de alfavirus. Tales células también pueden incluir otros polinucleétidos
tales como, por ejemplo, polinucledtidos que codifican marcadores seleccionables. Ejemplos de tales lineas
celulares incluyen, pero no se limitan a, 293T/17 (ATCC No. CCRL 11268); Anjou 65 (ATCC N.° CCRL 11269); Bosc
23 (CCRL 11270); y CAKS, también conocida como la linea celular (ATCC N.° CCRL 11554).

El primer tipo de célula (por ejemplo, células HEK 293T) puede transformarse con un vector plasmidico RCR de la
divulgacién en cualquier nimero de medios, incluyendo fosfato de calcio y similares. En la técnica se conocen las
condiciones de cultivo tipicas para células de mamifero, en particular células 293 humanas.

Una vez transformado el primer tipo de célula, se cultiva en condiciones para la produccién de particulas viricas.
Tales condiciones incluyen tipicamente células de realimentacion en medios apropiados, CO, y humedad. Las
condiciones de cultivo también pueden incluir la adicion de antibiéticos, antifungicos, factores de crecimiento y
similares. Tipicamente, el medio de realimentacion se recoge después de 24, 48, 72 o0 96 horas, y tal procedimiento
se conoce como procedimiento de transfeccidon de expresion transitoria.

Los medios de las células cultivadas anteriores pueden usarse directamente en cultivos adicionales. Como
alternativa, las particulas viricas en el medio de células cultivadas pueden aislarse usando cualquier nimero de
técnicas conocidas en la materia, incluyendo centrifugacion, técnicas de exclusion por tamafo, cromatografia de
intercambio anidnico y similares.

Cuando el medio se usa directamente, los medios se pueden afiadir al medio utilizado en el cultivo del segundo tipo
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celular. Cuando las particulas viricas se purifican en primer lugar sustancialmente, las particulas pueden lavarse o
resuspenderse en un tampdén o medio apropiado o en una concentracion particular para la infectividad antes de la
adicioén al segundo tipo celular, dando lugar a la generacion de una linea celular productora de expresion estable.

En la presente invencion, el segundo tipo celular es una linea celular HT1080 o un derivado de la misma. La linea
celular HT1080 de fibrosarcoma humano (ATCC, n.° de catalogo CCL-121) se puede obtener directamente de la
coleccion Americana de Cultivos Tipo (P.O. Box 1549, Manassas, VA). El método incluye infectar las células HT1080
con un RCR de la divulgacién para proporcionar una célula huésped transfectada de forma estable. La célula
huésped transfectada de forma estable puede cultivarse para producir particulas viricas para su uso en terapia
génica o liberacion génica o puede "depositarse en el banco" para su uso posterior, y puede ser un grupo de células
transfectadas o una linea celular clonada. Las células depositadas en el banco se pueden congelar y almacenar
usando técnicas conocidas en la materia.

Tipicamente, las células se cultivaran en medio libre de suero. En una realizacién, las células se cultivan en un
medio libre de animales o un medio definido utilizado para la preparacién de sustancias biolégicas para su
administracion a seres humanos. En la presente invencién, la linea celular HT180 productora de retrovirus se ha
adaptado para crecer en medio libre de suero y en suspension.

Inesperadamente, el proceso descrito anteriormente produce particulas viricas para terapia génica a partir de la
linea celular productora de expresion estable que tienen una estabilidad incrementada en comparacién con la
particula virica producida mediante un procedimiento de expresion transitoria.

La particula virica de RCR (por ejemplo, AC3-yCD2 (V)) se puede purificar sustancialmente a partir de los medios de
las células HT1080 + T5.002. El vector purificado puede lavarse, diluirse y resuspenderse en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable apropiado. Como alternativa, el vector purificado puede almacenarse por congelacion
o liofilizacion.

En una realizacion, AC3-yCD2 (V) se administrara como particulas retrovirales en solucion. La formulacion del vector
lleno final se denomina Toca 511 y se suministrara como una solucion acuosa estéril que contiene los siguientes
excipientes de formulacion (en mg / ml): sacarosa 10,0, manitol 10,0, NaCl 5,3, seroalbumina humana (HSA, Baxter)
1,0 y acido ascorbico 0,10.

Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, se puede usar cualquier nimero de vectores
retrovirales de la divulgacion con la linea celular productora y el proceso divulgados en el presente documento.

En los ejemplos especificos proporcionados en el presente documento, TOCA 511 se usa para demostrar los
métodos y composiciones de la invencion. Como se describe en el presente documento, TOCA 511 se refiere a un
vector retroviral competente para la replicacion codificado en un plasmido designado pAC3-yCD2 (también conocido
como T5.0002). El vector viral estda compuesto por un retrovirus competente para la replicacion derivado de un virus
de la leucemia murina (MLV) que codifica todos los componentes retrovirales (gag, pol y env) requeridos para la
replicacion viral, con la envoltura ecotropica original reemplazada con la envoltura anfotrépica del virus 4070A.

El vector TOCA 511 codifica un gen de la citosina desaminasa (CD) de levadura. Esta secuencia génica se ha
insertado aguas abajo de un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES) derivado del virus de de la
encefalomiocarditis (EMCV), que se inserta aguas abajo del gen env viral como se muestra en la Figura 5, a
continuacion. El gen en el vector TOCA 511 es un gen modificado de la citosina desaminasa de levadura. La
justificacion del uso de un gen de la CD modificado es permitir una conversion in vivo mas eficiente del profarmaco
flucitosina oral (5-FC) en el agente citotdxico activo fluorouracilo (5-FU).

Los métodos y composiciones de la divulgacion son aplicables a otros vectores y vectores retrovirales
recombinantes. La divulgacion describe varios vectores de modificacion y recombinantes que pueden ser producidos
por las lineas celulares y métodos de la divulgacion.

Los métodos y lineas celulares de la divulgacion incluyen construcciones recombinantes que comprenden una o mas
de las secuencias de acido nucleico que codifican un acido nucleico heterélogo de interés (por ejemplo, una citosina
desaminasa, tal como los polinucledtidos y polipéptidos proporcionados en las SEQ ID NO: 1-13), un gen de
interferon gamma o cualquiera de un numero de genes terapéuticos, tales como los divulgados en la solicitud de
patente publicada W02010036986. En una realizacion, el vector viral es un vector retroviral.

Los términos "vector", "construccion vectorial "y" vector de expresion" significan el vehiculo mediante el cual se
puede introducir una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) en una célula huésped, con el fin de
transformar el huésped y estimular la expresion (por ejemplo, la transcripcion y traduccion) de la secuencia
introducida. Los vectores tipicamente comprenden el ADN de un agente transmisible, donde se inserta ADN extrafio
que codifica una proteina mediante tecnologia de enzima de restriccion. Un tipo habitual de vector es un "plasmido”,
que generalmente es una molécula autocontenida de ADN bicatenario que puede aceptar faciimente ADN adicional
(extrafio) y que puede introducirse facilmente en una célula huésped adecuada. Un gran numero de vectores,
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incluyendo plasmidos y vectores fungicos, se han descrito para la replicacion y / o expresion en diversos huéspedes
eucariotas y procariotas. Entre los ejemplos no limitantes se incluyen plasmidos pKK (Clonetech), plasmidos pUC,
plasmidos pET (Novagen, Inc., Madison, Wis.), plasmidos pRSET o pREP (Invitrogen, San Diego, CA) o plasmidos
pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.) y muchas células huésped apropiadas, usando métodos divulgados o
citados en el presente documento o conocidos de otro modo por los expertos en la técnica relevante. Los vectores
de clonacién recombinantes incluiran a menudo uno o mas sistemas de replicaciéon para la clonaciéon o expresion,
uno o mas marcadores para la seleccion en el huésped, por ejemplo resistencia a los antibiéticos y uno o mas
casetes de expresion.

Los términos "expresa" y "expresion” significan permitir o hacer que la informacion en un gen o secuencia de ADN se
manifieste, por ejemplo produciendo una proteina activando las funciones celulares implicadas en la transcripcion y
traduccion de un correspondiente gen o secuencia de ADN. Una secuencia de ADN se expresa dentro o a través de
una célula para formar un "producto de expresion" tal como una proteina. El propio producto de expresion, por
ejemplo, la proteina resultante, también se puede decir que es "expresado" por la célula. Un polinucleétido o
polipéptido se expresa de forma recombinante, por ejemplo, cuando se expresa o se produce en una célula huésped
extrafia, bajo el control de un promotor extrafio o nativo, o en una célula huésped nativa bajo el control de un
promotor extraino.

En una realizacion, el vector es un vector viral. En una realizacién adicional, el vector viral es un vector retroviral
competente para la replicacién capaz de infectar solo las células de mamifero en replicacion. Los retrovirus se han
clasificado de varias maneras, pero la nomenclatura se ha normalizado en la ultima década (véase ICTVdB - The
Universal Virus Database, v 4 en la red en ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/ y el libro de texto "Retroviruses," Eds.
Coffin, Hughs y Varmus, Cold Spring Harbor Press 1997. El vector retroviral competente para la replicacion deriva de
la familia de virus Retroviridae y puede comprender un miembro de la subfamilia de Orthoretrovirinae, o mas
tipicamente comprende Un retrovirus del género gammaretrovirus. En una realizaciéon, un vector retroviral
competente para la replicacion comprende un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) en 5' un polinucleétido que
codifica una citosina desaminasa. En una realizacién, el polinucleétido que codifica una citosina desaminasa esta en
3' de un polinucleétido de env de un vector retroviral.

La divulgacion proporciona vectores retrovirales modificados. Los vectores retrovirales modificados pueden derivar
de miembros de la familia retroviridae. La clasificacion de esta familia ha cambiado varias veces durante los ultimos
diez a quince afos. En la actualidad, la familia Retroviridae se compone de dos subfamilias: Spumaretrovirinae, que
tiene un solo género, espumavirus (o virus espumosos), tal como el virus espumoso humano y de simio (HFV), y la
subfamilia Orthoretroviriniae, que tiene 6 géneros, betaretrovirus (por ejemplo, MMTV), gammaretrovirus (por
ejemplo, MLV), alfaretrovirus (por ejemplo ALV), deltaetrovirus (por ejemplo, BLV y HTLV-1) lentivirus (por ejemplo,
VIH 1) y retrovirus epsilon. Estas clasificaciones se hacen sobre la base de caracteristicas moleculares comunes,
tales como los marcos de lectura relativos para gag, pol y env, el procesamiento de las poliproteinas, los ARNt
individuales usados para cebar la transcripcion inversa y la naturaleza de las estructuras LTR. El método original de
clasificacion de retrovirus fue en los grupos A, B, C y D sobre la base de la morfologia de las particulas, como se
observo en el microscopio electronico durante la maduracion viral. Las particulas de tipo A representan las particulas
inmaduras de los virus de tipo B y D observadas en el citoplasma de las células infectadas. Estas particulas no son
infecciosas. Las particulas de tipo B brotan como viriones maduros de la membrana plasmatica mediante la
envoltura de particulas intracitoplasmicas de tipo A. En la membrana poseen un nucleo toroidal de 75 nm, del cual
se proyectan proyecciones de glicoproteinas largas. Después de la gemacion, las particulas de tipo B contienen un
nucleo excéntrico denso para los electrones. El betaretrovirus virus de tumor mamario de ratén (MMTV) tiene una
morfologia de tipo B, pero los betaretrovirus también pueden tener una estructura de tipo D. Las particulas de tipo D
se asemejan a las particulas de tipo B en que muestran como estructuras anulares en el citoplasma celular
infectado, que brotan de la superficie de la célula, pero el viridon incorpora proyecciones cortas de glicoproteinas en
la superficie. Los nucleos densos para los electrones también estan localizados excéntricamente dentro de las
particulas. El virus Mason Pfizer de mono (MPMV), también un betaretrovirus, es el prototipo de virus de tipo D. No
se pueden observar particulas intracitoplasmicas en las células infectadas por virus de tipo C. En su lugar, las
particulas maduras brotan directamente de la superficie celular a través de una condensaciéon en forma de 'C’
creciente que luego se cierra sobre si misma y queda encerrada por la membrana plasmatica. Las proyecciones de
glicoproteina de la envoltura pueden ser visibles, junto con un nucleo uniformemente denso para los electrones. La
gemacion se puede producir desde la membrana plasmatica superficial o directamente en vacuolas intracelulares.
Los alfetaretrovirus, los gammaretrovirus, los deltaetrovirus y los epsilonretrovirus tienen el aspecto estructural del
tipo C.

Los retrovirus se definen por la forma en que replican su material genético. Durante la replicacion, el ARN se
convierte en ADN. Después de la infeccion de la célula, se genera una molécula de doble cadena de ADN a partir de
las dos moléculas de ARN que se transportan en la particula virica mediante el proceso molecular conocido como
transcripcion inversa. La forma de ADN se integra covalentemente en el genoma de la célula huésped como un
provirus, a partir del cual se expresan ARN viricos con la ayuda de factores celulares y / o viricos. Los ARN viricos
expresados se empaquetan en particulas y se liberan como virién infeccioso.

La particula de retrovirus esta compuesta por dos moléculas de ARN idénticas. Cada genoma de tipo silvestre tiene
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una molécula de ARN monocatenario de sentido positivo, que esta protegida en el extremo 5 'y poliadenilada en la
cola 3'. La particula del virus diploide contiene las dos cadenas de ARN en complejo con proteinas gag, enzimas
viricas (productos del gen pol) y moléculas de ARNt del huésped dentro de una estructura 'nucleo’ de proteinas gag.
Alrededor y de esta capside y protegiéndola hay una bicapa lipidica, derivada de las membranas de las células
huésped y que contiene proteinas de la envoltura virica (env). Las proteinas env se unen a un receptor celular para
el virus y la particula entra tipicamente en la célula huésped a través de endocitosis mediada por receptor y / o
fusion de membrana.

Después de que la envoltura externa se desprende, el ARN del virus se copia a ADN mediante transcripcién inversa.
Esto esta catalizado por la enzima transcriptasa inversa codificada por la region pol y utiliza el ARNt de la célula
huésped empaquetado en el viridn como cebador para la sintesis de ADN. De esta manera, el genoma del ARN se
convierte en el genoma de ADN mas complejo.

ElI ADN lineal bicatenario producido mediante transcripcién inversa puede o no tener que circularizarse en el nucleo.
Ahora, el provirus tiene dos repeticiones idénticas en cada extremo, conocidas como repeticiones terminales largas
(LTR). Los extremos de las dos secuencias LTR producen el sitio reconocido por un producto de pol, la proteina
integrasa, que cataliza la integracion, de tal manera que el provirus esta siempre unido a dos pares de bases (pb)
del ADN del huésped desde los extremos de las LTR. Se observa una duplicacién de secuencias celulares en los
extremos de ambas LTR, que recuerdan el patron de integracion de elementos genéticos transponibles. Se piensa
que la integracion ocurre esencialmente de forma aleatoria dentro del genoma de la célula diana. Sin embargo,
modificando las repeticiones terminales largas es posible controlar la integracion de un genoma de retrovirus.

La transcripcion, el corte y empalme dl ARN vy la traduccion del ADN virico integrado estan mediadas por proteinas
de la célula huésped. Se generan transcripciones de corte y empalme variadas. En el caso de los retrovirus
humanos, las proteinas viricas HIV-1/2 y HTLV-I / Il también se usan para regular la expresion génica. La interaccion
entre los factores celulares y viricos es un factor en el control de la latencia del virus y la secuencia temporal en que
se expresan los genes viricos.

Los retrovirus pueden transmitirse horizontal y verticalmente. La transmision infecciosa eficiente de retrovirus
requiere la expresion en la célula diana de receptores que reconocen especificamente las proteinas de la envoltura
de virus, aunque los virus pueden usar rutas de entrada no especificas, independientes del receptor, con baja
eficiencia. Ademas, el tipo de célula diana debe ser capaz de soportar todas las etapas del ciclo de replicacion
después de que el virus se ha unido y ha penetrado. La transmision vertical se produce cuando el genoma del virus
se integra en la linea germinal del huésped. A continuacion, el provirus es transmitido de generacién en generacion
como si fuera un gen celular. Por lo tanto, se establecen provirus endégenos que frecuentemente estan latentes,
pero que pueden activarse cuando el huésped se expone a los agentes adecuados.

Como se ha mencionado anteriormente, el intermedio de ADN integrado se denomina provirus. La terapia génica
previa o los sistemas de liberacion de genes utilizan métodos y retrovirus que requieren la transcripcion del provirus
y el ensamblaje en virus infecciosos cuando estan en presencia de un virus auxiliar apropiado o en una linea celular
que contiene secuencias apropiadas que permiten la encapsidacion sin produccion coincidente de un virus auxiliar
contaminante. Como se describe mas adelante, no se requiere un virus auxiliar para la produccién del retrovirus
recombinante de la divulgacién, puesto que las secuencias para la encapsidacion se proporcionan en el genoma,
proporcionando de este modo un vector retroviral competente para la replicacion para la liberacion o terapia génicas.

El genoma retroviral y el ADN proviral de la divulgacion tienen al menos tres genes: gag, pol y env, estos genes
pueden estar flanqueados por una o dos repeticiones terminales largas (LTR), o en el provirus estan flanqueadas por
dos repeticiones terminales largas (LTR) y secuencias que contienen secuencias que actdan en cis, tales como psi.
El gen gag codifica las proteinas estructurales internas (de la matriz, la capside y la nucleocapside); el gen pol
codifica las proteinas ADN polimerasa dirigida por ARN (transcriptasa inversa), proteasa e integrasa; y el gen env
codifica las glicoproteinas de la envoltura viral. Las LTR en 5’ y/o 3’ controlan la transcripcion y la poliadenilacion de
los ARN de los viriones. La LTR contiene todas las demas secuencias de accidon en cis necesarias para la
replicacion del virus. Los lentivirus tienen genes adicionales que incluyen vif, vpr, tat, rev, vpu, nefy vpx (en VIH-1,
HIV-2y /o SIV).

Adyacente a la LTR en 5' se encuentran secuencias necesarias para la transcripcion inversa del genoma (el sitio de
union del cebador en ARNt) y para la encapsidacion eficaz del ARN del virus en particulas (el sitio Psi). Si las
secuencias necesarias para la encapsidacion (o empaquetamiento del ARN del retrovirus en el virion infeccioso) no
estan en el genoma viral, el resultado es un defecto cis que evita la encapsidacion del ARN virico genémico. Este
tipo de vector modificado es lo que se ha usado tipicamente en los sistemas de liberacion génica anteriores (es
decir, sistemas que carecen de elementos que son necesarios para la encapsidacion del virion).

En una primera realizacion, la divulgacion proporciona un retrovirus recombinante capaz de infectar un gen que no
esta en division, una célula en divisibn o una célula que tiene un trastorno proliferativo celular. El retrovirus
recombinante competente para la replicacion de la divulgacion comprende una secuencia polinucleotidica que
codifica una GAG virica, una POL virica, una ENV virica y un polinucleétido heterdlogo que se expresa después de
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que el vector virico infecta una célula diana, encapsulada dentro de un virion.

En una realizacion, la secuencia de acido nucleico heterdloga esta precedida por un promotor y esta unida
operablemente al promotor.

En otra realizacion, la secuencia de acido nucleico heteréloga esta precedida por un sitio interno de entrada al
ribosoma interno (IRES) y esta operativamente unida a los IRES.

Un sitio internos de entrada al ribosoma (“IRES") se refiere a un segmento de acido nucleico que estimula la entrada
o retencion de un ribosoma durante la traduccion de una secuencia de codificacion normalmente en 3' del IRES. En
algunas realizaciones, el IRES puede comprender un sitio donante/aceptor de corte y empalme, sin embargo, los
IRES preferidos carecen de un sitio donante/aceptor de corte y empalme. Normalmente, la entrada de los ribosomas
en el ARN mensajero tiene lugar a través de la tapa situada en el extremo 5' de todos los ARNm eucariéticos. Sin
embargo, hay excepciones a esta regla universal. La ausencia de una tapa en algunos ARNm viricos sugiere la
existencia de estructuras alternativas que permiten la entrada de ribosomas en un sitio interno de estos ARN. Hasta
la fecha, se ha identificado una serie de estas estructuras, denominadas IRES por su funcion, en la regiéon no
codificante 5' de los ARNm del virus no protegidos, tales como, en particular, los picornavirus, tales como el virus de
la poliomielitis (Pelletier et al., 1988, Mol. Cell. Biol., 8, 1103-1112) y el virus EMCV (virus de la encefalomiocarditis
(Jang et al., J. Virol., 1988, 62, 2636-2643). La divulgacion proporciona el uso de un IRES en el contexto de un
vector de retrovirus competente para la replicacion.

Dependiendo del uso pretendido del vector de retrovirus de la divulgacion, cualquier nimero de secuencias
polinuclectidicas o de acidos nucleicos heterdlogas se pueden insertar en el vector de retrovirus. Algunos ejemplos
se dan en el documento W0O2010/036986. Por ejemplo, para los estudios in vitro usados habitualmente se pueden
usar genes marcadores o genes indicadores, incluyendo resistencia a antibiéticos y moléculas fluorescentes (por
ejemplo, GFP). Las secuencias polinucleotidicas adicionales que codifican cualquier secuencia polipeptidica
deseada también se pueden insertar en el vector de la divulgacién. Cuando se busca la liberacion in vivo de una
secuencia de acido nucleico heterdloga, pueden usarse secuencias tanto terapéuticas como no terapéuticas. Por
ejemplo, la secuencia heterdloga puede codificar una molécula terapéutica, que incluye moléculas antisentido o
ribozimas dirigidas a un gen particular asociado con un trastorno proliferativo celular, la secuencia heteréloga puede
ser un gen suicida (por ejemplo, HSV-tk o PNP o citosina desaminasa), un ARN de interferencia pequefio o micro-
ARN, un factor de crecimiento o una proteina terapéutica (por ejemplo, Factor IX). Otras proteinas terapéuticas
aplicables a la divulgacion se identifican facilmente en la materia.

En una realizacion, el polinucledtido heterdlogo dentro del vector comprende una citosina desaminasa que se ha
optimizado para la expresion en una célula humana. En una realizacién adicional, la citosina desaminasa comprende
una secuencia que se ha optimizad para codones humanos y comprende mutaciones que aumentan la estabilidad
de la citosina desaminasa (por ejemplo, degradacion reducida o estabilidad térmica aumentada) en comparacion con
una citosina desaminasa de tipo silvestre. En aun otra realizacion, el polinucledtido heterdlogo codifica una
construccion de fusion que comprende una citosina desaminasa (optimizada para codones humanos o no
optimizada, mutada o no mutada) unida operablemente a un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene
actividad de UPRT u OPRT. En otra realizacion, el polinucleétido heterélogo comprende un polinucleétido CD de la
divulgacion (por ejemplo, SEQ ID NO: 3, 5, 11, 13, 15, 0 17).

En otra realizacion, el vector de retrovirus competente para la replicacién puede comprender un polinucleétido
heterélogo que codifica un polipéptido que comprende una citosina desaminasa (como se describe en el presente
documento) y puede comprender ademas un polinucleétido que comprende una molécula de miARN o ARNic unida
a un promotor especifico de tejido o de tipo celular.

Como se usa en el presente documento, la expresion "interferencia de ARN" (ARNi) se refiere al proceso de
silenciamiento génico postranscripcional especifico de secuencia mediado por acidos nucleicos de interferencia
cortos (ARNic). La expresion "agente capaz de mediar en la interferencia de ARN" se refiere a ARNic, asi como a
vectores de ADN y ARN que codifican ARNic cuando se transcriben dentro de una célula. Como se usa en el
presente documento, el término "ANic" se refiere a acido nucleico de interferencia corto. Con el término se pretende
abarcar cualquier molécula de acido nucleico que sea capaz de mediar en la interferencia de ARN especifica de
secuencia, por ejemplo ARN de interferencia corto (ARNic), ARN de doble cadena (ARNbc), microARN (miARN),
ARN de horquilla corto (ARNhc), oligonucleétido de interferencia corto, acido nucleico de interferencia corto,
oligonucledtido modificado de interferencia corto, ARNic modificado quimicamente, ARN silenciador de genes
posranscripcional (ARNsgpt) y otros.

El intervalo adecuado para disefiar longitudes del tallo de un duplex en horquilla incluye longitudes del tallo de 20-30
nucledétidos, 30-50 nucledétidos, 50-100 nucledtidos, 100-150 nucledtidos, 150-200 nucledtidos, 200-300 nucledtidos,
300-400 nucledtidos, 400-500 nucledtidos, 500-600 nucledtidos y 600-700 nucledtidos. El intervalo adecuado para
disefiar longitudes dl bucle de un duplex en horquilla incluye longitudes del bucle de 4-25 nucleétidos, 25-50
nucleotidos, o mas si la longitud del tallo del duplex de la horquilla es sustancial. En cierto contexto, las estructuras
en horquilla con regiones duplex que son mas largas de 21 nucleétidos pueden estimular el silenciamiento dirigido
por ARNic eficaz, con independencia de la secuencia del bucle y la longitud.
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Los retrovirus replicantes de la divulgacion también pueden usarse para modificar la enfermedad mediante la
expresion de ARNic o miARN modificado por ingenieria genética (Dennis, Nature, 418: 122 2002) que apaga o
disminuye la expresion de genes clave que gobiernan la proliferacion o la supervivencia de células enfermas,
incluyendo células tumorales. Dichas dianas incluyen genes como Rad 51, una enzima central en la reparacion del
ADN vy sin la cual el crecimiento celular se restringe drasticamente. Otras dianas incluyen muchas de las moléculas
de la via de sefalizacidon que controlan el crecimiento celular (Marquez y McCaffrey Hum Gene Ther. 19:27 2008).
Los vectores se replicaran a través del tumor y antes de que se produzca la inhibicion del crecimiento, el virus se
integra primero en el genoma del huésped y continua haciendo que el virus después del crecimiento de esa célula se
inhiba. Los métodos para seleccionar secuencias funcionales de miARN o ARNic son conocidos en la técnica. Es
una caracteristica clave en general en el disefio eficaz de secuencias de ARNic o miARN eficaces es, generalmente,
evitando los efectos "fuera de la diana". Sin embargo, para el uso de vectores de replicacion que son altamente
especificos de las células tumorales, tales como las de la divulgacion, estos efectos secundarios no son muy
importantes, ya que se espera que, en ultimo término, las células mueran. El vector de esta divulgacion se haria
usando células de otras especies para las que la proteina correspondiente no esta significativamente dirigida. Dichas
células incluyen lineas celulares de perro o lineas celulares de pollo. Como alternativa, el virus se produce mediante
transfeccién transitoria en células derivadas de 293 humanas u otra linea celular que permite una transfeccion
transitoria eficiente. Para este uso, el virus no necesita expresar un IRES y la secuencia de ARNic o miran
simplemente puede insertarse en un sitio conveniente en el genoma del virus. Este sitio incluye la regién aguas
abajo de la envoltura y aguas arriba de la 3'LTR del retrovirus de replicacién. Como alternativa, se pueden insertar
unidades de transcripcion de pollll en el genoma del virus con los ARNic o miARN apropiados, preferiblemente
aguas abajo del gen de la envoltura en 3'. Pueden insertarse diferentes secuencias de ARNic o miARN para
asegurar una regulacion por disminucion eficiente del gen diana o la regulacion por disminucién de mas de un gen.
Se pueden obtener secuencias y dianas adecuadas a partir de fuentes conocidas por los expertos en la técnica. Por
ejemplo:

e La base de datos de ARNic de MIT/ICBP http:(//)web.mit.edu/sirna/ - "The MIT [Massachusetts Institute of
Technology]/ICBP [Integrative Cancer Biology Program] siRNA Database es un esfuerzo realizado a nivel
universitario para catalogar estos reactivos validadse de forma experimental y poner la informacién a disposicion
de otros investigadores, tanto dentro como fuera de la comunidad del MIT. (Massachusetts Institute of
Technology).

e Recursos de RNAi Central - http:(//)katahdin.cshl.org:9331/RNAi_web/scripts/main2.pl RNAI, incluyendo
herramientas de disefio de ARNic o ARNhc. (Hannon Lab, Cold Spring Harbor Laboratory)

e Laweb de ARNi, http:(//)www.rnaiweb.com/ General resource.

e El programa de disefio de ARNic especifico de dianas siDIRECT - http:(//)genomics.jp/sidirect/ Online target-
specific para interferencia de ARN de mamifero. (Universidad de Tokio, Japon).

e Base de datos de ARNic — Una exhaustiva base de datos de ARNic que contiene dianas de ARNic contra todas
las secuencias de ARNm conocidas a lo largo de diversos organismos. (Parte del sitio web de biologia de los
sistemas de Protein Lounge).

e Base de datos de ARNic y recursos para estudios de interferencia de ARN http:(//)www.rnainterference.org/

e Selector de ARNic, http:(//)bioinfo.wistar.upenn.edu/siRNA/siRNA.htm. Se us6é un conjunto de normas para
evaluar la funcionalidad del ARNic en base a los parametros termodinamicos (Khvorova et al., 2003, Schwarz et
al., 2003) y determinantes relacionados con la secuencia desarrollados por Dharmacon (Reynolds et al., 2004).
La especificidad se determina usando BLAST contra las bases de datos UniGene. (Wistar Institute)

e Buscador de dianas de ARNic http:(//)www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html (Ambion)

Los retrovirus de replicacion de la divulgacion también pueden expresar dianas para ARNic de origen natural que
estan restringidos en cuando a la expresion a tipos celulares concretos, de modo que la replicacion del vector se
inhibe significativamente en dichos tipos de células. Para fines antitumorales, algunas células normales en el cuerpo
que se replican de forma natural en algun nivel son células hematopoyéticas, células del revestimiento del intestino y
algunas células endoteliales. Estos son entonces sitios potenciales donde el virus que esta en la circulaciéon podria
infectar productivamente. En general esto seria indeseable. Cualquier infeccion dispersa de células como estas
puede inhibirse mediante la inclusion de una diana para ARNic de origen natural o una combinacion de ARNic en
estos tipos de células. Ya se ha demostrado alguna viabilidad del uso de dianas de ARNic para suprimir las
respuestas inmunitarias. (Brown et al. Nat Biotechnol. 2007 25:1457-67). Estos dianas son pequefias secuencias de
ARN con una coincidencia homologa con las secuencias de ARNic que se producen de forma natural. Estas
secuencias pueden insertarse en cualquier sitio conveniente en los vectores de la presente invencién sin, en
general, una consecuencia perjudicial significativa para la viabilidad del vector, que no sea en una célula del tipo
deseado. Los vectores se pueden fabricar y utilizar como se ha descrito anteriormente. La diana del ARNic puede
insertarse en 3' del transgén pero antes de la 3'LTR o aguas arriba del IRES, pero después del extremo 3' de la
envoltura. En general, la diana no se insertaria en las secuencias de codificacion de proteinas.

En ofras realizaciones adicionales, el polinucleétido heterélogo puede comprender una citocina, tal como una
interleucina, interferon gamma o similar.

Generalmente, el virus recombinante de la divulgacion es capaz de transferir una secuencia de acido nucleico a una
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célula diana.

La expresion "dominio regulador de acido nucleico" se refiere colectivamente a secuencias promotoras (por ejemplo,
secuencias promotoras de pol Il), sefiales de poliadenilacion, secuencias de terminacion de la transcripcion,
dominios reguladores aguas arriba, origenes de replicacion, potenciadores y similares, que colectivamente
proporcionan la replicacion, transcripcion y traduccion de una secuencia de codificacion una célula receptora. No
todas estas secuencias de control deben estar siempre presentes, con la condicién de que la secuencia de
codificacion seleccionada pueda replicarse, transcribirse y traducirse en una célula huésped apropiada. Un experto
en la técnica puede identificar facilmente la secuencia de acido nucleico reguladora a partir de bases de datos y
materiales publicos. Adicionalmente, un experto en la técnica puede identificar una secuencia reguladora que sea
aplicable para el uso pretendido, por ejemplo, in vivo, ex vivo o in vitro.

La expresion “region promotora” se utiliza en el presente documento en su sentido habitual para hacer referencia a
una region nucleotidica que comprende una secuencia reguladora de ADN, donde la secuencia reguladora deriva de
un gen que es capaz de unirse a la ARN polimerasa e iniciar la transcripcion de una secuencia codificante aguas
abajo (direccién 3'). La secuencia reguladora puede ser homoéloga o heterdloga de la secuencia génica deseada. Por
ejemplo, se puede utilizar una amplia gama de promotores, incluyendo promotores de virus o de mamifero, como se
ha descrito anteriormente.

La secuencia de acido nucleico heteréloga esta tipicamente bajo el control de las sefiales promotoras-potenciadoras
de LTR del virus o un promotor interno y sefiales retenidas dentro de la LTR del retrovirus todavia puede dar lugar a
una integracion eficiente del vector en el genoma de la célula huésped. Por consiguiente, los vectores de retrovirus
recombinantes de la divulgacion, las secuencias, genes y / o fragmentos génicos deseados pueden insertarse en
varios sitios y bajo diferentes secuencias reguladoras. Por ejemplo, un sitio para la insercion puede ser el sitio
proximal del promotor / potenciador del virus (es decir, el locus del gen dirigido por LTR 5'). Como alternativa, las
secuencias deseadas pueden insertarse en un sitio distal de la secuencia reguladora (por ejemplo, la secuencia
IRES en 3' del gen env) o cuando hay dos o mas secuencias heterélogas presentes, una secuencia heterologa
puede estar bajo el control de una primera regién reguladora y una segunda secuencia heteréloga bajo el control de
una segunda region reguladora. Otros sitios distales incluyen secuencias promotoras del virus, donde la expresion
de la secuencia o secuencias deseadas es mediante corte y empalme del cistron proximal del promotor, se puede
usar un promotor heterélogo interno como SV40 o CMV, o un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES).

En una realizacion, el genoma del retrovirus de la divulgacion contiene un IRES que comprende un sitio de clonacion
para la insercion de una secuencia polinucleotidica deseada. En una realizacion, el IRES se localiza en 3' del gen
env en el vector del retrovirus, pero en 5' del acido nucleico heterélogo deseado. De acuerdo con esto, una
secuencia polinucleotidica heteréloga que codifica un polipéptido deseado puede estar operativamente unida al
IRES.

En otra realizacion, se incluye una secuencia polinucleotidica de direccionamiento como parte del vector de
retrovirus recombinante de la divulgacion. La secuencia polinucleotidica dirigida es un ligando dirigido (por ejemplo,
hormonas peptidicas, tales como heregulina, anticuerpos de cadena sencilla, un receptor o un ligando para un
receptor), un elemento regulador especifico de tejido o especifico de tipo celular (por ejemplo, un promotor o
potenciador especifico de tejido o especifico de tipo de célula), o una combinaciéon de un ligando dirigido y un
elemento regulador especifico de tejido/especifico de tipo celular. Preferiblemente, el ligando dirigido esta unido
operativamente a la proteina env del retrovirus, creando una proteina env retrovirica quimérica. Las proteinas GAG
virica, POL virica y ENV virica pueden derivar de cualquier retrovirus adecuado (por ejemplo, derivado de MLV o de
lentivirus). En otra realizacion, la proteina ENV virica no deriva de retrovirus (por ejemplo, alfavirus, CMV o VSV).

El retrovirus recombinante de la divulgacion esta, por lo tanto, genéticamente modificado de tal manera que el virus
esta dirigido a un tipo de célula particular (por ejemplo, células de musculo liso, células hepaticas, células renales,
fibroblastos, queratinocitos, células madre mesenquimatosas, células de médula 6sea, condrocitos, células
epiteliales, células intestinales, células neoplasicas, células de glioma, células neuronales y otras conocidas en la
técnica), de forma que el genoma de acido nucleico se libera a una diana que no esta en division, una célula diana
en division o a una célula diana que tiene un trastorno proliferativo celular. El direccionamiento se puede lograr de
dos maneras. La primera forma dirige el retrovirus a una célula diana mediante la uniéon a células que tienen una
molécula sobre la superficie externa de la célula. Este método de dirigir el retrovirus utiliza la expresion de un ligando
dirigido sobre la capa del retrovirus para ayudar a dirigir el virus a células o tejidos que tienen un receptor o molécula
de unién que interacciona con el ligando dirigido sobre la superficie del retrovirus. Después de la infeccion de una
célula por el virus, el virus inyecta su acido nucleico en la célula y el material genético del retrovirus puede integrarse
en el genoma de la célula huésped. El segundo método de dirigir utiliza elementos reguladores especificos de
células o de tejidos para estimular la expresion y la transcripcion del genoma viral en una célula diana que utiliza
activamente los elementos reguladores, como se describe con mayor detalle a continuacion. A continuacion, el
material genético de retrovirus transferido se transcribe y se traduce en proteinas dentro de la célula huésped. El
elemento regulador dirigido esta tipicamente unido alaLTR en 5'y /o 3', creando una LTRB quimérica.

Mediante la insercion de una secuencia heteréloga de acido nucleico de interés en el vector viral de la divulgacion,
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junto con otro gen que codifica, por ejemplo, el ligando de un receptor sobre una célula diana especifica, el vector es
ahora especifico de la diana. Los vectores viricos pueden hacerse especificos de la diana a través de la unién de,
por ejemplo, un azucar, un glicolipido o una proteina. El direccionamiento se puede lograr usando un anticuerpo
para dirigir el vector viral. Los expertos en la técnica conoceran, o pueden determinar facilmente, secuencias de
polinucledtidos especificos que pueden insertarse en el genoma del virus o proteinas que se pueden unir a una
envoltura virica para permitir la liberacion especifica de la diana del vector virico que contiene la secuencia de acido
nucleico de interés.

De este modo, la divulgacion incluye, en una realizacion, una proteina env quimérica que comprende una proteina
env del retrovirus unida operativamente a un polipéptido dirigido. El polipéptido de orientacion puede ser una
molécula receptora especifica de célula, un ligando para un receptor especifico de célula, un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo para un epitopo antigénico especifico de célula o cualquier otro ligando facilmente identificado en la
técnica que sea capaz de unirse o interaccionar con una célula diana. Entre los ejemplos de polipéptidos o
moléculas dirigidos se incluyen anticuerpos bivalentes usando biotina-estreptavidina como enlazadores (Etienne-
Julan et al., J. Of General Virol., 73, 3251-3255 (1992); Roux et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 86, 9079-9083
(1989)), virus recombinante que contiene en su envoltura una secuencia que codifica una region variable del
anticuerpo monocatenario contra un hapteno (Russell et al., Nucleic Acids Research, 21, 1081-1085 (1993)),
clonacioén de ligandos de hormonas peptidicas en la envoltura del retrovirus (Kasahara et al., Science, 266, 1373-
1376 (1994)), construcciones quiméricas EPO/env (Kasahara et al., 1994), anticuerpo monocatenario contra el
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la envoltura del MLV ecotropico, lo que da lugar a una infeccion
especifica de células HeLa que expresan el receptor de LDL (Somia et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 92, 7570-7574
(1995)), de forma similar, la gama de huéspedes del ALV se puede alterar mediante la incorporacion de un ligando
de integrina, lo que permite al virus cruzar la barrera de las especies para infectar especificamente células de
glioblastoma de rata (Valsesia-Wittmann et al., J. Virol. 68, 4609-4619 (1994)), y Dornberg y colaboradores (Chu y
Dornburg, J. Virol 69, 2659-2663 (1995)) han comunicado el direccionamiento especifico de tejido del virus de
necrosis del bazo (SNV), un retrovirus aviar, usando envolturas que contienen anticuerpos monocatenarios contra
marcadores tumorales.

La divulgacién proporciona un método de produccion de un retrovirus recombinante capaz de infectar una célula
diana, que comprende transfectar una célula huésped adecuada con lo siguiente: un vector que comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica una gag virica, una pol virica y una env virica, donde el vector contiene un
sitio de clonacién para la introduccion de un gen heterélogo, operativamente unido a una secuencia de acido
nucleico reguladora, y la recuperacion del virus recombinante.

El retrovirus y los métodos de la divulgacion proporcionan un retrovirus competente para la replicacion que no
requiere virus auxiliar ni secuencia de acido nucleico o proteinas adicionales para propagar y producir viriones. Por
ejemplo, las secuencias de acido nucleico del retrovirus de la divulgacion codifican, por ejemplo, un antigeno
especifico de grupo y transcriptasa inversa, (e integrasa y enzimas proteasas necesarias para la maduracion y la
transcripcion inversa), respectivamente, como se ha tratado anteriormente. Las gag y pol viricas pueden derivar de
un lentivirus, tal como VIH o un gammaretrovirus tal como MoMLV. Ademas, el genoma de acido nucleico del
retrovirus de la divulgacion incluye una secuencia que codifica una proteina de la envoltura del virus (ENV). El gen
env puede derivar de cualquier retrovirus. La proteina env puede ser una proteina anfotrépica de la envoltura que
permite la transduccion de células de seres humanos y de otras especies, una proteina ecotropica de la envoltura,
que es capaz de transducir solo células de raton y de rata, una envoltura xenotrépica, una envoltura GALV, una
envoltura RD114, una envoltura de FeLV u otra envoltura de retrovirus. La envoltura también puede ser una
envoltura de una fuente heterdloga, tal como un alfavirus, CMV o VSV. Ademas, puede ser deseable dirigir el virus
recombinante mediante la unién de la proteina de la envoltura con un anticuerpo o un ligando en particular dirigido a
un receptor de un tipo celular en particular. Como se ha mencionado anteriormente, los vectores retrovirales pueden
hacerse especificos de la diana mediante la insercion de, por ejemplo, un glicolipido o una proteina. El
direccionamiento se logra a menudo usando un anticuerpo para dirigir el vector retroviral a un antigeno en un tipo de
célula en particular (por ejemplo, un tipo celular encontrado en un cierto tejido, o un tipo de célula cancerosa). Los
expertos en la técnica conoceran, o pueden determinar facilmente sin experimentacién excesiva, métodos
especificos para lograr la liberacién de un vector retroviral a un objetivo especifico. En otra realizacion, el gen env no
deriva de un retrovirus (por ejemplo, alfavirus, CMV o VSV). Entre los ejemplos de genes env derivados de retrovirus
se incluyen, pero no se limitan a: virus de la leucemia murina Moloney (MoMuLV), virus del sarcoma murino de
Harvey (HaMuSV), virus del tumor mamario murino (MuMTYV), virus de la leucemia del mono gibén (GaLV), virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus del sarcoma de Rous (RSV). También pueden usarse otros genes env,
tales como el virus de la estomatitis vesicular (VSV) (proteina G), la envoltura de citomegalovirus (CMV) o la
hemaglutinina (HA) del virus de la gripe.

En una realizacion, el genoma retroviral deriva de un gammaretrovirus y, mas particularmente, un gammaretrovirus
de mamifero. Por "derivado" se entiende que la secuencia polinucleotidica parental es un gammaretrovirus de tipo
salvaje que se ha modificado mediante insercion o eliminacién de secuencias de origen natural (por ejemplo,
insercion de un IRES, insercion de un polinucledétido heterdlogo que codifica un polipéptido o acido nucleico inhibidor
de Interés, mezcla de un promotor mas eficaz de un retrovirus o virus diferente en lugar del promotor de tipo salvaje
y similares).

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2718 546 T3

A diferencia de los retrovirus recombinantes producidos por métodos estandar en la técnica que son defectuosos y
requieren ayuda para producir particulas de vectores infecciosas, la divulgacion proporciona un retrovirus que es
competente para la replicacion.

En ofra realizacion, la divulgacion proporciona vectores retrovirales que son dirigidos usando secuencias
reguladoras. Se pueden utilizar secuencias reguladoras especificas de células o tejidos (por ejemplo, promotores)
para dirigir la expresion de secuencias génicas en poblaciones de células especificas. Los promotores de mamifero
y viricos adecuados para la divulgacion se describen en otra parte del presente documento. Por consiguiente, en
una realizacion, la divulgacion proporciona un retrovirus que tiene elementos promotores especificos de tejido en el
extremo 5 'del genoma retroviral. Preferiblemente, los elementos / secuencias reguladoras especificas de tejido
estan en la regién U3 de la LTR del genoma retroviral, incluyendo, por ejemplo, promotores y potenciadores
especificos de células o tejidos a células neoplasicas (por ejemplo, potenciadores y promotores especificos de
células tumorales) y promotores inducibles (por ejemplo, tetraciclina).

Las secuencias de control de la transcripcion de la divulgacion también pueden incluir secuencias de control de la
transcripcion de origen natural asociadas de forma natural con un gen que codifica un superantigeno, una citocina o
una quimiocina.

En algunas circunstancias, puede ser deseable regular la expresion. Por ejemplo, se pueden utilizar diferentes
promotores del virus con intensidades variables de actividad, dependiendo del nivel de expresion deseado. En
células de mamifero, el promotor temprano inmediato de CMV se utiliza a menudo para proporcionar una fuerte
activacion de transcripcion. También se han utilizado versiones modificadas del promotor de CMV que son menos
potentes cuando se desean niveles reducidos de expresion del transgén. Cuando se desea la expresion de un
transgén en células hematopoyéticas, se usan a menudo promotores retrovirales tales como las LTR de VLM o
VTMM. Otros promotores virales que pueden usarse incluyen SV40, LTR de VRS, LTR de VIH-1 y VIH-2,
promotores de adenovirus tales como de la region E1A, E2A o MLP, LTR de VAA, virus del mosaico de coliflor, VHS-
TK'y virus de sarcoma aviar.

De manera similar, pueden usarse promotores selectivos o especificos de tejidos para efectuar la transcripcion en
tejidos especificos o células de modo que se reduzca la toxicidad potencial o los efectos no deseados a tejidos no
seleccionados como diana. Por ejemplo, pueden usarse promotores tales como el PSA, probasina, fosfatasa de
acido prostatico o calicreina glandular especifica de la prostata (hK2), para dirigir la expresion génica en la prostata.
Otros promotores/dominios reguladores que se pueden usar se exponen en la Tabla 1.

En ciertas indicaciones, puede ser deseable activar la transcripcion en momentos especificos tras la administracion
del vector de terapia génica. Esto puede hacerse con promotores tales como aquéllos que son regulables por
hormonas o citocinas. Por ejemplo, en las aplicaciones de terapia génica donde la indicaciéon es un tejido gonadal
donde se producen o al que se envian esteroides especificos, puede ser ventajoso el uso de promotores regulados
por andrégenos o estrégenos. Tales promotores que son regulables por hormonas incluyen VTMM, MT-1, ecdisona
y RuBisco. Se pueden usar otros promotores regulados por hormonas tales como aquellos que responden a
hormonas tiroideas, hipofisarias y suprarrenales. Los promotores que responden a citocinas y proteinas inflamatorias
que pueden usarse, incluyen cininégeno Ky T (Kageyama et al., 1987), c-fos, TNF-alfa, proteina reactiva C (Arcone
et al., 1988), haptoglobina (Oliviero et al., 1987), suero amiloide A2, C/EBP alfa, IL-1, IL-6 (Poli y Cortese, 1989),
complemento C3 (Wilson et al., 1990), IL-8, alfa-1 glicoproteina acida (Prowse y Baumann, 1988), alfa-1 antitripsina,
lipoproteina lipasa (Zechner et al., 1998), angiotensindgeno (Ron et al., 1991), fibrindgeno, c-jun (inducible por
ésteres de forbol, TNF-alfa, radiacion UV, acido retinoico y peréxido de hidrégeno), colagenasa (inducida por ésteres
de forbol y acido retinoico), metalotioneina (inducible por glucocorticoide y metales pesados), estromelisina
(inducible por éster de forbol, interleucina-1 y EGF), alfa-2-macroglobulina y alfa-1-antiquimotripsina. También
pueden usarse promotores especificos de tumores, tales como osteocalcina, elemento respondedor a la hipoxia
(HRE), MAGE-4, ACE, alfa-fetoproteina, GRP78/BiP y tirosinasa, para regular la expresién génica en células
tumorales.

Ademas, esta lista de promotores no debe interpretarse como que es exhaustiva o limitante, los expertos en la
técnica conoceran otros promotores que pueden usarse junto con los promotores y métodos dados a conocer en el
presente documento.

TABLA 1 PROMOTORES ESPECIFICOS DE TEJIDO

Tejido Promotor

Pancreas Insulina Elastina Amilasa pdr-1 pdx-1 glucoquinasa

Higado Albumina PEPCK potenciador de HBV a fetoproteina apolipoproteina C a-1 antitripsina
vitelogenina, NF-AB Transtiretina

Musculo Cadena H de miosina creatina quinasa de musculo Distrofina calpaina p94 a-actina esquelética

esquelético troponina 1 rapida

Piel Queratina K6 Queratina K1
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Tejido Promotor
Pulmon CFTR Citoqueratina humana 18 (K18) Proteinas tensioactivas pulmonares A, By C CC-10 P1
Musculoliso  sm22 a SM-alfa-actina

Endotelio Endotelina-1 E-selectina factor de von Willebrand TIE (Korhonen et al., 1995) KDR / flk-1
tirosinasa de melanocitos

Tejido adiposo Lipoproteina lipasa (Zechner et al, 1988) Adiposina (Spiegelman et al., 1989) acetil-CoA
carboxilasa (Pape y Kim, 1989) glicerofosfato deshidrogenasa (Dani et al., 1989) adipocito P2
(Hunt et al., 1986)

Sangre B-globina
Glioma GFAP, nestina, Msi 1 (J. Huang et al. Acta Biochim Biophys Sin 2010, 42: 274-280)

Los “elementos reguladores especificos de los tejidos” son elementos reguladores (por ejemplo, promotores) que
son capaces de dirigir la transcripcion de un gen en un tejido mientras permanece en gran parte "silencioso" en
otros. Se entenderd, sin embargo, que los promotores especificos de tejidos pueden tener una cantidad detectable
de actividad "de fondo" o "base" en los tejidos donde son silenciosos. El grado en el que un promotor se activa
selectivamente en un tejido diana se puede expresar como una relacion de selectividad (actividad en un tejido /
actividad diana en un tejido de control). A este respecto, un promotor especifico de tejido util en la practica de la
divulgacion tiene tipicamente una relacion de selectividad mayor de aproximadamente 5. Preferiblemente, la relacion
de selectividad es mayor que aproximadamente 15.

Se entendera ademas que ciertos promotores, aunque no estan restringidos en actividad a un solo tipo de tejido,
puede mostrar, sin embargo, selectividad en cuanto a que pueden ser activos en un grupo de tejidos y menos
activos o silenciosos en otro grupo. Tales promotores se denominan también "especificos de tejido" y se contemplan
para su uso con la divulgacion. Por ejemplo, los promotores que son activos en una diversidad de neuronas del
sistema nervioso central (SNC) pueden ser terapéuticamente Utiles en la proteccién contra el dafo debido a
accidentes cerebrovasculares, que puede afectar a cualquiera de varias regiones diferentes del cerebro. De acuerdo
con ello, los elementos reguladores especificos de tejido utilizados en la divulgacion tienen aplicabilidad a la
regulacion de las proteinas heterdlogas, asi como una aplicabilidad como una secuencia polinucleotidica diana en
los presentes vectores retrovirales.

Los vectores retrovirales y el polinucleétido CD vy el polipéptido de la divulgacion pueden usarse para tratar una
amplia gama de enfermedades y trastornos que incluyen una serie de enfermedades y trastornos proliferativos de
células (véanse, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos 4.405.712 y 4.650.764; Friedmann, 1989, Science,
244:1275-1281; Mulligan, 1993, Science, 260:926-932, R. Crystal, 1995, Science 270:404-410, véase también, The
Development of Human Gene Therapy, Theodore Friedmann, Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1999. ISBN 0-87969-528-5.

La frase célula "que no se divide" se refiere a una célula que no pasa por mitosis. Las células que no se dividen
pueden estar bloqueadas en cualquier punto del ciclo celular (por ejemplo, Go/G1, Gy5s, G2/x), siempre que la célula
no se esté dividiendo de forma activa. Para la infeccién ex vivo, una célula en division se puede tratar para bloquear
la divisién celular mediante técnicas estandar utilizadas por los expertos en la técnica, incluyendo irradiacion,
tratamiento con afidocolina, inanicion de suero e inhibicion de contacto. Sin embargo, debe entenderse que la
infeccion ex vivo se realiza a menudo sin bloquear las células, ya que muchas células ya estan detenidas (por
ejemplo, células madre). Por ejemplo, un vector lentivirus recombinante es capaz de infectar muchas células que no
se dividen, independientemente del mecanismo usado para bloquear la division celular o el punto en el ciclo celular
donde la célula esta bloqueada. Entre los ejemplos de células preexistentes que no se dividen en el cuerpo se
incluyen células neuronales, musculares, hepaticas, de piel, de corazon, de pulmén y de médula 6sea, y sus
derivados. Para las células en division pueden usarse vectores gamma-retrovirales, ya que solo son capaces de
infectar células que se estan dividiendo.

Por célula "en division" se entiende una célula que experimenta mitosis activa, o meiosis. Tales células de division
incluyen células madre, células de la piel (por ejemplo, fibroblastos y queratinocitos), gametos y otras células en
divisiéon conocidas en la técnica. De interés particular y abarcadas por el término célula en divisién son células que
tienen trastornos proliferativos celulares, tales como células neoplasicas. El término "trastorno proliferativo celular"
se refiere a una afeccién caracterizada por un ndmero anormal de células. La afeccidon puede incluir tanto el
crecimiento celular hipertréfico (la multiplicacion continua de células que da como resultado un crecimiento excesivo
de una poblacidon de células dentro de un tejido) como hipotréfico (falta o deficiencia de células dentro de un tejido) o
un exceso de afluencia o migracion de células hacia un area de un cuerpo. Las poblaciones celulares no son
necesariamente células transformadas, tumorigénicas o malignas, sino que también pueden incluir células normales.
Los trastornos proliferativos de las células incluyen trastornos asociados con un crecimiento excesivo de tejidos
conectivos, tales como diversas afecciones fibroticas, incluyendo esclerodermia, artritis y cirrosis hepatica. Los
trastornos proliferativos celulares incluyen trastornos neoplasicos, tales como carcinomas de cabeza y cuello. Los
carcinomas de cabeza y cuello incluirian, por ejemplo, carcinoma de la boca, eséfago, garganta, laringe, glandula
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tiroides, lengua, labios, glandulas salivales, nariz, senos paranasales, nasofaringe, béveda nasal superior y tumores
sinusales, estesioneuroblastoma, cancer de células escamosas, melanoma maligno, carcinoma senonasal
indiferenciado (CSNI), cerebro (incluyendo glioblastomas) o neoplasia sanguinea. También se incluyen los
carcinomas de los ganglios linfaticos regionales, incluidos los ganglios linfaticos cervicales, los ganglios linfaticos
prelaringeos, los ganglios linfaticos yuxtaesofagicos pulmonares y los ganglios linfaticos submandibulares
(Harrison's Principles of Internal Medicine (eds., Isselbacher, et al., McGraw-Hill, Inc., 132 Edicion, pag. 1850-1853,
1994). Otros tipos de cancer incluyen, pero no se limitan a los mismos, cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer
de mama, cancer de prostata, cancer del tracto urinario, linfoma de cancer uterino, cancer oral, cancer de pancreas,
leucemia, melanoma, cancer de estdmago, cancer de piel y cancer de ovarios.

La divulgacion también proporciona terapia génica para el tratamiento de trastornos proliferativos celulares. Tal
terapia conseguiria su efecto terapéutico mediante la introduccion de una secuencia polinucleotidica terapéutica
apropiada (por ejemplo, antisentido, ribozimas, genes suicidas, ARNic), en células del sujeto que tiene el trastorno
proliferativo. La liberacion construcciones polinucleotidicas se puede lograr utilizando el vector retroviral
recombinante de la divulgacion, particularmente si esta basado en MLV, que sera capaz de infectar solo a las células
en divisidon y que contintia haciéndolo en células infectadas, incluso después de que las células dejen de dividirse.

Ademas, los métodos terapéuticos (por ejemplo, la terapia génica o los métodos de administracion génica) como se
describen en el presente documento pueden realizarse in vivo o ex vivo. Puede ser preferible eliminar la mayoria de
un tumor antes de la terapia génica, por ejemplo quirdrgicamente o por radiacion. La cirugia o la radiaciéon también
se pueden utilizar después de la terapia génica. En algunos aspectos, la terapia retroviral puede estar precedida o
seguida de quimioterapia.

De este modo, la divulgacién proporciona un retrovirus recombinante capaz de infectar una célula que no se divide,
una célula en division o una célula neoplasica, en ella, el retrovirus recombinante comprende una GAG del virus; una
POL del virus; una ENV del virus; un acido nucleico heterélogo unido operativamente a un IRES o a un promotor
interno; y secuencias de acido nucleico que actian en cis necesarias para el empaquetamiento, la transcripcion
inversa y la integracion. El retrovirus recombinante puede ser un lentivirus, tal como el VIH, o puede ser un
gammaretrovirus. Como se ha divulgado anteriormente para el método de produccién de un retrovirus recombinante,
el retrovirus recombinante de la divulgacion puede incluir ademas al menos una de las proteinas VPR, VIF, NEF,
VPX, TAT, REV y VPU. Aunque no se desea estar limitado por una teoria particular, se cree que uno o mas de estos
genes / productos proteicos son importantes para aumentar el titulo viral del retrovirus recombinante producido (por
ejemplo, NEF) o puede ser ventajoso para la infeccion y el empaquetamiento del virién en células con altos niveles
de elementos de restriccion virica (por ejemplo, VIF para células con APOBEC3G activo o equivalente).

La divulgacién también proporciona un método de transferencia de acido nucleico a una célula diana para
proporcionar la expresion de un acido nucleico particular (por ejemplo, una secuencia heterdloga). Por lo tanto, en
otra realizacién, la divulgacion proporciona un método para la introduccion y expresion de un acido nucleico
heterélogo en una célula diana que comprende infectar la célula diana con el virus recombinante de la divulgacion y
expresar el acido nucleico heterdlogo en la célula diana. Como se ha mencionado anteriormente, la célula diana
puede ser cualquier tipo de célula, incluyendo los tipos de células en divisién, que no se dividen, neoplasicas,
inmortalizadas, modificadas y otras reconocidas por los expertos en la técnica, siempre que sean capaces de
infectarse con un retrovirus.

Puede ser deseable modular la expresion de un gen en una célula mediante la introduccién de una secuencia de
acido nucleico (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico heteréloga) mediante el método de la divulgacién, donde
la secuencia de acido nucleico da lugar, por ejemplo, a una molécula antisentido o ribozima. El término "modular"
prevé la supresion de la expresion de un gen cuando esta sobreexpresado o el aumento de la expresion cuando
esta subexpresado. Cuando un trastorno proliferativo celular esta asociado con la expresiéon de un gen, pueden
usarse secuencias de acidos nucleicos que interfieren con la expresion del gen a nivel de la traduccion. Este
enfoque utiliza, por ejemplo, acido nucleico antisentido, ribozimas o agentes triplex para bloquear la transcripciéon o
la traduccion de un ARNm especifico, ya sea enmascarando ese ARNm con un acido nucleico antisentido o triplex, o
escindiéndolo con una ribozima.

Los acidos nucleicos antisentido son moléculas de ADN o ARN que son complementarias de al menos una porcion
de una molécula de ARNm especifica (Weintraub, Scientific American, 262:40, 1990). En la célula, los acidos
nucleicos antisentido hibridan con el ARNm correspondiente, formando una molécula bicatenaria. Los acidos
nucleicos antisentido interfieren con la traduccion del ARNm, ya que la célula no traducira un ARNm que sea de
doble cadena. Se prefieren oligémeros antisentido de aproximadamente 15 nucledtidos, ya que son facilmente
sintetizados y son menos propensos a causar problemas que las moléculas mas grandes cuando se introducen en la
célula diana. El uso de métodos antisentido para inhibir la traduccion in vitro de genes es bien conocido en la técnica
(Marcus-Sakura, Anal. Biochem., 172:289, 1988).

El acido nucleico antisentido puede usarse para bloquear la expresion de una proteina mutante o un producto génico

predominantemente activo, tal como una proteina precursora amiloide que se acumula en la enfermedad de
Alzheimer. Tales métodos son también Utiles para el tratamiento de la enfermedad de Huntington, el parkinsonismo
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hereditario y otras enfermedades. De particular interés son el bloqueo de genes asociados con trastornos
proliferativos de células. Los acidos nucleicos antisentido también son Utiles para la inhibicidon de la expresién de
proteinas asociadas con la toxicidad.

La utilizacién de un oligonucledtido para detener la transcripcion se conoce como la estrategia triplex, ya que el
oligdbmero se enrolla alrededor del ADN de doble hélice formando una hélice de tres cadenas. Por lo tanto, estos
compuestos triplex pueden disefiarse para reconocer un sitio tnico en un gen elegido (Maher, et al., Antisense Res.
and Dev., 1(3):227, 1991; Helene, C., Anticancer Drug Design, 6(6):569, 1991).

Las ribozimas son moléculas de ARN que poseen la capacidad de escindir especificamente otro ARN
monocatenario de una manera analoga a las endonucleasas de restriccion de ADN. Mediante la modificacion de las
secuencias de nucledtidos que codifican estos ARN, es posible disefiar moléculas que reconozcan secuencias de
nucleétidos especificas en una molécula de ARN y escindirlas (Cech, J. Amer. Med. Assn., 260:3030, 1988). Una
ventaja importante de este enfoque es que, debido a que son especificos de secuencia, solo se inactivan los ARNm
con secuencias particulares.

Puede ser deseable transferir un acido nucleico que codifica un modificador de la respuesta bioldgica (por ejemplo,
una citocina). Se incluyen en esta categoria agentes inmunopotenciadores que incluyen acidos nucleicos que
codifican una serie de citocinas clasificadas como "interleucinas". Estas incluyen, por ejemplo, las interleucinas 1 a
15. También se incluyen en esta categoria, aunque no necesariamente funcionan segun los mismos mecanismos,
los interferones y, en particular, el interferén gamma, el factor de necrosis tumoral (TNF) y el factor estimulante de
las colonias de granulocitos y macréfagos (GM - CSF). Otros polipéptidos incluyen, por ejemplo, factores
angiogénicos y factores antiangiogénicos. Puede ser deseable suministrar tales acidos nucleicos a células de
médula 6sea o macrofagos para tratar deficiencias enzimaticas o defectos inmunes. Los acidos nucleicos que
codifican factores de crecimiento, péptidos toxicos, ligandos, receptores u otras proteinas fisioldgicamente
importantes también se pueden introducir en células diana especificas.

Por ejemplo, HER2 (véase, por ejemplo, las SEQ ID NO: 23 y 24), un miembro de la familia del receptor de EGF, es
la diana para la uniéon del farmaco trastuzumab (Herceptin TM, Genentech). Trastuzumab es un mediador de la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA). La actividad esta dirigida. Preferentemente, a células que
expresan HER2 con niveles de sobreexpresion 2+ y 3+ mediante inmunohistoquimica en lugar de células 1+ y sin
expresion (ficha técnica de Herceptin, Crommelin 2002). El aumento de la expresion de HER2 mediante la
introduccion de un vector que expresa HER2 o HER2 truncado (que expresa solo los dominios extracelular y
transmembrana) en tumores bajos de HER2 puede facilitar el desencadenamiento éptimo de CCDA vy superar la
resistencia de desarrollo rapido a HER2 que se observa en el uso clinico.

La sustitucion de yCD2 para el dominio intracelular de HER2 permite la expresion en la superficie celular de HER2 y
la localizacion citosolica de yCD2. El dominio extracelular de HER2 (DEC) y el dominio transmembrana (TM)
(aproximadamente 2026 pb desde aproximadamente la posicion 175 a 2200) pueden amplificarse por PCR
(Yamamoto et al., Nature 319:230-234, 1986; Chen et al., Canc. Res., 58:1965-1971, 1998) o sintetizarse
quimicamente (BioBasic Inc., Markham, Ontario, Canada) e insertarse entre el IRES y el gen yCD2 en el vector
pAC3-yCD2 SEQ ID NO: 19. Como alternativa, el gen yCD puede ser escindido y reemplazado por un polinucleétido
que codifica un polipéptido HER2 o fragmento del mismo. Se puede amplificar o sintetizar quimicamente otro HER2
truncado con solo el dominio IV de unién a Herceptin de los dominios DEC y TM (aproximadamente 290 pb desde la
posicion 1910 a 2200) (Landgraf 2007; Garrett et al., J. of Immunol., 178:7120-7131, 2007) y usar como se ha
indicado anteriormente. Una modificacion adicional de esta forma truncada con el péptido senal nativo
(aproximadamente 69 pb desde la posicion 175-237) fusionado al dominio IV y al TM puede sintetizarse
quimicamente y utilizarse como se ha indicado anteriormente. Los virus resultantes pueden usarse para tratar un
trastorno proliferativo celular en un sujeto en combinacién con trastuzumab o trastuzumab y 5-FC.

Como alternativa, HER2 y las modificaciones divulgadas anteriormente se pueden expresar en un vector separado
que contiene un gen de ENV diferente u otra proteina de superficie apropiada. Este vector puede ser competente
para la replicacion (Logg et al. J.Mol Biol. 369:1214 2007) o un vector retroviral no replicativo de "primera
generacion" que codifica la envoltura y el gen de interés (Emi et al. J.Virol 65:1202 1991). En este ultimo caso, la
infeccion virica preexistente proporcionara gag y pol complementarias para permitir la propagacion infecciosa del
vector "no replicativo" de cualquier célula previamente infectada. La ENV vy las glicoproteinas alternativas incluyen
ENV y glicoproteinas xenotropicas y politropicas capaces de infectar células humanas, por ejemplo secuencias ENV
de la cepa NZB de MLV Yy glicoproteinas de MCF, VSV, GALV vy otros virus (Palu 2000, Baum et al., Mol. Therapy,
13(6):1050-1063, 2006). Por ejemplo, un polinucleétido puede comprender una secuencia donde se suprimen los
genes GAG y POL y yCD2 de la SEQ ID NO 19, la ENV corresponde a un dominio de ENV xenotrépico de NZB MLV
0 VSV-g, y el IRES o un promotor tal como RSV esta unido operativamente directamente a HER2, HER2 ECDTM,
HER2 ECDIVTM, o HER2 SECDIVTM.

La infeccién mixta de células por virus VSVG pseudotipado y retrovirus anfotrépico da como resultado la produccion

de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro [Emi
1991]. Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por ejemplo, la infeccion por
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retrovirus derivados como anteriormente da lugar a la produccién de viriones de progenie capaces de codificar yCD2
y HER2 (o variante) en células infectadas. Los virus resultantes pueden usarse para tratar un trastorno proliferativo
celular en un sujeto en combinacién con trastuzumab o trastuzumab y 5-FC.

Otro aspecto del desarrollo de resistencia al trastuzumab se refiere a la interferencia con la sefializacién intracelular
requerida para la actividad del trastuzumab. Las células resistentes muestran pérdida de PTEN y menor expresion
de p27kip1 [Fujita, Brit J. Cancer, 94:247, 2006; Lu et al., Journal of the National Cancer Institute, 93(24): 1852-1857,
2001; Kute et al., Cytometry Part A 57A:86-93, 2004).

Por ejemplo, un polinucledtido que codifica PTEN (SEQ ID NO: 25) puede sintetizarse quimicamente (BioBasic Inc.,
Markham, Canada) e insertarse de forma operativa directamente después del gen yCD2 en el vector pAC3-yCD2
SEQ ID NO: 19 o0 22, o con una secuencia enlazadora como se ha descrito anteriormente, o como sustituto de
yCD2. En un ejemplo adicional, el polinucleétido que codifica PTEN se puede sintetizar como se ha indicado
anteriormente e insertarse entre las secuencias IRES y yCD2 o con un enlazador como se ha descrito
anteriormente.

Como alternativa, PTEN se puede expresar en un vector separado que contiene un gen de ENV diferente u otra
proteina de superficie apropiada. Este vector puede ser competente para la replicacion (Logg et al. J.Mol Biol.
369:1214 2007) o un vector retroviral no replicativo de "primera generacion" que codifica la envoltura y el gen de
interés (Emi et al., J.Virol 65:1202 1991). En este Ultimo caso, la infeccion virica preexistente proporcionara gag y pol
complementarias para permitir la propagacion infecciosa del vector "no replicativo" de cualquier célula previamente
infectada. La ENVI y las glicoproteinas alternativas incluyen ENV y glicoproteinas xenotrépicas y politropicas
capaces de infectar células humanas, por ejemplo secuencias ENV de la cepa NZB de MLV y glicoproteinas de
MCF, VSV, GALV y otros virus (Palu, Rev Med Virol. 2000, Baum, Mol. Ther. 13(6):1050-1063, 2006). Por ejemplo,
un polinucledtido puede comprender una secuencia donde se suprimen los genes gag y pol y yCD2 de la SEQ ID
NO 19, la ENV corresponde a un dominio de ENV xenotropico de NZB MLV o VSV-g, y el IRES o un promotor tal
como RSV esta unido operativamente directamente a PTEN.

La infeccién mixta de células por virus VSVG pseudotipado y retrovirus anfotrépico da como resultado la produccion
de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro [Emi
1991]. Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por ejemplo, la infeccion por
retrovirus derivados como anteriormente da lugar a la produccién de viriones de progenie capaces de codificar yCD2
y PTEN (o variante) o PTEN solo en células infectadas. Los virus resultantes pueden usarse para tratar un trastorno
proliferativo celular en un sujeto en combinacién con trastuzumab o trastuzumab y 5-FC.

De un modo similar, un polinucleétido que codifica p27kip1 (SEQ ID NO: 27 y 28) puede sintetizarse quimicamente
(BioBasic Inc., Markham, Canada) e insertarse de forma operativa directamente después del gen yCD2 en el vector
pAC3-yCD2 SEQ ID NO: 19 o con una secuencia enlazadora. En un ejemplo adicional, el polinucleétido que codifica
p27kip1se puede sintetizar como se ha indicado anteriormente e insertarse entre las secuencias IRES y yCD2 o con
un enlazador como se ha descrito anteriormente previamente o en lugar del gen yCD2.

Como alternativa, p27kip1 se puede expresar en un vector separado que contiene un gen de env diferente u otra
proteina de superficie apropiada. Este vector puede ser un vector retroviral de "primera generacion" competente para
la replicacién o no replicativo que codifica la envoltura y el gen de interés (Emi et al. J.Virol 65:1202 1991). En este
ultimo caso, la infeccion virica preexistente proporcionara gag y pol complementarias para permitir la propagacion
infecciosa del vector "no replicativo" de cualquier célula previamente infectada. La ENVI y las glicoproteinas
alternativas incluyen ENV y glicoproteinas xenotrépicas y politropicas capaces de infectar células humanas, por
ejemplo secuencias ENV de la cepa NZB de MLV vy glicoproteinas de MCF, VSV, GALV vy otros virus (Palu 2000,
Baum 2006, citado anteriormente). Por ejemplo, un polinucleétido puede comprender una secuencia donde se
suprimen los genes gag y pol y yCD2 de la SEQ ID NO: 19, la ENV corresponde a un dominio de ENV xenotropico
de NZB MLV o VSV-g, y el IRES o un promotor tal como RSV esta unido operativamente directamente a p27kip1.

La infeccion mixta de células por virus VSVG pseudotipado y retrovirus anfotropico da como resultado la produccion
de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro [Emi
1991]. Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por ejemplo, la infeccion por
retrovirus derivados como anteriormente de la SEQ ID NO: 19y TT da como resultado la produccion de viriones de
progenie capaces de codificar yCD2 y p27kip1 (o variante) en células infectadas. Los virus resultantes pueden
usarse para tratar un trastorno proliferativo celular en un sujeto en combinacién con trastuzumab o trastuzumab y 5-
FC.

En otro ejemplo, CD20 es la diana para la union del farmaco rituximab (Rituxan™, Genentech). Rituximab es un
mediador de la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y CCDA. Las células con mayor intensidad de
fluorescencia media por citometria de flujo muestran una sensibilidad mejorada a rituximab (van Meerten et al., Clin
Cancer Res 2006; 12(13):4027-4035, 2006). El aumento de la expresion de CD20 mediante la introduccién de un
vector que expresa CD20 en células B bajas en CD20 puede facilitar el desencadenamiento 6ptimo de CCDA.
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Por ejemplo, un polinucleétido que codifica CD20 (SEQ ID NO: 29 y 30) puede sintetizarse quimicamente (BioBasic
Inc., Markham, Canada) e insertarse de forma operativa directamente después del gen yCD2 en el vector pAC3-
yCD2(-2) SEQ ID NO: 19 0 22, o con una secuencia enlazadora como se ha descrito anteriormente, o como sustituto
del gen yCD2. En un ejemplo adicional, el polinucleétido que codifica CD se puede sintetizar como se ha indicado
anteriormente e insertarse entre las secuencias IRES y yCD2 o con un enlazador como se ha descrito
anteriormente. Como otra alternativa, la secuencia CD20 puede insertarse en el vector pAC3-yCD2 después de la
escision del gen CD por digestion con Psi1 y Not1.

En otro ejemplo adicional, un polinucledtido que codifica CD20 (SEQ ID NO: 29 y 30) puede sintetizarse
quimicamente (BioBasic Inc., Markham, Canada) e insertarse en un vector que contiene un gen env no anfotréfico u
otra proteina de superficie adecuada (Tedder et al., PNAS, 85:208-212, 1988). La ENV vy las glicoproteinas
alternativas incluyen ENV y glicoproteinas xenotrépicas y politropicas capaces de infectar células humanas, por
ejemplo secuencias ENV de la cepa NZB de MLV vy glicoproteinas de MCF, VSV, GALV vy otros virus (Palu 2000,
Baum 2006). Por ejemplo, un polinucleétido puede comprender una secuencia donde se suprimen los genes gag y
poly yCD2 de la SEQ ID NO: 19, la ENV corresponde a un dominio de ENV xenotrépico de NZB MLV o VSV-g, y el
IRES o un promotor tal como RSV esta unido operativamente directamente a CD20.

La infeccién mixta de células por virus VSVG pseudotipado y retrovirus anfotrépico da como resultado la produccion
de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro [Emi
1991]. Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por ejemplo, la infeccion por
retrovirus derivados como anteriormente de la SEQ ID NO: 19 o 22 da como resultado la produccion de viriones de
progenie capaces de codificar yCD2 y CD20 en células infectadas. Los virus resultantes pueden usarse para tratar
un trastorno proliferativo celular en un sujeto en combinacién con Rituxan y/o 5-FC. De forma similar, la infeccion de
un tumor con un vector que codifica solo el marcador CD20 puede hacer que el tumor sea tratable mediante el uso
de Rituxan.

Los niveles de las enzimas y cofactores implicados en el anabolismo pirimidinico pueden ser limitantes. La expresion
de OPRT, timidina quinasa (TK), uridina monofosfato quinasa y pirimidina nucledsido fosforilasa es baja en las
células cancerosas resistentes a 5-FU en comparacion con las lineas sensibles (Wang et al., Cancer Res., 64:8167-
8176, 2004). Los analisis en poblaciones grandes muestran una correlacion de los niveles enzimaticos con el
desenlace de la enfermedad (Fukui et al., Intl. J. OF Mol. Med., 22:709-716, 2008). La coexpresion de CD y otras
enzimas del anabolismo de las pirimidinas (PAE) puede explotarse para aumentar la actividad y, por lo tanto, el
indice terapéutico de los farmacos de fluoropirimidina.

Para aumentar adicionalmente la estabilidad genética (véase, por ejemplo, la Figura 5) de vectores que contienen
yCD2 / PAE, el gen que codifica la enzima puede sintetizarse quimicamente con mutaciones aleatorias a lo largo de
la secuencia. Estas mutaciones pueden ser esencialmente aleatorias o pueden consistir inicamente en mutaciones
en la posicion de oscilaciéon para cada aminoacido. La biblioteca de secuencias mutadas se inserta aguas abajo del
gen yCD2 tal como se ha descrito previamente para las SEQ ID NO: 11 y 13 para crear una biblioteca de plasmidos
que pueda usarse entonces para generar una biblioteca de particulas infecciosas mediante transfeccion transitoria
de células 293T o equivalentes. Las células sensibles pueden infectarse con retrovirus que codifican el polipéptido
de fusion y someterse a seleccion con sustancias quimicas apropiadas. Por ejemplo, la herpes timidina quinasa (TK)
mutagenizada aleatoriamente se sintetiza quimicamente (Bio Basic Inc, Markham, Canada). La secuencia sintética
se inserta en 3' de la secuencia de yCD2 en la SEQ ID NO: 19 o por si misma en los huesos traseros del vector
pAC3-yCD2 después de la escision del gen CD2. La mezcla de vectores retrovirales se empaqueta como se ha
descrito anteriormente. Las células LMTK de fibroblasto de raton se infectan con el vector y se seleccionan segun la
actividad de TK en medio HAT (Hiller et al., Mol. Cell Biol. 8(8):3298-3302, 1988). El paso en serie de sobrenadantes
de células resistentes a células LMTK- recientes seleccionadas de nuevo en medio HAT da como resultado la
seleccion de vectores estables que expresan TK. Las células TK+ resistentes pueden aislarse y las secuencias de
TK rescatarse mediante técnicas estandar basadas en PCR para el analisis de mutaciones (Cowell et al., CDNA
Library Protocols, Publicado por Humana Press, 1996). De esta manera, las secuencias se seleccionan tanto para la
expresion de la proteina funcional como para la estabilidad gendmica de la construccion del vector retroviral. Se
pueden emplear estrategias similares para la UPRT (SEQ ID NO: 11, 13), OPRT (SEQ ID NO: 15, 17) (Olah et al.,
Cancer Res. 40:2869-2875, 1980; y Suttle, Somatic Cell & Mol. Genet., 15(5):435-443, 1989) y otros genes de
interés.

Como alternativa, OPRT, UPRT, TK u otro PAE se puede expresar en un vector separado que contiene un gen de
ENV diferente u otra glicoproteina de superficie apropiada. Este vector puede ser competente para la replicacion
(Logg et al. J.Mol Biol. 369:1214 2007) o un vector retroviral no replicativo de "primera generacion" que codifica la
envoltura y el gen de interés (Emi et al. J.Virol 65:1202 1991). En este Ultimo caso, la infeccion virica preexistente
proporcionara gag y pol complementarias para permitir la propagacion infecciosa del vector "no replicativo" de
cualquier célula previamente infectada. La ENVI y las glicoproteinas alternativas incluyen ENV vy glicoproteinas
xenotropicas y politrépicas capaces de infectar células humanas, por ejemplo secuencias ENV de la cepa NZB de
MLV y glicoproteinas de MCF, VSV, GALV y otros virus [Palu 2000, Baum 2006, citado anteriormente]. Por ejemplo,
un polinucledtido puede comprender una secuencia donde se delecionan los genes GAG y POL, la ENV
corresponde a un dominio ENV xenotropico de NZB MLV o VSV-g y el IRES o un promotor tal como RSV esta
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operativamente unido directamente a OPRT, UPRT, TK u otro gen de PAE.

La infeccién mixta de células por virus VSV-g pseudotipado y retrovirus anfotrépico da como resultado la produccion
de viriones de progenie que llevan el genoma de un virus encapsulado por las proteinas de la envoltura del otro (Emi
et al., J. Virol. 65:1202, 1991). Lo mismo es cierto para otras envolturas que pseudotipan particulas retrovirales. Por
ejemplo, la infeccion por retrovirus derivados como anteriormente de la SEQ ID NO: 19 y 20 da como resultado la
produccion de viriones de progenie capaces de codificar YCD2 y OPRT en células infectadas. Los virus resultantes
pueden usarse para tratar un trastorno proliferativo celular en un sujeto en combinacién con 5-FC.

El retrovirus recombinante de la divulgacion puede usarse para el tratamiento de un trastorno neuronal por ejemplo,
puede contener, opcionalmente, un gen exégeno, por ejemplo, un gen que codifica un receptor o un gen que codifica
un ligando. Tales receptores incluyen receptores que responden a dopamina, GABA, adrenalina, noradrenalina,
serotonina, glutamato, acetilcolina y otros neuropéptidos, como se ha descrito anteriormente. Ejemplos de ligandos
que pueden proporcionar un efecto terapéutico en un trastorno neuronal incluyen dopamina, adrenalina,
noradrenalina, acetilcolina, acido gamma-aminobutirico y serotonina. La difusién y captacion de un ligando requerido
después de la secrecién por una célula donante infectada seria beneficiosa en un trastorno donde la célula neural
del sujeto es defectuosa en la produccioén de tal producto génico. Una célula modificada genéticamente para secretar
un factor neurotréfico, tal como el factor de crecimiento nervioso, (NGF), podria utilizarse para prevenir la
degeneracion de neuronas colinérgicas que, de otro modo, podrian morir sin tratamiento.

Como alternativa, las células se injertan en un sujeto con un trastorno de los ganglios basales, tales como la
enfermedad de Parkinson, pueden modificarse para que contengan un gen exdgeno que codifica L-DOPA, el
precursor de la dopamina. La enfermedad de Parkinson se caracteriza por una pérdida de neuronas dopaminérgicas
en la sustancia negra del mesencéfalo, que tiene los ganglios basales como su principal 6rgano diana.

Otros trastornos neuronales que pueden tratarse de manera similar por el método de la divulgacién incluyen la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, los dafios neuronales producidos por un accidente
cerebrovascular y los dafios en la médula espinal. La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la degeneracion
de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal. El neurotransmisor de estas neuronas es la acetilcolina, que es
necesaria para su supervivencia. El injerto de células colinérgicas infectadas con un retrovirus recombinante de la
divulgaciéon que contiene un gen exdégeno para un factor que estimularia supervivencia de estas neuronas puede
conseguirse mediante el método de la divulgacion, tal como se ha descrito. Después de un accidente
cerebrovascular, hay pérdida selectiva de células en el CA1 del hipocampo, asi como pérdida de células corticales
que pueden subyacer a la pérdida de funcion cognitiva y de memoria en estos pacientes. Una vez identificadas, las
moléculas responsables de la muerte celular CA1 pueden inhibirse mediante los métodos de la presente divulgacion.
Por ejemplo, las secuencias antisentido o un gen que codifica un antagonista pueden transferirse a una célula
neuronal e implantarse en la region hipocampal del cerebro.

Para enfermedades debidas a la deficiencia de un producto proteico, la transferencia génica podria introducir un gen
normal en los tejidos afectados para la terapia de reemplazo, asi como para crear modelos animales para la
enfermedad usando mutaciones antisentido. Por ejemplo, puede ser deseable insertar un acido nucleico que codifica
el factor IX en un retrovirus para la infeccién de una célula muscular o hepatica.

La divulgacion también proporciona terapia génica para el tratamiento de trastornos proliferativos celulares o
inmunolégicos. Dicha terapia conseguiria su efecto terapéutico mediante la introduccion de un polinucleétido
antisentido, de ARNsi o codificante dominante negativo en células que tienen el trastorno proliferativo, donde el
polinucledtido se une y evita la traduccién o la expresion de un gen asociado con un trastorno proliferativo celular. La
liberacion de acidos nucleicos heterdlogos utiles en el tratamiento o modulacién de un trastorno proliferativo celular
(por ejemplo, polinucledtidos antisentido o de ARNic) se puede conseguir usando un vector retroviral recombinante
de la divulgacion. En otra realizacion, un trastorno proliferativo celular se trata introduciendo un polinucleétido CD de
la divulgacion, expresando el polinucleétido para producir un polipéptido que comprende actividad de citosina
desaminasa y poniendo en contacto la célula con 5-fluorocitosina en una cantidad y durante un periodo de tiempo
para producir una cantidad citotéxica de 5- FU.

Ademas, la divulgacion proporciona una secuencia polinucleotidica que codifica un vector retroviral recombinante de
la divulgacion. La secuencia polinucleotidica puede incorporarse en diversas particulas del virus. Por ejemplo,
diversos vectores viricos que pueden utilizarse para la terapia génica incluyen adenovirus, virus del herpes, vaccinia
0, preferiblemente, un virus de ARN tal como un retrovirus y mas particularmente un gamma retrovirus de mamifero.
El vector retroviral puede ser un derivado de un retrovirus murino, simio o humano. Ejemplos de vectores retrovirales
en que puede insertarse un gen extrafio (por ejemplo, una secuencia polinucleotidica heteréloga) incluyen, pero no
se limitan a: derivados del virus de la leucemia murina (MLV), virus de la leucemia murina Moloney (MoMuLV), virus
de tumor mamario murino (MuMTYV), virus del sarcoma de Rous (RSV), virus de la leucemia de mono de gibon
(GALV), virus enddgeno del babuino (BEV) y el virus felino RD114. Todos estos vectores pueden transferir o
incorporar un gen para un marcador seleccionable para que las células transducidas puedan identificarse y
generarse. Mediante la insercion de una secuencia heterdéloga de interés en el vector viral, junto con otro gen que
codifica, por ejemplo, el ligando de un receptor sobre una célula diana especifica, el vector es ahora especifico de la
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diana. Los vectores retrovirales pueden hacerse especificos de la diana a través de la unién de, por ejemplo, un
azucar, un glicolipido o una proteina. El direccionamiento se logra utilizando un anticuerpo o ligando para dirigirse al
vector retroviral. Los expertos en la técnica sabran, o pueden determinar facilmente, sin experimentacion indebida,
secuencias polinucleotidicas especificas que pueden insertarse en el genoma retroviral o fijarse a una envoltura de
virus para permitir la liberacion especifica del vector retroviral que contiene el polinucleétido heterélogo. Ademas, el
vector retroviral puede dirigirse a una célula utilizando un elemento regulador especifico de células o tejidos
contenido en la LTR del genoma retroviral. Preferiblemente, el elemento regulador especifico de células o tejidos
esta en la region U3 de las LTR. De esta manera, después de la integracion en una célula, el genoma retroviral solo
se expresara en células donde el promotor especifico de células o tejidos esta activo.

En ofra realizacion mas, la divulgacion proporciona plasmidos que comprenden una construccion derivada de
retrovirus recombinante. El plasmido puede introducirse directamente en una célula diana o en un cultivo celular, tal
como NIH 3T3 u otras células de cultivo de tejidos. Las células resultantes liberan el vector retroviral en el medio de
cultivo.

La divulgaciéon proporciona una construccion polinucleotidica que comprende de 5 'a 3" un promotor o region
reguladora util para iniciar la transcripcion; una sefial de empaquetamiento psi; una secuencia de acido nucleico que
codifica gag, una secuencia de acido nucleico que codifica pol; una secuencia de acido nucleico codificante env; una
secuencia de acido nucleico del sitio interno de entrada al ribosoma; un polinucleétido heterélogo que codifica un
marcador, polipéptido terapéutico o de diagndstico; y una secuencia de acido nucleico LTR. Como se ha descrito en
otra parte del presente documento y como sigue, los diversos segmentos de la construccion de polinucleétido de la
divulgacion (por ejemplo, un polinucledtido retroviral recombinante competente para la replicacion) se modifica
genéticamente dependiendo, en parte, de la célula huésped deseada, del tiempo o cantidad de expresion y del
polinucledtido heterdlogo. Una construccion retroviral competente para la replicacion de la divulgacion puede
dividirse en una serie de dominios que los expertos en la técnica pueden modificar individualmente.

Por ejemplo, el promotor puede comprender un promotor de CMV que tiene una secuencia como se expone en la
SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde el nucledtido 1 hasta aproximadamente el nucledtido 582 y puede incluir la
modificacion de uno o mas (por ejemplo, 2-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-50, 50-100 o mas bases de acido nucleico)
siempre que el promotor modificado sea capaz de dirigir e iniciar la transcripciéon. En una realizacién, el promotor o
region reguladora comprende un polinucleétido de dominio CMV-R-U5. El dominio CMV-R-U5 comprende el
promotor inmediatamente temprano del citomegalovirus humano a la region R-U5 de MLV. En una realizacion, el
polinucleétido del dominio CMV-R-U5 comprende una secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 19, 20 o 22
desde aproximadamente el nucleétido 1 hasta aproximadamente el nucleétido 1202 o secuencias que son al menos
un 95 % idénticas a una secuencia tal como se ha expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22, donde el polinucleétido
promueve la transcripcion de una molécula de acido nucleico unida operativamente a la misma. El dominio gag del
polinucledtido puede derivar de cualquier nimero de retrovirus, pero tipicamente derivara de un gamma-retrovirus y,
mas particularmente, de un gamma-retrovirus de mamifero. En una realizacién, el dominio gag comprende una
secuencia desde aproximadamente el nucleétido nimero 1203 hasta aproximadamente el nucleétido 2819 o una
secuencia que tiene al menos una identidad del 95 %, 98 %, 99 % 0 99,8 % (redondeada a la 10a mas préxima) con
la misma. El dominio pol del polinucleétido puede derivar de cualquier nUmero de retrovirus, pero tipicamente
derivara de un gamma-retrovirus y, mas particularmente, de un gamma-retrovirus de mamifero. En una realizacion,
el dominio pol comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido numero 2820 hasta
aproximadamente el nucleétido 6358 o una secuencia que tiene al menos una identidad del 95 %, 98 %, 99 % 0 99,9
% (redondeada a la 10a mas proxima) con la misma. El dominio env del polinucleétido puede derivar de cualquier
numero de retrovirus, pero tipicamente derivara de un gammaretrovirus o gamma-retrovirus y, mas particularmente,
de un gammaretrovirus o gamma-retrovirus de mamifero. En algunas realizaciones, el dominio de codificacion de
env comprende un dominio env anfotrépico. En una realizacién, el dominio env comprende una secuencia desde
aproximadamente el nucleétido nimero 6359 hasta aproximadamente el nucleétido 8323 o una secuencia que tiene
al menos una identidad del 95 %, 98 %, 99 % o0 99,8 % (redondeada a la 10a mas préxima) con la misma. El dominio
IRES del polinucleétido puede obtenerse a partir de cualquier nimero de sitios internos de entrada al ribosoma. En
una realizacién, el IRES deriva de un virus de encefalomiocarditis. En una realizacion, el dominio de IRES
comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido numero 8327 hasta aproximadamente el
nucledtido 8876 o una secuencia que tiene al menos una identidad del 95 %, 98 %, 0 99 % (redondeada a la 10a
mas proéxima) con la misma, siempre que el dominio permita la entrada de un ribosoma. El dominio heterdélogo puede
comprender una citosina desaminasa de la divulgacién. En una realizacion, el polinucleétido CD comprende una
secuencia optimizada para codones humanos. En otra realizacién mas, el polinucleétido CD codifica un polipéptido
mutante que tiene citosina desaminasa, donde las mutaciones confieren una estabilizacion térmica incrementada
que aumenta la temperatura de fusion (Tm) en 10 °C, permitiendo una actividad cinética sostenida en un intervalo de
temperatura mas amplio y mayores niveles acumulados de proteina. En una realizacion, la citosina desaminasa
comprende una secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 19 o 22 desde aproximadamente el nucleétido
numero 8877 hasta aproximadamente 9353. El dominio heterélogo puede estar seguido de un dominio rico en
polipurina. La LTR en 3' puede derivar de cualquier numero de retrovirus, tipicamente un gammaretrovirus vy,
preferiblemente, un gammaretrovirus de mamifero. En una realizacion, la LTR 3' comprende un dominio U3-R-U5.
En otra realizacion mas, la LTR comprende una secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 19 o 22 desde
aproximadamente el nucleétido 9405 hasta aproximadamente 9998 o una secuencia que es al menos un 95 %, 98 %
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0 99,5 % (redondeada a la décima mas préxima) idéntica a la misma.

La divulgacion también proporciona un vector retroviral recombinante que comprende de 5' a 3' un R-U5 de CMV,
fusion del promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano a la regién R-U5 de MLV; un PBS, sitio de union
del cebador para la transcriptasa inversa; un sitio de corte y empalme en 5'; una seial de empaquetamiento y; un
gag, ORF para el antigeno especifico del grupo MLV; un pol, ORF para la poliproteina polimerasa MLV; un sitio de
corte y empalme en 3'; un env 4070A, ORF para la proteina de la envoltura de la cepa 4070A de MLV; un IRES, sitio
interno de entrada al ribosoma del virus de encefalomiocarditis; una citosina desaminasa modificada
(termoestabilizada y optimizada por codones); un PPT, tira de polipurina; y una repeticion terminal larga U3-R-U5 de
MLV. Esta estructura se representa adicionalmente en la Figura 3.

La divulgacion también proporciona un vector retroviral que comprende una secuencia como se expone en la SEQ
ID NO: 19, 20 0 22.

Un ndmero de agentes quimioterapéuticos estan actualmente en el mercado con diferentes grados de éxito desde la
remision completa a la remisién temporal y la vida prolongada con recurrencia esperada. Algunos de los agentes
terapéuticos contra el cancer en el mercado estan dirigidos a las propiedades angiogénicas vasculares del tumor. La
composicion esta dirigida a la angiogénesis de los tumores, buscando reducir la irrigacion de sangre y suministro
nutrientes al tumor o al cancer y, de este modo, reducir el tumor y prolongar la vida del sujeto. El VEGF es un factor
angiogénico conocido por desempefiar un papel en el crecimiento tumoral. De este modo, se han desarrollado
antagonistas del VEGF como agentes anticancerosos.

El VEGF humano participa en la neoangiogénesis en la vasculatura normal y maligna; esta sobreexpresado en la
mayoria de las neoplasias malignas y los altos niveles se han correlacionado con un mayor riesgo de metastasis y
un mal pronéstico en muchos. Cuando el VEGF interacciona con su receptor en los modelos in vitro de
angiogénesis, se producen proliferacion de células endoteliales y formacion de nuevos vasos sanguineos. En
modelos animales, se ha demostrado que el VEGF induce la proliferacién / migracion de células endoteliales
vasculares, sostiene la supervivencia de los vasos sanguineos recién formados y aumenta la permeabilidad
vascular.

Un agente antagonista de VEGF es uno que esta dirigido o regula negativamente la via de sefalizacion del VEGF.
Entre los ejemplos se incluyen inhibidores de VEGF (por ejemplo, agentes que inhiben directamente el VEGF (por
ejemplo, VEGF-A, -B, -C, o -D), tal como mediante la unién de VEGF (por ejemplo, anticuerpos anti-VEGF tales
como bevacizumab (AVASTIN®) o ranibizumab (LUCENTIS®) u otros inhibidores tales como pegaptanib,
NEOVASTAT®, AE-941, VEGF Trap, y PI-88)), moduladores de la expresion de VEGF (por ejemplo, INGN-241,
tetratiomolibdato oral, 2-metoxiestradiol, metoxiestradiol en dispersiéon de nanocristales, bevasiranib sédico, PTC-
299, Veglin), inhibidores de un receptor de VEGF (por ejemplo, KDR o receptor Ill de VEGF (Flt4), por ejemplo
anticuerpos anti-KDR, anticuerpos frente a VEGFR2 tales como CDP-791, IMC-1121B, bloqueadores de VEGFR2
tales como CT-322), moduladores de la expresion de VEGFR (por ejemplo, modulador de expresion de VEGFR1
Sirna-027) o inhibidores de la sefalizacion aguas abajo del receptor de VEGF. En algunos aspectos descritos en el
presente documento, el agente antagonista de VEGF es bevacizumab, pegaptanib, ranibizumab, sorafenib, sunitinib,
AE-941, VEGF Trap, pazopanib, vandetanib, vatalanib, cediranib, fenretinida, esqualamina, INGN-241,
tetratiomolibdato oral, tetratiomolibdato, Panzem NCD, 2-metoxiestradiol, AEE-788, AG-013958, bevasiranib sédico,
AMG-706, axitinib, BIBF-1120, CDP-791, CP-547632, PI-88, SU-14813, SU-6668, XL-647, XL-999, IMC-1121B,
ABT-869, BAY-57-9352, BAY-73-4506, BMS-582664, CEP-7055, CHIR-265, CT-322, CX-3542, E-7080, ENMD-
1198, 0SI-930, PTC-299, Sirna-027, TKI-258, Veglin, XL-184 o ZK-304709.

Bevacizumab (AVASTATIN®) (rhuMAb-VEGF) (anticuerpo monoclonal anti-VEGF) es un anticuerpo monoclonal
recombinante humano / murino quimérico dirigido contra el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)). Se
prepara mediante ingenieria de residuos de union a VEGF de un anticuerpo monoclonal murino anti-VEGF en
regiones estructurales de la inmunoglobulina-1 humana (IgG1) (Ficha técnica de Avastin, 2004). Solo el 7 % de la
secuencia de aminodacidos deriva del anticuerpo murino y un 93 % de IgG1. Bevacizumab se une y neutraliza todas
las formas de VEGF humanas mediante el reconocimiento de los sitios de unién para los dos tipos de receptores
VEGF humanos (flt-1 y flk-1). En modelos animales, se ha demostrado que el anticuerpo estabiliza tumores
establecidos o suprime el crecimiento tumoral inhibiendo la angiogénesis inducida por VEGF.

La farmacocinética del bevacizumab es lineal después de dosis de 0,3 mg / kg o mayores (Anon, 2002). Después de
infusiones intravenosas de 90 minutos de 0,3, 1, 3y 10 mg / kg en pacientes con cancer avanzado (n = 25), las
concentraciones séricas maximas de bevacizumab oscilaron entre 5y 9 mcg / ml, 21 a 39 mcg / ml, de 52 a 92 mcg /
ml, y de 186 a 294 mcg / ml, respectivamente; se observo ligera acumulacion con dosis repetidas (semanalmente),
pero esto no fue significativo y la farmacocinética se mantuvo lineal. Se obtuvieron niveles estacionarios de
bevacizumab 100 dias después de 1 a 20 mg / kg por semana, cada 2 semanas o cada 3 semanas.

La dosis recomendada de bevacizumab es de 5 miligramos / kilogramo infundidos por via intravenosa durante 30

minutos cada 2 semanas hasta que la progresion de la enfermedad disminuye. Bevacizumab debe seguir a la
quimioterapia. No se ha establecido la eficacia del bevacizumab en monoterapia. Bevacizumab (que puede
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coadministrarse con gemcitabina y docetaxel, o dentro de una semana antes o después de la quimioterapia), se
administra por via intravenosa, a aproximadamente 1 mg / kg a aproximadamente 15 mg / kg, preferiblemente
aproximadamente 5 mg / kg.

Los métodos y las composiciones de la divulgacion son utiles en terapias de combinacion, incluyendo terapias con
bevacizumab. Como se divulga en el presente documento, un retrovirus competente para la replicacion (RCR) de la
divulgacion que comprende un gen terapéutico (por ejemplo, un gen citotoxico) es util en el tratamiento de trastornos
proliferativos celulares. Una ventaja del RCR de la divulgacion incluye su capacidad para infectar células en
replicacion cancerosas. Cuando el transgén del vector comprende un gen citotdxico (por ejemplo, un gen que
codifica un polipéptido que convierte un agente no citotdxico en un agente citotoxico) proporciona la capacidad para
destruir células cancerosas.

La divulgacion proporciona métodos para tratar trastornos proliferativos celulares, tales como cancer y neoplasias,
que comprenden administrar un vector de RCR de la divulgacion producido por las células HT1080 + T5.0002 o
células derivadas de HT1080 similares que producen vectores que codifican otros genes heterdélogos, seguido de
tratamiento con un agente quimioterapéutico O un agente anticanceroso. En una realizacion, el vector de RCR se
administra a un sujeto durante un periodo de tiempo previo a la administracion del agente quimioterapéutico o
anticanceroso que permite que el RCR infecte y se replique. El sujeto se trata después con un agente
quimioterapéutico o un agente anticanceroso durante un periodo de tiempo y dosis para reducir la proliferacion o
matar las células cancerosas. En un aspecto, si el tratamiento con el agente quimioterapéutico o anticanceroso
reduce, pero no mata el cancer / tumor (por ejemplo, remision parcial o remision temporal), el sujeto puede tratarse
después con un agente terapéutico no toxico (por ejemplo, 5-FC) que se convierte en un agente terapéutico toxico
en la células que expresan un gen citotdxico (por ejemplo, citosina-desaminasa) del RCR. Usando dichos métodos,
los vectores RCXR de la divulgacion se propagan durante un proceso de replicacion de las células tumorales, dichas
células pueden después ser destruidas por el tratamiento con un agente anticanceroso o quimioterapéutico y puede
matarlas adicionalmente utilizando el procedimiento de tratamiento con RCR descrito en el presente documento.

En aun otra realizaciéon de la divulgacion, el gen heterélogo puede comprender una secuencia codificante para un
antigeno diana (por ejemplo, un antigeno de cancer). En esta realizacion, las células que comprenden un trastorno
proliferativo celular se infectan con un RCR que comprende un polinucleétido heterélogo que codifica el antigeno
diana para proporcionar la expresion del antigeno diana (por ejemplo, la sobreexpresion de un antigeno de cancer).
A continuacion, se administra al sujeto un agente anticanceroso que comprende un resto afin dirigido que
interacciona especificamente con el antigeno diana. El resto afin dirigido puede estar unido operativamente a un
agente citotdxico o puede ser por si mismo un agente anticanceroso. Por lo tanto, una célula cancerosa infectada
por el RCR que comprende las secuencias codificantes del antigeno diana, aumenta la expresion de la diana en la
célula cancerosa, dando como resultado un aumento de la eficiencia/ eficacia del direccionamiento citotéxico.

Se ha demostrado que el bloqueo de las interacciones entre las células del sistema inmunoldgico tiene efectos
inmunoldgicos significativos, ya sea de activacion o de supresion (Waldmann Annu Rev Med. 57:65 2006). Por
ejemplo, se ha demostrado que el bloqueo de la interaccion de CTLA-4 (CD 152) y B7.1 (CD80) que modula la
activacion de células T causa estimulacion inmunitaria, presumiblemente bloqueando esta interaccién supresora
(Peggs et al. Curr. Opin. Immunol. 18:206, 2006). Este bloqueo se puede lograr potencialmente mediante
anticuerpos contra CTLA-4 o por B7.1 soluble. La administracion sistémica de estos tipos de moléculas puede tener
efectos globales indeseables que pueden conducir, como minimo, a efectos secundarios perjudiciales, o incluso a la
muerte, en el caso de un agonista de C28 (Suntharalingam et al. NEJM 355 1018 2006). Pfizer ha estado
desarrollando uno de estos anticuerpos anti-bloqueo CTLA-4 (CP-675,206) como un reactivo contra el cancer, pero
recientemente ha dejado de desarrollarlo debido a los efectos secundarios significativos. La administracion local de
moléculas de bloqueo que se liberan en el medio ambiente local, del tumor después de la infeccién con un vector
competente para la replicacion que codifica dichas moléculas que se liberan en el espacio extracelular, proporciona
la modulacion inmunolégica localmente y evita estos serios efectos secundarios. Las moléculas de bloqueo son
anticuerpos, anticuerpos de cadena sencilla, versiones solubles del ligando natural u otros péptidos que se unen a
tales receptores.

Asi, en otra realizacién mas, un RCR de la divulgacion puede comprender una secuencia codificante que comprende
un dominio de unién (por ejemplo, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de anticuerpo o ligando de
receptor) que interacciona especificamente con un antigeno o ligando afin. EI RCR que comprende la secuencia de
codificacion para el dominio de unién puede usarse después para infectar células en un sujeto que comprende un
trastorno proliferativo celular, tal como una célula cancerosa o célula neoplasica. A continuacion, la célula infectada
expresara el dominio de unién o anticuerpo. Un antigeno o afin unido operativamente a un agente citotoxico o que
es citotoxico en si mismo puede administrarse a un sujeto. Por consiguiente, el afin citotoxico matara selectivamente
las células infectadas que expresen el dominio de uniéon. Como alternativa, el propio dominio de unién puede ser un
agente anticanceroso.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “anticuerpo” se refiere a una proteina que incluye al menos

un dominio variable de inmunoglobulina o una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina. Por ejemplo, un
anticuerpo puede incluir una regién variable de la cadena pesada (H) (abreviada en el presente documento como

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2718 546 T3

VH), y una region variable de la cadena ligera (L) (abreviada en el presente documento como VL). En otro ejemplo,
un anticuerpo incluye dos regiones variables de la cadena pesada (H) y dos regiones variables de la cadena ligera
(L). El término anticuerpo engloba fragmentos de anticuerpos de unién al antigeno (por ejemplo, anticuerpos de
cadena sencilla, fragmentos Fab, F(ab');, fragmento Fd, fragmentos Fv y fragmentos dAb) asi como anticuerpos
completos.

Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad denominadas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas que se
denominan regiones estructurales (FR). La extension de la region estructural y las CDR se ha definido con precision
(véase, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interesa, Quinta edicién, U.S. Department
of Health and Human Services, Publicacion del NIH N.° 91-3242 y Chothia, C. et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-
917). En el presente documento se usan las definiciones de Kabat. Cada VH y VL esta compuesta tipicamente por
tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi, en el orden siguiente: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FRA4.

Un "dominio de inmunoglobulina" se refiere a un dominio del dominio variable o constante de las moléculas de
inmunoglobulina. Los dominios de inmunoglobulina contienen tipicamente dos laminas [ formadas por
aproximadamente siete hebras B y un enlace disulfuro conservado (véase, por ejemplo, A. F. Williams y A. N.
Barclay 1988 Ann. Rev Immunol. 6:381-405). Las estructuras canodnicas de los bucles hipervariables de una variable
de inmunoglobulina pueden deducirse a partir de su secuencia, como se divulga en Chothia et al. (1992) J. Mol. Biol.
227:799-817; Tomlinson et al. (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798); y Tomlinson et al. (1995) EMBO J. 14(18):4628-38.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "secuencia de dominio variable de inmunoglobulina" se refiere a
una secuencia de aminoacidos que puede formar la estructura de un dominio variable de inmunoglobulina. Por
ejemplo, la secuencia puede incluir todo o parte de la secuencia de aminoacidos de un dominio variable de origen
natural. Por ejemplo, la secuencia puede omitir uno, dos o0 mas aminoacidos N o C-terminales, los aminoacidos
internos, puede incluir una o mas inserciones o aminoacidos terminales adicionales, o puede incluir otras
alteraciones. En una realizacién, un polipéptido que incluye una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina
puede asociarse con otra secuencia de dominio variable de inmunoglobulina para formar una estructura de union
diana (o "sitio de unién a antigeno"), por ejemplo, una estructura que interacciona con Tie1, por ejemplo se une a o
inhibe Tie1.

La cadena de VH o VL del anticuerpo puede incluir ademas toda o parte de una region constante de cadena pesada
o ligera, para formar de este modo una cadena de inmunoglobulina pesada o ligera, respectivamente. En una
realizacion, el anticuerpo es un tetramero de dos cadenas pesadas de inmunoglobulina y dos cadenas ligeras de
inmunoglobulina, donde las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina estan interconectadas a través de, por
ejemplo, enlaces disulfuro. La regidon constante de la cadena pesada incluye tres dominios CH1, CH2 y CH3. La
region constante de la cadena ligera incluye un dominio CL. La region variable de las cadenas pesada y ligera
contiene un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos
tipicamente participan en la unién del anticuerpo a tejidos o factores del huésped, incluidas varias células del
sistema inmunoldgico (p. €j., células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema de complemento clasico. El
término “anticuerpo” incluye inmunoglobulinas intactas de los tipos IgA, 1gG, IgE, IgD, IgM (asi como subtipos de los
mismos). Las cadenas ligeras de la inmunoglobulina pueden ser de los tipos lambda o kappa. En una forma de
realizacion, el anticuerpo esta glicosilado. Un anticuerpo puede ser funcional para citotoxicidad dependiente de
anticuerpo y / o citotoxicidad mediada por complemento.

El término "anticuerpo monoespecifico" se refiere a un anticuerpo que muestra una Unica especificidad de unién y
afinidad para una diana particular, por ejemplo epitopo. Este término incluye un "anticuerpo monoclonal" que se
refiere a un anticuerpo que se produce como una unica especie molecular, por ejemplo, a partir de una poblacion de
células aisladas homogéneas. Una "composicion de anticuerpo monoclonal" se refiere a una preparacion de
anticuerpos o fragmentos de los mismos en una composicion que incluye una Unica especie molecular de
anticuerpo. En una realizacion, un anticuerpo monoclonal es producido por una célula de mamifero. Una o mas
especies de anticuerpos monoclonales pueden combinarse.

Una o mas regiones de un anticuerpo pueden ser humanas o efectivamente humanas. Por ejemplo, una o mas de
las regiones variables pueden ser humanas o efectivamente humanas. Por ejemplo, una o mas de las CDR pueden
ser humanas, por ejemplo, CDR1 de HC, CDR2 de HC, CDR3 de HC, CDR1 de LC, CDR2 de LC y CDR3 de LC.
Cada una de las CDR de cadena ligera puede ser humana. La CDR3 de la CH puede ser humana. Una o mas de las
regiones estructurales pueden ser humanas, por ejemplo, FR1, FR2, FR3 y FR4 de las CH o CL. En una realizacion,
todas las regiones estructurales son humanas, por ejemplo, derivadas de una célula somatica humana, por ejemplo,
una célula hematopoyética que produce inmunoglobulinas o una célula no hematopoyética. En una realizacion, las
secuencias humanas son secuencias de lineas germinales, por ejemplo, codificadas por un acido nucleico de linea
germinal. Una o mas de las regiones constantes pueden ser humanas o efectivamente humanas. En otra realizacion,
al menos 70, 75, 80, 85, 90, 92, 95 o0 98 % de las regiones estructurales (por ejemplo FR1, FR2 y FRS,
colectivamente, o FR1, FR2, FR3 y FR4, colectivamente) o el anticuerpo entero puede ser humano o efectivamente
humano. Por ejemplo, FR1, FR2 y FR3 pueden ser colectivamente, por lo menos, 70, 75, 80, 85, 90, 92, 95, 98 0 99
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% idénticos a una secuencia humana codificada por un segmento V de la linea germinal humana de un locus que
codifica una secuencia de la cadena ligera o pesada.

Todo o parte de un anticuerpo puede estar codificado por un gen de inmunoglobulina o un segmento del mismo.
Ejemplos de genes de inmunoglobulina humana incluyen los genes de region constante kappa, lambda, alfa (IgA1y
IgA2), gamma (IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4), delta, epsilon y mu, asi como la miriada de genes de la region variable de
las inmunoglobulinas. Las cadenas ligeras de inmunoglobulina de longitud completa (aproximadamente 25 kDa o
214 aminoacidos) estan codificadas por un gen de la region variable en el extremo NH2 (aproximadamente 110
aminoacidos) y un gen de la regién constante kappa o lambda en el extremo COOH. Las “cadenas pesadas” de
inmunoglobulinas de longitud completa (aproximadamente 50 Kd o 446 aminoacidos) estan codificadas, de forma
similar, por el gen de la regién variable (aproximadamente 116 aminoacidos) y uno de los otros genes de la region
constante mencionadas en lo que antecede, por ejemplo gamma (que codifica aproximadamente 330 aminoacidos).
Una cadena ligera se refiere a cualquier polipéptido que incluya un dominio variable de la cadena ligera. Una cadena
pesada se refiere a cualquier polipéptido que incluya un dominio variable de la cadena pesada.

La divulgacion proporciona un método para tratar un sujeto que tiene un trastorno proliferativo celular. El sujeto
puede ser cualquier mamifero y, preferentemente, es un ser humano. El sujeto se pone en contacto con un vector
retroviral competente para la replicacién recombinante de la divulgacion. El contacto puede ser in vivo o ex vivo. Los
métodos de administracion del vector retroviral de la divulgacion son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
administracion sistémica, administracion tépica, administracion intraperitoneal, administraciéon intramuscular,
intracraneal, cerebroespinal, asi como administraciéon directamente en el sitio de un tumor o trastorno proliferativo
celular. Otras vias de administracion conocidas en la técnica.

Por lo tanto, la divulgacion incluye diversas composiciones farmacéuticas Utiles para tratar un trastorno proliferativo
celular. Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la divulgacion se preparan llevando a un vector retroviral
que contiene una secuencia polinucleotidica heteréloga util en el tratamiento o modulacién de un trastorno
proliferativo celular de acuerdo con la divulgacién a una forma adecuada para la administracion a un sujeto usando
vehiculos, excipientes y aditivos o auxiliares. Los vehiculos o auxiliares usados con frecuencia incluyen carbonato de
magnesio, diéxido de titanio, lactosa, manitol y otros azucares, talco, proteina de leche, gelatina, almidén, vitaminas,
celulosa y sus derivados, aceites animales y vegetales, polietilenglicoles y disolventes, tales como agua estéril,
alcoholes, glicerol y alcoholes polihidricos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de liquidos y nutrientes.
Entre los conservantes se incluyen antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes. Otros
vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones acuosas, excipientes no toxicos, incluyendo sales,
conservantes, tampones y similares, como se describe en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 152
ed. Easton: Mack Publishing Co., 1405-1412 y 1461-1487 (1975) y el The National Formulary XIV, 14?2 ed.
Washington: American Pharmaceutical Association (1975). El pH y la concentracion exacta de los diversos
componentes de la composicion farmacéutica se ajustan de acuerdo con las habilidades de rutina en la técnica.
Véase Goodman y Gilman's The Pharmacological Basis for Therapeutics (72 ed.)

Por ejemplo, y no a modo de limitacion, un vector retroviral Gtil en el tratamiento de un trastorno proliferativo celular
incluira una proteina ENV anfotrépica, proteinas GAG y POL, una secuencia del promotor en el genoma retroviral de
la regiéon U3, y toda la secuencia que actua en cis necesaria para la replicacion, empaquetamiento e integracion del
genoma retroviral en la célula diana.

Como se ha descrito anteriormente, la divulgacion proporciona células huésped (por ejemplo, células 293 o células
HT1080) que se transducen (transforman o transfectan) con un vector proporcionado en el presente documento. El
vector puede ser, por ejemplo, un plasmido (por ejemplo, tal como se utiliza con células 293T), una particula virica
(tal como se utiliza con células HT1080), un fago, etc. Las células huésped pueden cultivarse en medios nutrientes
convencionales modificados segun sea apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes, o amplificar
un polinucledtido codificador. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son las que se
usaron previamente con la célula huésped seleccionada para la expresion y seran evidentes para los expertos en la
técnica y en las referencias citadas en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, Sambrook, Ausubel y
Berger, asi como, por ejemplo, Freshney (1994) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 32 ed. (Wiley-
Liss, New York) las referencias citadas en el mismo.

En una realizacion de la divulgacion, una célula productora produce vectores retrovirales competentes para la
replicacion que tienen una estabilidad incrementada con respecto a los vectores retrovirales producidos por técnicas
convencionales de transfeccion transitoria. Dicha estabilidad incrementada durante la produccion, la infeccion y la
replicacién es importante para el tratamiento de trastornos proliferativos celulares. La combinacién de eficiencia de la
transduccion, estabilidad de los transgenes y selectividad de la diana se proporciona por el retrovirus competente
para la replicacion. Las composiciones y métodos proporcionan estabilidad del inserto y mantienen la actividad de
transcripcion del transgén y la viabilidad de traduccién del polipéptido codificado.

Los ejemplos siguientes tienen por objeto ilustrar la invencion y no pretenden limitar la divulgacion mas amplia
anterior.
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Ejemplos

Se produjo AC3-yCD2 (particula virica "V") a partir de una linea productora HT1080 + T5.0002 derivada de la linea
celular de fibrosarcoma humano HT1080 (ATCC, n.° de catalogo CCL-121) obtenida directamente de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (PO Box 1549, Manassas, VA).

La linea celular HT1080 + T5.0002 se expandid para crear un pre-banco y un posterior banco de de células
maestras (MCB). MCB se utilizd para producir lotes clinicos. El diagrama de flujo para generar el pre-banco y el
banco de células maestras se muestra en la Figura 1.

El vector viral Toca511 esta codificado por un plasmido (pAC3-yCD2; también conocido como T5.0002) que consiste
en 11.893 pares de bases de nucledtidos. El diagrama 1 a continuacién proporciona un mapa de enzimas de
restriccion de la construccion total del plasmido pAC3-yCD2 junto con la localizacién de la secuencia de ciertos
elementos genéticos.

Esquema general para preparar lineas celulares productoras de expresion estable que construyen el vector
competente para la replicacion AC3-yCD2 (V). La linea de células productoras de vectores "HT1080 + T5.0002",
se produjo mediante transduccion de células HT1080 intactas con virus AC3-yCD2 producidos de forma transitoria
en células 293T mediante transfeccion (véase la figura 1). La transfeccion transitoria utilizada para producir AC3-
yCD2 (particulas viricas) se llevd a cabo usando la "reserva de plasmido cualificada" secuenciada con GLP. Mas
especificamente, el vector AC3-yCD2 producido de forma transitoria se recogié después de 48 horas después de la
transfeccion y se filtré a través de un filtro de 0,45 pym con 0,8 ml de sobrenadante filtrado usado para transducir un
cultivo confluente al 75 % de células HT1080 que contienen 15 ml de medio. Este volumen de infeccidn se convirtid
en una dosis de transduccion aproximada de aproximadamente 0,1 unidades de transduccion (UT) por célula. Se
dejo que la transduccioén se extendiera por todo el cultivo durante 9 dias con células realimentadas o pasadas cada
2-4 dias antes de congelar la reserva de prebanco inicial que consistia en 12 viales, de modo que cada vial contenia
aproximadamente 5 x 10° células por vial. Los medios de congelacién incluian DMSO al 10 %, USP (Cryoserv,
Bioniche Pharma USA, LLC, Lake Forest, IL) y suero bovino fetal al 90 % irradiado con rayos gamma (Hyclone
laboratorios. Inc, Logan Utah). Las células se congelaron en un congelador a -80 °C y después se transfirieron a un
congelador de nitrégeno liquido en condiciones de fase de vapor al dia siguiente. El medio utilizado para el
crecimiento de células HT1080 + T5.0002 para producir el vector comprende un medio DMEM definido, GlutaMax
(sustituto de L-glutamina), aminoacidos no esenciales (NEAA) y suero bovino fetal (FBS) definido.

La linea celular 293T se desarrolld6 a partir de células 293 HEK (rifion embrionario humano) y se describid
originalmente en 1987 (Dubridge 1987). La linea celular se desarrollé transfectando un mutante de antigeno-T de
SV40 sensible a la temperatura, tsA1609 (Dubridge 1987), en células HEK 293 (Graham 1977). Las células 293T
son mas susceptibles a la transfeccion que la linea celular HEK 293 original. Debido a su mayor transfectabilidad, las
células 293T se han usado habitualmente para producir vectores de titulo elevado mediante transfeccién transitoria
(Yang et al., Hum. Gene Ther. 10: 123 - 132 1999).

Ejemplo 2: Preparacion del vector a partir de la linea productora de expresion estable HT1080 + T5.0002
como una linea adherente con suero bovino fetal. Las células HT1080 + T5.0002 se cultivan en recipientes de
cultivo de células multicapa desechables (Cell Stack, Corning). La produccion del vector retroviral Toca 511 bruto se
lleva a cabo recolectando el medio acondicionado de cultivos confluentes de células HT1080 + T5.0002 recolectadas
cada 10-24 horas durante 2-4 ciclos de recoleccién usando un proceso discontinuo alimentado manualmente usando
multiples pilas de células que contienen aproximadamente 1,2 | de medios acondicionados cada uno. El vector
retroviral TOCA 511 en bruto se recoge directamente en bolsas de proceso de 10 — 20 | y se almacena a 2-8 °C
hasta que se recogen aproximadamente 40 | de material. La muestra de la cosecha bruta combinada utilizada para
PTC micloplasma, pruebas viricas in vitro, carga bioldgica, titulacion de PCR informativa y retenciones.

El material de vector en bruto se clarifica pasando a través de un cartucho de filtro de 0,45 micrémetros y se trata
con Benzonasa para digerir el ADN genomico de la célula huésped. El vector TOCA 511 digerido con ADN vy
clarificado se captura a continuacién y se concentra usando cromatografia de intercambio aniénico (AEX). El
producto en bruto concentrado eluido se somete a continuacion a una etapa de intercambio de tampén y purificacion
usando cromatografia de exclusion por tamafio (SEC). El tampdn de formulaciéon comprende tampon de formulacion
basado en Tris que contiene cloruro de sodio, sacarosa, manitol, ascorbato, acido ascorbico y seroalbumina
humana. El volumen formulado se filtré a través de 0,2 ym para asegurar la esterilidad, se obtuvieron muestras para
ensayo y después se repartio en multiples recipientes como material a granel almacenado congelado por debajo de
(<) -65 °C.

El vector producido a partir de células HT1080 + T5.0002 se analizé en células PC3 (adenocarcinoma de prostata
humana) intactas o células U-87 (glioblastoma-astrocitoma humano), dependiendo de la prueba. Estas pruebas
incluyeron; (1) transferencia de la expresion de la proteina CD (citosina desaminasa) mediante analisis Western, (2)
actividad de CD funcional de la proteina CD para convertir 5-FC en 5-FU mediante analisis HPLC, asi como (3)
medicion de la capacidad para que 5-FC mate células U-87 (ensayo MTS) transducidas con AC3-yCD2 (V).
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Ejemplo 3: Construccion de vectores que codifican citosina desaminasa, proteina fluorescente verde (GFP),
interferon gamma (IFN) de ratén y otras proteinas o acidos nucleicos. Estos vectores retrovirales replicativos se
construyeron como se ha descrito previamente en el documento WO 2010/036986. La Tabla 1 que describe la
naturaleza de algunos de estos vectores se incluye a continuacion.

Tabla 1: Construcciones de vectores y nombres

Codigo | Nombre de | Nombre Prom. Envoltura | Vector | IRES | Transgén 3'LTR
de ref. referencia original en
5'LTR

T5.0000 | pACE-yCD pACE-CD (Tai | CMV Anfo. pACE | EMCV | CD de | MLV
et al. 2005) (4070A) levadura u3

salvaje
T5.0001 | pAC3-yCD1 CD secuencia | CMV Anfo. pAC3 EMCV | CD MLV
opt. (4070A) modificada U3
T5.0002 | pAC3-yCD2 CDopt+3pt CMV Anfo. pAC3 | EMCV | CD MLV
(4070A) modificada U3
T5.0006 | pAC3-eGFP pAC3-emd, CMmV Anfo. pAC3 | EMCV | GFP MLV
pAC3GFP (4070A) esmeralda U3
T5.0007 | pAC3-yCD pAC3-yCD CMvV Anfo. pAC3 | EMCV | CD de | MLV
(4070A) levadura u3

salvaje
pAC3-mIFNg | pAC3-mIFNg CMV Anfo. pAC3 EMCV | IFN gamma | MLV
(4070A) de raton U3
pAC3-hIFNg pAC3-hIFNg CMV Anfo. pAC3 EMCV | IFN gamma | MLV
(4070A) humano U3

Otros vectores que se pueden producir usando las lineas celulares y los métodos descritos en la presente solicitud
también se describen en el documento WO 2010/036986. Estos incluyen vectores que codifican anticuerpos de
cadena sencilla, IL-2, ARNim y ARNic bajo el control de un promotor pol lll y secuencias diana de ARNic.

Ejemplo 4: Ensayo de titulacion de PCR cuantitativa La concentracion del vector funcional, o titulo, se determina
usando un método basado en PCR cuantitativa (PCRc). En este método, el vector se titula infectando una linea
celular huésped transducible (por ejemplo, células de carcinoma prostatico humano PC-3, ATCC n.° cat. CRL-1435)
con un volumen estandar del vector y midiendo la cantidad resultante de provirus presente dentro de las células
huésped después de la transduccién. Las células y el vector se incuban en condiciones de cultivo estandar (37 °C, 5
% de CO;) durante 24 horas para permitir una infeccion completa antes de la adicion del AZT antirretroviral para
detener la replicacion del vector. A continuacion, se recogen las células de la placa de cultivo y se purifica el ADN
gendémico (ADNg) usando un kit de purificacion de ADNg de Invitrogen Purelink y se eluye de la columna de
purificaciéon con agua estéril libre de RNasa / DNasa. La relacion de absorbancia Agzso/Azso se mide en un
espectrofotometro para determinar la concentracion y la pureza relativa de la muestra. Las concentraciones de
ADNg se normalizan con agua adicional libre de RNasa / DNasa hasta la concentracion mas baja de cualquier
conjunto dado de preparaciones de ADNg de tal manera que el ADN de entrada para la PCRc sea constante para
todas las muestras analizadas. La pureza del ADN gendmico se evalla ademas mediante electroforesis de una
alicuota de cada muestra en un gel de agarosa al 0,8 % tefiido con bromuro de etidio. Si la muestra pasa por un
intervalo de absorbancia Azeo/Azs0 de 1,8-2,0 y muestra una Unica banda de ADNg, la muestra esta lista para el
analisis PCRc del numero de copias del provirus del vector. Utilizando cebadores que interrogan la regién LTR del
provirus (ADN del vector transcrito inversamente y ADN del vector que esta integrado en el ADNg del huésped), la
PCRc se realiza para estimar el nimero total de eventos de transducciéon que se produjeron cuando se usé el
volumen conocido del vector para transducir el nimero de células conocido. El nimero de eventos de transduccion
mediante reaccién se calcula a partir de una curva estandar que utiliza un plasmido portador de la diana de un
numero de copias conocido que se diluye en serie desde 10" a 10 copias y se mide en condiciones idénticas de
PCRc como las muestras. Conociendo cuantos equivalentes gendmicos se usaron para cada reaccion de PCRc (a
partir de la concentracion previamente determinada) y cuantos acontecimientos de transduccion que se produjeron
por reaccion, los inventores determinaron el nimero total de acontecimientos de transduccién que se produjeron en
base al numero total de células que estaban presentes en el tiempo de transduccién. Este valor es el titulo del vector
después de la dilucion en el medio que contiene las células durante la transduccion inicial. Para calcular el valor de
titulo corregido, la dilucion se corrige multiplicando por el volumen de cultivo y el volumen del titulo dividido por el
volumen de titulo. Estos experimentos se realizan en cultivos por duplicados y se analizan mediante PCRc usando
mediciones por triplicado para cada condiciéon para determinar un titulo promedio y con su desviaciéon estandar y
coeficiente de varianza asociados.

Ejemplo 5: Ensayo de potencia para vectores que codifican citosina desaminasa. Este ensayo evalia muestras
de células para determinar la actividad de citosina desaminasa 4 dias después de la transduccion y mide tanto la
capacidad de replicacion del vector como la correspondiente actividad de citosina desaminasa. Se cultivaron células
U-87 en placas de 96 pocillos y se transdujeron con una serie de diluciones de virus (hasta 12 diluciones a intervalos
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de semilog). Se afiadi6 5-fluorocitosina a las células durante una hora, se detuvo la reaccion mediante la adicion de
acido tricloroacético al 10 % y la mezcla filtrada resultante se analizé mediante HPLC para determinar la actividad de
la citosina desaminasa midiendo el 5-fluorouracilo producido. El ensayo de HPLC se realizé en una unidad
Shimadzu LC20AT conectada en serie con un detector de fotomatriz y un autoinyector. El método de HPLC utilizo
una columna Hypersil BDS C18N de forma isocratica a 1 ml / min con 95 % de tampodn A: fosfato de amonio 50 mM
que contiene 0,1 % de perclorato de tetra-n-butilamonio con ajuste de pH del tampén a 2,1 con acido fosféricoy 5 %
de disolvente B: 100 % de metanol. El tiempo de carrera fue de 6 minutos. El conjunto de detectores de fotodiodos
explora de 190 a 350 nm con cromatogramas seleccionados para mostrar absorbancia a 264 nm para 5-
fluorouracilo. La funcién Buscador se utiliza para transferir datos en un informe masivo con el tiempo de retencién de
5-fluorouracilo y el area a 264 nm y el tiempo de retencion de 5-fluorocitosina y el area a 285 nm. El area del pico se
representa después frente a la dilucion introducida para generar un ajuste de curva de 4 parametros y los valores de
CEso de la muestra de ensayo se comparan con un vector de referencia interno (véanse las figuras 10 y 11 para
ejemplos de estos graficos).

Ejemplo 6: Purificacion y concentracion del vector. Los vectores de la divulgacion se fabricaron mediante
transfeccion transitoria sobre las células 293T o de un grupo de células productoras o de una linea celular
productora clonada. El medio puede estar con suero o libre de suero y las células se pueden cultivar como células
adherentes o en suspension, normalmente en el modo de perfusion. El medio se recogié y cuando se hizo a partir de
las lineas de células productoras estables, se almacend durante hasta 2 semanas a 2-8 grados centigrados. El
vector de las lineas celulares estables tuvo una semivida a 2-8 grados C que es mayor de 7 dias, mientras que esto
no es cierto para el material producido mediante transfeccion transitoria. Esta cosecha a granel se filtré después a
través de un cartucho de filtro de 0,45 micrometros, se tratdé con benzonasa (L. Shastry et al Hum Gene Ther 15:221
2004) y otras etapas de cromatografia en columna. (véase, por ejemplo, US5792643; T. Rodriguez et al. J Gene
Med 9:233 2007; P.Sheridan et al Mol.Ther. 2:262-275 2000). Las preparaciones de vectores se cargaron en una
columna de intercambio anionico y el vector se eluy6 en un gradiente de NaCl. La fraccion que contiene el vector se
identificé inicialmente utilizando el ensayo de PCR (ejemplo 4), y posteriormente mediante la A260, y las fracciones
positivas se recogieron y agruparon. A continuacion, la preparacion se cargé en una columna de exclusion por
tamafio (SEC) para eliminar la sal y otros contaminantes restantes. La SEC se eluye con tampén de formulacion y la
fraccion de vector en la columna SEC se recogi6 a partir del volumen de huecos y se ensay6é como material a granel
para el titulo. A continuacion, se filtré a través de filtros de 0,2 micrometros y 0,8 a 3 ml se alicuotaron en viales. El
material clinico se libera en base a pruebas estandar, tales como esterilidad, micoplasma y endotoxinas, ademas de
la potencia especifica del producto (ejemplo 5, Figuras. 10 y 11), resistencia (ejemplo 4) y ensayo de identidad. El
titulo se determina como unidades de transduccion (UT) mediante cuantificacion por PCR del ADN del vector virico
integrado en las células diana (Ejemplo 4). El producto final tiene como objetivo tener un titulo de hasta 10° TU / ml
formulado en solucién de sacarosa isotonica tamponada con Tris, como un inyectable estéril.

En general, para determinar con exactitud y precision la resistencia de los lotes de vectores, se ha desarrollado un
ensayo del titulo basado en PCR cuantitativa (descrito en términos generales en el ejemplo 4). Los detalles del
procedimiento de ensayo consisten en las siguientes etapas:

Transduccion. Las transducciones se realizan en un formato de placa de 12 pocillos usando la linea celular PC-3
derivada del adenocarcinoma prostatico humano estable. Para cada muestra de ensayo, se usan tres diluciones de
la preparacion del vector no titulada para transducir las células PC-3 en pocillos por triplicado. La replicacion del
virus se detiene 24 horas después de la transduccion con azidotimidina (AZT). Las células se mantienen durante 24
- 64 horas adicionales antes de la recoleccion y purificacion del ADN genémico.

Ejemplo 8: Clonacién de un grupo no clonal de células HT1080 infectadas. Siembra de la dilucion. Los medios
precalentados y multiples placas de cultivo celular de 96 pocillos se marcaron con el fin de identificar el clon basado
en la placa y la posicion del pocillo y los pocillos se llenaron con medios precalentados que contenian una
suspension de células individuales del HT1080. Un pase temprano de células HT1080 infectadas al 100 % se
recogié mediante tripsinizacion y creacion de una suspension de células que consistia en 1 célula por 600
microlitros. Se suministraron 200 microlitros en cada pocillo de una placa de 96 pocillos con el fin de sembrar
aproximadamente 0,3 células por pocillo. Al realizar este procedimiento, una mayoria de los pocillos recibieron 0, 1 o
2 células por pocillo. Las células se dejaron unir durante aproximadamente 4 horas y cada pocillo se examind para
eliminar los pocillos que habian recibido mas de 1 célula por pocillo o que estaban vacios.

Propagacioén del clon. Los pocillos que contenian inicialmente 1 célula por pocillo se cultivaron reemplazando % del
medio (aproximadamente 100 pl) con 100 pl fresco cada 3-4 dias por cada pocillo. Se evitd la transferencia
accidental de células de un pocillo a otro sustituyendo la punta utilizada para alimentar cada pocillo durante el
reemplazo del medio. Se requirié un reemplazo de medio completo cuando las células comenzaron a aproximarse a
la confluencia en el pocillo. Una vez que las células alcanzaron la confluencia, cada candidato clonal se pasé a un
pocillo de una placa de 48 pocillos para continuar la expansién. Cada clon se propagé y se paso a un pocillo de una
placa de 6 pocillos, seguido de un matraz T-25, seguido de un matraz T-75 cada vez que las células alcanzaron la
confluencia. Una vez que las células clonales alcanzaron la confluencia en un matraz T-75, se prepararon al menos
2-3 viales de células crioconservadas que contenian 1-2x1 0° células por vial.
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Seleccion de clones basada en el rendimiento. Una vez que los candidatos a clon se congelaron, se llevaron a cabo
experimentos de cultivo celular para identificar el clon de mejor rendimiento y los clones de repuesto basados en el
rendimiento de la produccion del titulo y en las caracteristicas ideales del cultivo celular. EI mejor clon se eligio
basandose en (1) la capacidad del clon para proporcionar los titulos sostenidos mas altos durante 2-4 dias
posteriores con sustitucion diaria de medio [véase la Figura 12 y la Tabla 2, a continuacion]; (2) la capacidad del
virus producido para transferir la expresion del gen deseado de interés a una célula intacta (véanse las Figuras 10 y
11); (3) la capacidad del clon para dividirse razonablemente con un tiempo de duplicaciéon entre 18 - 30 horas y la
capacidad para alcanzar la confluencia al 100 % como un césped uniforme de células con un desprendimiento
celular minimo al llegar a la confluencia.

Ejemplo 1.101: Infeccion de lineas celulares -17 y Cf2-Th para producir un conjunto no clonal y posteriores
candidatos a la linea celular productora del vector clonal. Para producir grupos de productores de vectores de
las lineas celulares D-17 (osteosarcoma canino ATCC # CCL-183) y Cf2-Th (de timo canino ATCC n.° CRL-1430)
que expresan el vector retroviral competente para la replicacién de MLV, se usaron los exactos mismos métodos
descritos anteriormente para las células HT-1080 para crear las lineas celulares D-17 y Cf2-Th. Los resultados se
muestran en la tabla 2 a continuacion.

Tabla 2: Datos que apoyan la creacion de grupos de productores y los posteriores clones de dilucion de
vectores retrovirales competentes para la replicacion de HT-1080, D-17 y Cf2-Th

Linea celular Vector competente para la Linea Muestra de Titulos
productora del replicacion de MLV expresado celular titulacion observad
vector de la parental os
linea celular (UT/ml)*
HT1080+T5.000 | AC3-yCD2 HT-1080 | HT+T5.0002, Dia 2 1,56E+06
2 (grupo no HT+T5.0002, Dia 3 2,23E+06
clonal) HT+T5.0002, Dia 4 1,90E+07
HT+T5.0002, Dia 5.5 | 2,57E+07
HT5.yCD2.128A | AC3-yCD2 HT-1080 | Clone 12-8, Dia 0 5,26E+06
(clon de dilucion) Clone 12-8, Dia 1 7,94E+06
Clone 12-8, Dia 2 1,00E+07
Clone 12-8, Dia 3 1,02E+07
D17+T5.0002 AC3-yCD2 D-17 D17+T5.0002, Dia 2 | 4,20E+06
(grupo no clonal) D17+T5.0002, Dia 3 | 3,83E+06

D17+T5.0002, Dia4 | 4,87E+06
D17+T5.0002, Dia | 1,39E+06

5.5
D5.yCD2.1G7A | AC3-yCD2 D-17 D5.yCD2.1G7A, Dia | 1,78E+06
(clon de dilucion) 1
D5.yCD2.1G7A, Dia | 2,54E+06
2
D5.yCD2.1G7A Dia | 4,24E+06
3
CF2+T5.0002 AC3-yCD2 Cf2-Th CF2+T5.0002, Dia 2 | 4,17E+04
(grupo no clonal) CF2+T5.0002, Dia3 | 6,97E+03

CF2+T5.0002, Dia4 | 4,97E+06
CF2+T5.0002, Dia | 3,14E+06
55
CF5.yCD2.3A12 | AC3-yCD2 Cf2-Th CF5.yCD2.3A12A, 1,81E+07
A (clon de Dia 1
dilucion) CF5.yCD2.3A12A, 2,68E+07
Dia 2
CF5.yCD2.3A12A, 3,78E+06
Dia 3
*UT/ml indica unidades de transduccién por ml, segun se determina mediante métodos de PCRc
cuantitativa para determinar el numero de copias de los genomas de MLV proviricos integrados después
de la transduccién en una linea celular U-87 intacta de titulacion.

Ejemplo 10: Ensayo de infectividad y transferencia de expresion de vectores retrovirales competentes para
la replicacion producidos a partir de células Cf2-Th infectadas con T5.0006 (vector competente para la
replicacion de expresion de GFP). Se realizd6 una evaluacion con el vector retroviral competente para la
replicacion, T5.0006 (V), que codifica el gen DE la proteina fluorescente verde (GFP) para evaluar la capacidad del
vector para infectar y propagarse en lineas celulares tumorales derivadas de caninos. Para este estudio, se
recibieron tres lineas celulares de glioblastoma canino, J3T-bg, SDT-3G y GO06-A del laboratorio del Dr. Peter
Dickinson (University of California, Davis; Vet Med Surgery and Radiological Sciences). Las tres de estas lineas
celulares derivaron originalmente de explantes espontaneos de glioma y estaban dentro de 8-14 pases de los
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aislados originales. Para probar la infectividad viral, se introdujeron 0,1 ml de sobrenadantes del virus T5.0006 (V)
filtrados con 0,45 micrémetros en cultivos por triplicado de 2 ml que contenian 4,4 x 10° celulas de cada tipo de
tumor en placas de cultivo de 6 pocillos con la excepcion de SDT-3G, que estaba a 1,9 x10* células. Se prepararon
placas por triplicado, una placa para cada punto de tiempo. Para rastrear la infectividad, se recolectd una placa con
infecciones por triplicado y pocillos de control no infectados los dias 1, 3 y 6 para realizar el analisis FACS de
determinar la presencia de fluorescencia de GFP para determinar el porcentaje de células infectadas cada dia
después de la infeccidn. El sobrenadante de virus T5.0006 de inoculacion derivé de cultivos infectados internos de
células productoras estables Cf2-Th hechas como se ha descrito anteriormente y caracterizadas por el titulo del
virus producido.

Linea productora Cf2-Th+T5.0006 y virus T5.0006(V): Un cultivo de células Cf2-Th, se infectd previamente con el
virus T5.0006 (V) producido transitoriamente generado transfectando el plasmido pAC3-emd (también conocido
como pT5.0006) en células 293T usando procedimientos estandar de transfeccion con fosfato calcico. Después de
varios pases y el dia de la infeccion de las tres lineas de células tumorales de glioma canino, se recogieron los
sobrenadantes viricos frescos de un cultivo Cf2-Th infectado confluente y se pasaron a través de un filtro de jeringa
de 0,45 um para eliminar cualquier célula Cf2-Th infectada viable.

Infeccién de las tres lineas celulares de glioblastoma canino y la linea celular HT-1080 de control positivo: Las tres
lineas celulares de glioblastoma canino: J3Tbg, SDT-3G y G06-A, se recibieron como células crioconservadas el 20
de noviembre de 2008 del laboratorio de Dr. Peter Dickinson, University of California, Davis; Vet Med Surgery and
Radiological Sciences. Las tres de estas lineas celulares derivaron originalmente de gliomas espontaneos y estaban
dentro de 8-14 pases de los aislados originales como se indica en la documentacion adjunta con la recepcion de los
viales congelados. La linea celular de control positivo HT1080 se obtuvo a partir de existencias congeladas internas
originarias de la ATCC (CCL-121, Lote 6805248).

Se descongeld un vial de cada linea celular y se cultivo para varios pases en medio DMEM suplementado con suero
bovino fetal al 10 % y Glutamax 200 mM y se incubé a 37 °C en cond|C|ones de CO; al 5 %. Un dia antes de infectar
las células, se sembré una placa de 6 pocillos con células 5E4 / cm? (4,4E5 células / pocillo) para cada linea celular
tumoral en 2 ml de medio DMEM completo recién preparado con la excepcion de las placas SDT-3G que se
prepararon a 1,9E4 células / pocillo. Los cultivos HT1080 de control positivo se sembraron 3,5 horas antes de la
adicion del virus el mismo dia de las infecciones viricas de la linea celular tumoral. Las infecciones viricas se
realizaron mediante la adicion de 0,1 ml de T5.0006 (V) filtrado a tres pocillos de cada placa de 6 pocillos dejando
tres pocillos no infectados para servir como controles negativos para el analisis FACS. Después de la infeccion, las
placas se devolvieron a la incubadora a 37 °C. Después de la infeccion, las placas se devolvieron a la incubadora a
37 °C. Se prepararon placas por triplicado para cada linea celular.

Alos 1, 3 y 6 dias después de la infeccion, se recogieron pocillos por triplicado de cada linea celular infectada y no
infectada usando reactivo de triceano (Sigma-Aldrich), se lavaron en medio completo y después se fijaron con 1 %
de paraformaldehido en PBS con 2 % de FBS y 0,09 % de azida sddica y se almacenaron refrigerados en la
oscuridad o sobre hielo hasta que se sometieron a analisis FACS. Obsérvese que los cultivos restantes tras el punto
de recoleccion del dia 3 se pasaron el dia 3.

Andlisis FACS: Todas las células fijadas con paraformaldehido se analizaron en una maquina BD LSRIl FACS
localizada en Sidney Kimmel Cancer Center (SN H47200068) con analisis usando BD FACS Diva Software Version
5.0.1. HT1080 y HT1080 y 100 % de células infectadas con GFP de una infeccion previa se utilizaron para
establecer el acotamiento. Cada muestra se ley6 una vez.

La Tabla 3 muestra los resultados promedio de las lecturas por triplicado del porcentaje de células infectadas
después de 1, 3 y 6 dias desde la infeccion. La figura 13 muestra la representacion grafica de los datos. Los datos
sugieren que cada linea tumoral canina infectada con T5.0006 (V) demostré algun nivel de expresién de GFP por
encima de los controles negativos de fondo, pero se observaron diferencias en la cinética de propagacion del virus
entre las diferentes lineas celulares tumorales. La linea tumoral G06-A demostré 94,5 % de positividad de GFP 6
dias después de la infeccion, seguida de J3T-bg y SDT-3G, lo que demuestra un 81,2 % y 30,9 % de positividad
para GFP en el mismo punto de recoleccién, respectivamente. Todos los controles fueron validos con los controles
no infectados y mostraron niveles insignificantes de fondo de expresién de GFP y la linea celular de control positivo
permisivo de HT1080 que demuestra un 73,6 % de positividad de GFP al dia 3 desde la infeccion (las muestras del
dia 6 se perdieron). En experimentos anteriores similares, usando las mismas condiciones, la linea de glioma U87
humana se convierte en un 80-90 % positiva para GFP.
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Ejemplo 11: Adaptacion de la linea celular productora de vectores del virus de MLV competentes para la
replicacion a partir de suero y dependencia de la adherencia de un cultivo en suspension sin suero. El
proceso de adaptacion libre de suero se realizé después del cribado e identificacion de un clon de diluciéon adecuado
de la linea celular productora de vectores competentes para la replicaciéon de HT-1080. El proceso de adaptacion
libre de suero también se puede realizar con una linea celular HT1080 productora del vector no clonal. El proceso de
adaptacion se inicié sembrando aproximadamente 2x10’ células en un matraz agitador de 125 ml que contenia 10 ml
de medio acondicionado que contiene 5 % de suero y 10 ml de un medio libre de suero seleccionado de eleccion,
que dio como resultando una concentraciéon sérica reducida del 2,5 %. En este caso, el medio sin suero fue medio
de expresion FreeStyle 293 distribuido a través de Invitrogen Corp, Carlsbad, CA. El cultivo se introdujo en una
plataforma de agitacion situada en una incubadora de cultivo de tejidos con control tanto de la temperatura como del
gas de CO». La plataforma de agitacion se fijé una velocidad preferida de 80 RPM vy la incubadora se fij6 a unas
condiciones preferidas de 37 °C y unas condiciones preferidas de COz al 5 %. Cada 3-7 dias, el cultivo se realimenté
recogiendo células que estaban en suspension y se sembraron nuevamente en un nuevo matraz agitador que
contenia 10 ml del mismo medio acondicionado inicial y 10 ml de medio fresco sin suero manteniendo un nivel de
suero de aproximadamente 2,5 %. El cultivo se examiné en cada acontecimiento de realimentacion con recuentos de
células viables realizados segun lo necesario para comprobar la propagacion de células. Cuando las células
mostraron evidencia de crecimiento basado en la duplicacion de las células o el consumo de glucosa, una
concentracion de suero de 1,67 % se dirigié después ajustando la cantidad de volumen del medio acondicionado y
medio libre de suero fresco. El cultivo se examind nuevamente y se realimentdé cada 3 - 7 dias. Cuando las células
muestran evidencia de crecimiento, se dirigié una concentracion sérica de 1,25 % ajustando nuevamente el volumen
de medio acondicionado y medio libre de suero fresco. Este proceso se continué apuntando condiciones suero
posteriores de 1,0 %, 0,9 %, 0,83 % hasta que las células estaban en condiciones libres de suero al 100 %. Durante
este proceso de adaptacion, el cultivo celular se expandié hasta aproximadamente 200 ml de volumen en un matraz
de agitacion de 1.000 ml dirigido a un cultivo viable minimo de aproximadamente 0,5 a 1,0 x 10° células / ml. Una
vez que las células alcanzaron condiciones libres de suero al 100 %, las células se pasaron continuamente en
condiciones libres de suero aislando células suspendidas individuales permitiendo que las células aglutinantes mas
pesadas se asentaran durante cortos periodos de tiempo sin agitacion. Una vez que el cultivo consiste en
aproximadamente el 95 % de la poblacion de la suspension de células individuales de forma consistente, el cultivo
podria congelarse en medio de crioconservacion consistente en DMSO al 10 % y 90 % de medio libre de suero
usando condiciones estandar de congelacién de células de mamifero.

Ejemplo 12: El vector hecho a partir de las lineas celulares productoras estables es mas estable que el
vector hecho mediante transfeccion transitoria en almacenamiento a largo plazo. Produccion del vector
mediante transfeccion transitoria. El sobrenadante bruto que contenia el virus MLV competente para la replicacion
que codifica el gen para la citosina desaminasa o el gen para la proteina fluorescente verde se produjeron mediante
dos métodos de transfeccion transitoria. El primer método usé el procedimiento estandar de transfeccion con fosfato
calcico divulgado por Graham y van der Eb usando células 293T que se han usado habitualmente para producir
vectores de titulo alto, tal como describieron originalmente Yang 1999. El segundo método de transfeccion utilizo el
reactivo transfectante patentado disponible comercialmente (Fugene) distribuido por Promega (Madison, WI)
Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, los sobrenadantes del virus se filtraron usando un filtro de 0,2 ym
0 0,45 um, con partes alicuotas congeladas y almacenadas a temperaturas < -65 °C. Los sobrenadantes clarificados
congelados se titularon mediante el método de PCRc cuantitativa para establecer una concentracion inicial de titulo
infeccioso. Las pruebas posteriores del titulo en varias fechas revelaron que las preparaciones de virus no eran
estables y perdian al menos un logaritmo del titulo tan rapidamente como 14 dias como se analiz6 mediante el
mismo método de PCRc cuantitativa (véase la Tabla 4).

Produccién de vectores a partir de lineas estables. Para comparar este perfil de estabilidad con respecto al virus
MLV competente para la replicacién producido a partir de células HT-1080 infectadas de forma estable, se
produjeron preparaciones del virus T5.0002 como se describe en el ejemplo anterior y posteriormente se purificaron
y formularon en un tampon isoténico de cloruro de sodio Tris que contenia 10 mg /ml de sacarosa y 1 mg / ml de
seroalbumina humana. Los lotes de T5.0002 especificos utilizados en este estudio de estabilidad son los lotes TO03-
002-40L, M100-09, M101-09 y M102-09, con los ultimos tres lotes producidos conforme a las buenas practicas de
fabricacion (GMP). Para evaluar la estabilidad del virus, se usaron procedimientos para abordar (1) el titulo
infeccioso; y (2) la transferencia de la expresion en células intactas.

Almacenamiento. Se retiraron dosis no diluidas y diluidas al 1/100 de T5.0002 del lote T003-002-40L de las

condiciones de almacenamiento a largo plazo <-65 °C con viales descongelados posteriormente a los 3, 6 y 12
meses después del vial y probados dentro de los siguientes ensayos: Resistencia, potencia y DICTso.
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Tabla 4. Varios virus MLV competente para la replicacion producidos mediante transfeccién transitoria

Descripcion del virus ML | Linea celular parental (método de | ID de la muestra Titulo de
de replicacion transfeccion) PCRc (UT/ml)
T75.0002 293T (Fosfato de calcio) 051508-RCR-2 3,2x10"
75.0002 293T (Fosfato de calcio) 051508-RCR-2 1,4x10°
T75.0002 293T (Fosfato de calcio) CS003 (2-D3-IN- | 1,3x10°
080108-CS)
T75.0002 293T (Fosfato de calcio) CS003 (2-D3-IN- | 2,4x10°
080108-CS)
75.0006? 1IT-1080 (Fugene) HT1080-D4-102508 | 2,3x10°
T75.0006 HT-1080 (Fugene) HT1080-D4-102508 | 2,8x10°
T75.0006 293T (Fugene) 293T-D2-102308 2,6x10°
T75.0006 293T (Fugene) 293T-D2-102308 2,3x10°

Se prepararon lotes producidos conforme a las GMP, M100-09, M101-09 y M102-09 a partir de la linea celular
productora estable HT1080 + T5.0002 purificada y almacenada a < -65 ° C desde su preparacion. Se extrajeron y
descongelaron los viales a los 3 y 6 meses después del vial y se analizaron los siguientes ensayos: Resistencia,
potencia, DICT50, pH, osmolalidad y aspecto.

Titulo infeccioso mediante PCRc cuantitativa. No se observa ninguna disminucién del titulo para el vector viral
purificado producido a partir de la linea celular HT-1080 infectada de forma estable cuando se almacena a < -65 °C
durante un maximo de 12 meses para todos los lotes analizados. Las Tablas 5 y 6 muestran los titulos medidos para
los lotes T003-002-40L (Tabla 5) y GMP (Tabla 6). La Figura 14 muestra la tendencia del titulo generado durante 12
meses para todos los lotes analizados.

Tabla 5.Titulos medidos de los lotes de desarrollo T003-002-40L (sin diluir y a 1/100) a la liberaciény 3,6 y 12
meses almacenados a <-65°C.

T003-002-40L Liberacion | 3M | 6M | 12M
UT/ml
Sin diluir 1,14E+08 1,73 E+08 1,09E+08 2,71E+08
1/100 1,08E+06 2,79E+06 1,66E+06 3,82E+06

Tabla 6. Titulos medidos de los lotes M100-09 (dosis alta), M101-09 (dosis media) y M102-09 (dosis baja) en la
liberacion y a los 3 y 6 meses de almacenamiento a <-65 °C.

Liberacion | 3M | 6M | xEm
UT/ml
M100-09 1,90E+08 1,00E+08 2,49E+08 2,38E+08
M101-09 2,00E+07 1,08E+07 3,52E+07 3,56E+07
M102-09 2,70E+06 1,22E+06 4,15E+06 4,01E+06
*Se descongelaron los viales en el punto de tiempo 3M, se volvieron a congelar a <-65 °C y se analizaron con
las muestras de 6 M.

Ensayo de transferencia de expresion bioldgica usando cultivo celular y analisis HPLC para evaluar la estabilidad del
vector viral almacenado a <-65 °C. La estabilidad del vector se evalué midiendo la capacidad del vector para infectar
un tipo de célula intacta con varias diluciones y analizar la capacidad para convertir 5-fluorocitosina (5-FC) en 5-
flurouracilo (5-FU) a partir de la transferencia del gen de la citosina desaminasa del vector viral a la célula intacta
infectada. La conversiéon de 5-FC en 5-FU se cuantifica mediante HPLC con los datos brutos procesados utilizando
un método de regresion no lineal de los valores de dilucién transformados. Ambas dosis (sin diluir y muestras
diluidas a 1/100) del lote T003-002-40L no muestran disminucién en la transferencia de la capacidad de expresion
cuando se almacenan a < -65 ° C durante hasta 12 meses. Tanto T003-002-40L (sin diluir) como M100-09 generaron
una curva de dosis comparable a la del vector de referencia actual. M101-09 generd la curva esperada a 1/10 del
vector no diluido (M100-09). T003-002-40L (1/100) y M102-09 generaron la curva esperada a 1/100 de su vector no
diluido, respectivamente. Las Figuras 10 y 11 muestran la respuesta de la dosis de conversiéon de 5-FC para los
lotes T003-002-40L (Figura 10) y GMP (Figura 11) en el tltimo punto de tiempo analizado.

Ensayo de DICTs, sobre los lotes del vector. La estabilidad del vector se evalué midiendo la capacidad del vector
para infectar un tipo de célula intacta calculando la dosis infecciosa a la que el 50 % de las células se infectarian en
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condiciones de cultivo de tejidos (DICT50). EI método utilizado para determinar si una célula estaba infectada se
determiné mediante deteccién por PCR. En esta evaluacién, no se observé disminucion en la infectividad en base a
la DICT50 cuando se almacend a < -65 °C durante un maximo de 12 meses para todos los lotes analizados dentro
de la variabilidad actual del ensayo (% de CV del vector de referencia en 8 ensayos fue del 45 %). Las Tablas 13y
14 muestran el valor de DICT50/ml medido para el lote T003-002-40L (Tabla 7) y GMP (Tabla 8).

Tabla 7. DICTs del lote T003-002-40L (sin diluir y a 1/100) en la liberacion y a los 3 y 12 meses a £-65°C

T003-002-40L Liberacion | 3M | 12M
DICTsoml
Sin diluir 2,0E+08 9,0E+07 2,00E+08
1/100 1,3E+06 6,5E+05 7,95E+05

Tabla 8. DICTs de los lotes de GMP M100-09 (dosis alta), M101-09 (dosis media) y M102-09 (dosis baja) en la
liberacion y a los 3 y 6 meses de almacenamiento a <-65 °C.

Liberacion | 3Mm | 6M | xET
DICTsoml
M100-09 5,0E+07 5,0E+07 7,9E+07 5,01E+07
M101-09 7,9E+06 1,3E+06 1,3E+07 1,26E+07
M102-09 5,0E+05 5,0E+05 7,9E+05 5,01E+05
*Se descongelaron los viales en el punto de tiempo 3M, se volvieron a congelar a <-65 °C y se analizaron
con las muestras de 6 M.

Basandose en los datos de estabilidad anteriores, el vector viral de MLV competente para la replicacion purificado
producido a partir de células HT - 1080 infectadas de forma estable es mas estable que el vector idéntico producido
por transfeccion transitoria cuando se almacena a temperaturas de < 65 °C.

Ejemplo 13: El vector T5.0002 hecho a partir de un clon de HT1080 y producido a partir de cultivos libres de
suero en suspension es tan potente como el vector fabricado a partir de la linea HT1080 + T5.0002 adherente
en medio con suero bovino fetal, en un modelo de tumor de ratén. El vector se preparé a partir de uno de los
clones de suspension libre de suero y de la linea celular HT1080 + T5.0002, y se purificd y proces6 como se
describe en el ejemplo 6.

En experimentos separados, estas preparaciones de vectores se usaron para tratar un modelo de tumor de glioma
de ratén - Tu2449 en ratones B6C3F1 (H M. Smilowitz J Neurosurg 106: 652 - 659, 2007), en ratones se implanté
intracranealmente el tumor y cuatro dias mas tarde se administraron dosis ascendentes del vector (10%, 10° UT/g de
cerebro) a cohortes de 10 animales para ambas preparaciones de vectores. Al dia 13, la dosificacion de 5-FC se
llevé a cabo dos veces al dia mediante inyecciones i.p. (500 mg / kg dos veces al dia) durante cuatro dias y el
tratamiento con 5-FC se llevd a cabo con un programa de 10 dias sin tratamiento 4 dias con tratamiento. Los
graficos de Kaplan-Meyer mostraron que la supervivencia con el material de la linea clonada era al menos tan buena
como la de la linea HT1080 + T5.0002. Ambos mostraron una supervivencia de 80-90 en los grupos de 10°V7
después del dia 100, mientras que los controles tuvieron una supervivencia mediana de aproximadamente 30 dias.

Ejemplo 14: Uso de vector purificado que codifica interferon gamma de raton como terapia en un modelo de
cancer de ratén singénico. El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de Toca 511 (que codifica yCD2) y
Toca 621 (que codifica interferén gamma de raton) en el modelo S91 / BALB/c mediante la evaluacion de la
propagacion de nuevos vectores retrovirales basados en MLV en tumores S91 subcutaneos S91 de ratén (subQ) en
ratones BALB / ¢ inmunocompetentes. El vector se prepard a partir de: 1) HT108+T5.0002 (Toca 511) y es una
preparacion de un vector retroviral competente para la replicacion portador del gen optimizado de la citosina
desaminasa; 2) HT1080 + mIFN una linea de productores estable de Toca 621, un vector retroviral competente para
la replicacion portador del gen de interferon gamma; y 3) HT1080 + T5.0006 (GFP Vector) m, se administraron cada
uno mediante inyeccion intratumoral (i.t.).

Ratones. Los ratones BALB / c hembra (edad ~ 8 semanas) se adquirieron en los Jackson Laboratories. Los ratones
se aclimataron durante 7 dias después de su llegada.

Células tumorales. Las células S91 Cloudman (ATCC, Manassas VA) derivadas del clon M-3, una linea celular
productora de melanina se adaptaron al cultivo celular por Y. Yasumura, AH Tashjian y G. Sato de un melanoma
Cloudman S91 en una F1 de raton mecho (CX DBA). Las células se cultivaron en medio Eagles modificado de
Dulbecco con suero bovino fetal al 10 %, piruvato sédico y Glutamax (Hyclone, Logan UT e Invitrogen, San Diego
CA). Las células se resuspendieron en PBS (Hyclone, Logan UT) para su implantacion. Las S91 se inyectaron 1E5
en 200 pli.v.y 1E5 en 100 pl s.c.
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Se implantaron s.c. en cuatro grupos de ratones BALB / ¢ hembra (65 ratones, ~ 8 semanas de edad) en el flanco
derecho células tumorales S91. Después de dejar que los tumores crecieran hasta alcanzar aproximadamente 50-
125mm?, se administré a 3 ratones i.t. PBS (Grupo 1), a 10 ratones se inyecté i.t. Toca 511 4,7E8 / ml (Grupo 2), a 5
ratones se inyectd i.t. Toca 621 2,8E8 / ml (Grupo 3) y a 6 ratones se inyecto i.t. GFP (Grupo 4) de los dias 15-19.

Asignaciones de grupos

Grupo | Tratamiento

1 Control: PBS 2
2 Toca 511 10
3 Toca 621 5
4 Vector GFP 6

Numero total de animales | 23

Vector. Se inyect6 Toca 511 y Toca 621 (50 pl) lentamente intratumoralmente usando una jeringa de insulina.

Se utilizé Toca 511 (que codifica el gen yCD2 de la citosina desaminasa) de numero de lote T511019-FNL para
todos los animales del Grupo 2 y Toca 621 (que codifica interferon gamma de ratén) numero de lote T621006 SEC
se uso6 para todos los animales del Grupo 3. Este material se produjo usando el mismo proceso usado para el
material de ensayo clinico, pero no se hizo de acuerdo con cGMP.

Toca 511 numero de lote T511019-FNL tenia un titulo de 4,7E8 UT / ml.
Toca 621 numero de lote T621006 SEC tiene un titulo de 2,8E8 UT / ml.
MLV-GFP (T5.0006) es el nimero de lote TGFP004-FNL con un titulo de 9,0E7 UT/ml.

Los tumores a los que se inyectdé Toca 621 mostraron una disminucién (p = 0,0016) en el crecimiento tumoral en
comparacion con los tumores inyectados con Toca 511 (Figura 15). En un animal de la inyeccién Toca 621
desapareci6 el tumor. Un analisis posterior mostré que los genomas podrian detectarse en algunos de los tumores
Toca 511 y Toca 621 hasta 24 dias después de la inyeccion. Uno de los dos explantes de los tumores inyectados
con Toca 621 tenian una secrecion detectable de IFNy (18,8pg / ml) mediante ELISA.

Ejemplo 15. Velocidad de propagacion viral de GFP en un modelo de xenoinjerto subcutaneo U-87 en ratones
desnudos, usando el vector GFP de una linea productora estable. Determinar la velocidad de propagacion viral
basandose en una unica administracion del vector 3e5 / 100 ul en xenoinjertos U-87 establecidos, determinando el
porcentaje de las células que expresan GFP en diversos puntos temporales, en un modelo subcutaneo de un tumor
en ratones desnudos.

Descripcion del estudio. Un total de 5 ratones (ID n.° 71 a n.° 75) se sometieron a implante en el flanco dorsal
derecho e izquierdo de 2e6 células U-87 administradas s.c. el dia 0. Al dia 13 se inyecto el tumor dorsal derecho de
cada raton con T50006 purificado (vector GFP) 3x10° UT / 100 ul hechas a partir de un grupo productor de HT1080
construido como se ha descrito anteriormente, y purificado como se describe en el ejemplo YYY. El mismo dia se
sacrificé al animal de ID N.° 71; se sacrificd a los animales de IDn.° 72, IDn.°73,I1Dn.°74 e ID n.° 75 los dias 5, 9,
12 y 26 después de la inoculacion del vector, respectivamente. Se extirparon los tumores y se procesaron para
andlisis FACS de GFP. Los resultados se muestran en la figura 16 y muestran un aumento constante en el % de
células positivas de GFP con el tiempo, lo que indica la propagacion del vector en este modelo.

En el presente documento se describen las siguientes clausulas:

1. Una linea celular productora de retrovirus para la produccién de una particula de retrovirus competente para la
replicacion, comprendiendo la linea celular una linea celular de fibrosarcoma, una de osteosarcoma o una de
timoma, dicha linea celular expresa de forma estable un genoma retroviral recombinante que comprende un gen
gag, un gen pol, un gen env, polinucleédtido heterélogo y el factor psi retroviral (W) para el ensamblaje del
genoma retroviral recombinante.

2. Una linea celular productora de retrovirus de la clausula 1, donde la particula de retrovirus competente para la
replicacion se expresa de forma estable.

3. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 2, donde la semivida es mayor de 7 dias a 2-8 °C.

4. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 2, donde el vector producido es aproximadamente
estable al 100 % durante 3 meses o mas y el mismo vector producido a partir de una linea celular transfectada
transitoriamente con el virus competente para la replicacion pierde al menos cinco veces la actividad en 2 a 8
semanas en las mismas condiciones de almacenamiento, en comparacion con los titulos iniciales.

5. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 1, donde el retrovirus competente para la replicacion
comprende: una proteina GAG retroviral; una proteina POL retroviral; una envoltura retroviral; un polinucleétido

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2718 546 T3

retroviral que comprende secuencias de repeticion terminal larga (LTR) en el extremo 3' de la secuencia
polinucleotidica retroviral, una secuencia promotora en el extremo 5' del polinucleétido retroviral, siendo dicho
promotor adecuado para la expresion en una célula de mamifero, un dominio de acido nucleico gag, un dominio
de acido nucleico pol y un dominio de acido nucleico env; un casete que comprende un sitio interno de entrada al
ribosoma (IRES) o un dominio de acido nucleico regulador unido operativamente a un polinucleétido heterdlogo,
donde el casete se sitia en 5’ de laLTR en 3’ y en 3' del dominio de acido nucleico env que codifica la envoltura
retroviral; y secuencias de accioén en cis necesarias para la transcripcion inversa, el empaquetado y la integracion
en una célula diana, donde el RCR mantiene una mayor competencia de replicacion después de 6 pases, en
comparacién con un vector PACE.

6. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde la secuencia polinucleotidica retroviral deriva
del virus de la leucemia murina (MLV), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV) o el virus de la
leucemia de gibén (GALV), el virus del tumor mamario murino (MuMTYV), el virus del sarcoma de Rous, el virus
de la leucemia de gibon (GALV), el virus enddgeno del babuino (BEV) y el virus felino RD114.

7. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5 o 6, donde el MLV es un MLV anfotréfico.

8. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 1, en donde el retrovirus es un gammaretrovirus.

9. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde la secuencia promotora esta asociada con un
gen regulador del crecimiento.

10. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde la secuencia promotora comprende: una
secuencia promotora especifica de tejido.

11. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 10, donde la secuencia promotora especifica de tejido
comprende al menos un elemento de respuesta a andrégenos (ARE).

12. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 11, en donde el elemento de respuesta a andrégenos
deriva de un promotor de probasina.

13. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 10, donde la secuencia promotora especifica de tejido
comprende un promotor de probasina.

14. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el promotor comprende un promotor del CMV
que tiene una secuencia como se establece en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde el nucleétido 1 hasta
aproximadamente el nucledtido 582 y puede incluir la modificacion de una o mas bases de acido nucleico y que
es capaz de dirigir € iniciar la transcripcion.

15. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el promotor comprende una secuencia como
se expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde el nucleétido 1 hasta aproximadamente el nucleétido 582.

16. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el promotor comprende un polinucleétido de
dominio CMV-R-U5.

17. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 16, donde el dominio CMV-R-U5 comprende el
promotor inmediatamente temprano del citomegalovirus humano unido a una regién R-U5 de MLV.

18. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 17, donde el polinucleétido del dominio CMV-R-U5
comprende una secuencia como se establece en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22 desde aproximadamente el
nucledtido 1 hasta aproximadamente el nucleétido 1202 o secuencias que son al menos un 95 % idénticas a una
secuencia como se expone en las SEQ ID NO: 19, 20 o 22, donde el polinucleétido promueve la transcripcion de
una molécula de acido nucleico unida operativamente a la misma.

19. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde la gag del polinucleétido deriva de un
gammaretrovirus.

20. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 19, donde el dominio de acido nucleico gag
comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleétido nimero 1203 hasta aproximadamente el
nucledtido 2819 de SEQ ID NO 19 o 22 o una secuencia que tiene al menos una identidad del 95 %, 98 %, 99 %
0 99,8 % con la misma.

21. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el dominio pol del polinucleétido deriva de un
gammaretrovirus.

22. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 21, donde el dominio pol comprende una secuencia
desde aproximadamente el nucleétido nimero 2820 hasta aproximadamente el nucleétido 6358 de SEQ ID NO:
19 0 22 o0 una secuencia que tiene al menos un 95 %, 98 %, 99 % 0 99,9 % de identidad con la misma.

23. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el dominio env comprende una secuencia
desde aproximadamente el nucleétido nimero 6359 hasta aproximadamente el nucleétido 8323 de SEQ ID NO:
19 0 22 o0 una secuencia que tiene al menos una identidad del 95 %, 98 %, 99 % 0 99,8 % con la misma.

24. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el IRES deriva de un virus de
encefalomiocarditis.

25. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 24, donde el IRES comprende una secuencia desde
aproximadamente el nucleétido niumero 8327 hasta aproximadamente el nucleétido 8876 de SEQ ID NO: 19 0 22
0 una secuencia que tiene al menos un 95 %, 98 % o0 99 % de identidad con la misma.

26. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el acido nucleico heterélogo comprende un
polinucleétido que tiene una secuencia como se establece en las SEQ ID NO: 3, 5, 11, 13, 150 17.

27. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el acido nucleico heterélogo codifica un
polipéptido que comprende una secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 4.

28. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el acido nucleico heterélogo esta optimizado
por codones humanos y codifica un polipéptido como se establece en la SEQ ID NO: 4.

29. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el acido nucleico heterélogo comprende una
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secuencia como se establece en SEQ ID NO: 19 o0 22 desde aproximadamente el nucleétido nimero 8877 hasta
aproximadamente 9353.

30. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 29, donde la LTR 3’ deriva de un gammaretrovirus.

31. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 30, donde la LTR 3’ comprende un dominio U3-R-U5.
32. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 31, donde la LTR 3’ comprende una secuencia como
se establece en SEQ ID NO: 19 o 22 desde aproximadamente el nucleétido numero 9405 hasta
aproximadamente 9998 o una secuencia que es al menos un 95 %, 98 % 0 99,5 % de identidad con la misma.
33. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el polinucleétido retroviral comprende una
secuencia como se establece en la SEQ ID NO: 19, 20 o 22.

34. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde la secuencia de acido nucleico heterélogo
codifica un modificador de respuesta biolégica.

35. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 34,, donde el modificador de respuesta biolégica
comprende una citocina inmunopotenciadora.

36. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 35, donde la citocina inmunopotenciadora se
selecciona del grupo que consiste en interleucinas 1 a 15, interferdn, el factor de necrosis tumoral (TNF) y el
factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF).

37. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 35, donde la citocina inmunopotenciadora es
interferon.

38. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 37, donde el interferén es interferon gamma.

39. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde el acido nucleico heterélogo codifica un
polipéptido que convierte un profarmaco no téxico en un farmaco téxico.

40. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 39, donde el polipéptido que convierte un profarmaco
no téxico en un farmaco toxico es timidina quinasa, purina nucleésido fosforilasa (PNP) o citosina desaminasa.
41. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde la secuencia de acido nucleico heterélogo
codifica el resto diana.

42. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 41, donde el resto diana comprende un antigeno de
cancer.

43. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde la secuencia de acido nucleico heterélogo
codifica un dominio de union.

44, La linea celular productora de retrovirus de la clausula 43, donde el dominio de unién comprende un dominio
receptor, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

45. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 5, donde la secuencia de acido nucleico heterélogo
comprende un polinucleétido inhibidor.

46. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 45, donde el polinucleétido inhibidor comprende una
secuencia de ARNi o ARNic y donde el dominio de acido nucleico regulador es un promotor.

47. El retrovirus producido por una linea celular productora de retrovirus de cualquiera de las clausulas 1-45
donde la linea celular productora deriva de una linea celular HT1080, D17, Cf2 o0 293.

48. Un retrovirus producido por la linea celular productora de retrovirus de una cualquiera de las clausulas 1-47.
49. Una preparacion sin células que comprende particulas virales obtenidas de la linea celular productora de
retrovirus de una cualquiera de las clausulas 1-47.

50. La preparacion sin células de la clausula 46 que comprende ascorbato.

51. Un método de produccién de un vector que produce una linea celular de la clausula 1 que comprende:
transformar una linea celular 293 con un plasmido que codifica un vector retroviral que comprende, de 5 'a 3"
una fusion CMV-R-U5 del promotor inmediatamente temprano del citomegalovirus humano a la regién R-U5 de
MLV; un PBS, sitio de union al cebador para la transcriptasa inversa; un sitio de corte y empalme en 5'; sefial de
empaquetamiento y; una secuencia codificante de gag para el antigeno especifico del grupo MLV; una
secuencia codificante de pol para la poliproteina de polimerasa del MLV; un sitio de corte y empalme en 3'; una
secuencia codificante de env de 4070A para la proteina de la envoltura de la cepa 4070A de MLV; un sitio interno
de entrada al ribosoma (IRES) del virus de la encefalomiocarditis o un dominio regulador del acido nucleico; una
secuencia codificante de la citosina desaminasa modificada; una tira de polipurina; y una repeticion terminal larga
de U3-R-U5 de MLYV; cultivar la célula 293 para producir particulas viricas; aislar las particulas viricas; infectar
una linea celular HT1080 con las particulas viricas, proporcionando de este modo la linea celular productora de
particulas viricas.

52. La linea celular producida mediante el método de la clausula 51.

53. Un método para producir una composicion para terapia génica que comprende cultivar la linea celular de la
clausula 51 para producir particulas virales y purificar sustancialmente las particulas virales.

54. Un banco celular que comprende la linea celular de la clausula 51.

55. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 1, cultivada en suspension.

56. La linea celular productora de retrovirus de la clausula 1 o 55 cultivada en medio sin suero.

57. Una composicion farmacéutica que comprende una particula retroviral aislada del cultivo de una linea celular
productora de la clausula 51.
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REIVINDICACIONES.

1. Una particula de retrovirus competente para la replicacién producida por una linea celular HT 1080 que se cultiva
en medio sin suero y en suspension, en donde dicha linea celular HT 1080 expresa de manera estable un genoma
retroviral recombinante que comprende un gen gag, un gen pol, un gen eny, un polinucleétido heterélogo y un factor
psi retroviral (W) para el ensamblaje del genoma retroviral recombinante, en donde la particula de retrovirus
competente para la replicacion comprende el genoma retroviral recombinante, y en donde la linea celular HT 1080
se ha adaptado para el cultivo en medio sin suero y en suspension.

2. La particula de retrovirus competente para la replicacion de la reivindicacion 1, en donde el retrovirus es un
gammaretrovirus.

3. La particula de retrovirus competente para la replicacion de la reivindicacion 1, en donde el retrovirus competente
para la replicacion comprende:

una proteina GAG retroviral;

una proteina POL retroviral;

una envoltura retroviral;

un polinucledtido retroviral que comprende secuencias de repeticion terminal larga (LTR) en el extremo 3' de la
secuencia polinucleotidica retroviral, una secuencia promotora en el extremo 5' del polinucleétido retroviral,
siendo dicho promotor adecuado para la expresion en una célula de mamifero, un dominio de acido nucleico gag,
un dominio de acido nucleico pol y un dominio de acido nucleico env;

un casete que comprende un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) o un dominio de acido nucleico
regulador unido operativamente a un polinucleétido heterélogo, donde el casete se sitia en 5’ delaLTR en 3’y
en 3' del dominio de acido nucleico env que codifica la envoltura retroviral; y

secuencias de accion en cis necesarias para la transcripcion inversa, el empaquetado y la integracion en una
célula diana.

4. La particula de retrovirus competente para la replicacion de la reivindicacién 3, en donde la secuencia de
polinucledtidos retroviral deriva del virus de la leucemia murina (MLV), el virus de la leucemia murina de Moloney
(MoMLV) o el virus de la leucemia de mono de gibon (GALV), el virus del tumor mamario murino (MuMTV), el virus
del sarcoma de Rous (RSV), el virus de la leucemia de gibén (GALV), el virus enddgeno del babuino (BEV) y el virus
felino RD114, preferentemente en donde el MLV es un MLV anfotrépico.

5. Un método de produccién de la particula retroviral competente para la replicacion de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, que comprende:

transformar una linea celular 293 con un plasmido que codifica un vector retroviral que comprende, de 5 'a 3"

una fusion CMV-R-U5 del promotor inmediatamente temprano del citomegalovirus humano a la regién R-U5
de MLV;

un PBS, sitio de unién al cebador para la transcriptasa inversa;

un sitio de corte y empalme en 5';

sefal de empaquetamiento y;

una secuencia codificante de gag para el antigeno especifico del grupo MLV;

una secuencia codificante de pol para la poliproteina de polimerasa del MLV;

un sitio de corte y empalme en 3';

una secuencia codificante de env de 4070A para la proteina de la envoltura de la cepa 4070A de MLV,

un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) del virus de la encefalomiocarditis o un dominio regulador del
acido nucleico;

una secuencia codificante de la citosina desaminasa modificada;

una tira de polipurina; y

una repeticion terminal larga de U3-R-U5 de MLV;

cultivar la célula 293 para producir particulas viricas;

aislar las particulas viricas;

infectar una linea celular HT1080 con las particulas viricas, proporcionando de este modo una linea celular
HT1080 productora de retrovirus que produce particulas de retrovirus competentes para la replicacion; y

adaptar la linea celular HT180 productora de retrovirus para crecer en medio libre de suero y en suspension,
cultivar la linea celular adaptada en medio sin suero y en suspension para producir particulas virales, y purificar
sustancialmente las particulas virales.
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