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VECTORES VIRALES Y PROCEDIMIENTOS UTILES EN LA PREPARACION DE
GDNF

Campo de la invenciédn

La presente invencidén se refiere a la ingenieria genética y, en
particular, a métodos para la produccidén del factor neurotrédfico
derivado de la glia (GDNF) humano y a los vectores de expresidn

de alfavirus.

Antecedentes de la invencién

E1l factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) fue descrito
por primera vez por Lin et al. 1993, como un potente factor
neurotréfico para neuronas dopaminérgicas. El gen para GDNF
humano codifica una proteina madura de 134 aminoacidos con un
peso molecular de 15 kDa que estd formando un homodimero (30
kDa) unido por puentes disulfuro. En base a la secuencia de
aminocacidos, tiene un pI de 9,26, el pH en el gque la proteina
tiene un nUmero igual de cargas positivas y cargas negativas.
Considerando que GDNF es una proteina altamente glicosilada, su
masa molecular aparente en un gel de SDS-PAGE en condiciones
reductoras varia entre 18 y 22 kDa (Lin et al., 1993). De
hecho, las N-glicosilaciones representan aproximadamente un 20-

30% de la masa molecular de GDNF.

E1l GDNF es una proteina con un gran potencial terapéutico para
el +tratamiento de la enfermedad de Parkinson, del inglés
“Parkinson’s disease” (PD), la esclerosis lateral amiotrdfica,
lesiones de 1la médula espinal, la lesién de los nervios
periféricos, incluyendo nervios motores, como el nervio facial,
nervios sensoriales y motores mixtos como el nervio cidtico,
enfermedades oculares como el glaucoma, o la degeneracidén de
células ganglionares retinales inducida después de la
transeccidén del nervio éptico y otros modelos de degeneracidn
retinal. Ademds, el GDNF juega un papel clave en la regulacidn
negativa de las drogas de abuso, incluyendo psicoestimulantes,

morfina y alcohol.
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La glicosilacién es una de las modificaciones pos-traduccionales
mas habituales de las proteinas que puede afectar a sus
propiedades necesarias para su aplicacidén terapéutica (Walsh y
Jefferis, 2006). La presencia y naturaleza de una cadena de
oligosacaridos puede afectar al plegamiento, estabilidad,
difusidén, inmunogenicidad, unidén al ligando, wvida media
biolégica, farmacodindmica vy farmacocinética, asi como a la
actividad funcional de las glicoproteinas. La glicosilacién

parece jugar un papel importante en la estabilidad del GDNF.

Entre los diferentes sistemas para producir proteinas
recombinantes, el méds adecuado para una estrategia terapéutica
seria un método que produjera GDNF glicosilado. Dado que los
sistemas bacterianos carecen de la capacidad de glicosilar
proteinas, la expresidén de GDNF glicosilado requerird el uso de
células eucariotas. Entre ellas, las células de mamifero son las
mejores candidatas, ya que seran capaces de introducir el mismo
patrédn de glicosilacidén presente en el GDNF enddgeno. Las
células de mamifero son el sistema de expresiédn ideal para
producir proteinas estructuralmente complejas, ya que ofrecen el
mayor grado de fidelidad del producto necesario para un agente

terapéutico (Walsh y Jefferis, 2006).

Actualmente, el GDNF humano recombinante disponible
comercialmente se ha producido en E. coli, y, por tanto, no estéa
glicosilado. También existe disponible comercialmente un GDNF
humano truncado, que carece de 31 residuos del extremo amino
terminal de la secuencia de aminodcidos, que ha sido producido
en células de mieloma murino NSO. Por tanto, existe la necesidad
de desarrollar métodos y medios que permitan la preparacidén de

GDNF humano glicosilado.

Se han llevado a cabo diversos intentos fallidos para la
obtencién de GDNF humano glicosilado wutilizando células BHK
transfectadas con el gen de hGDNF vy fibroblastos dérmicos
humanos inmortalizados y transducidos con un vector lentiviral

que contiene hGDNF (pCCL-WPS-hGDNF) . Unas cantidades
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insuficientes y rendimientos muy bajos del hGDNF obtenido, asi
como la copurificacién de las proteinas contaminantes IGFBP-5 o
IGFBP-7, representan el principal inconveniente de estos
métodos. IGFBP-5 e IGFBP-7 son proteinas de unidén a factores de
crecimiento del tipo insulina con un peso molecular de 30 kDa vy
un pI tedérico de 8,6 y 8,3, respectivamente. Estas
caracteristicas son muy similares a las del dimero de hGDNF,
dando lugar a un solapamiento de sus correspondientes picos en
el cromatograma, haciendo por tanto que el aislamiento de hGDNF

sea dificil.

Un objetivo de la presente invencidén es proporcionar métodos y
medios que permitan la preparacidédn de hGDNF glicosilado en

rendimientos oéptimos.

Un objetivo de la presente invencidédn es proporcionar métodos vy
medios que permitan la preparacidn de hGDNF glicosilado de una

manera a escala industrial.

Un objetivo de la presente invencidédn es proporcionar métodos vy
medios que permitan la preparacidédn de hGDNF glicosilado

directamente en una forma pura.

Un objetivo de la presente invencidn es proporcionar métodos y
medios que permitan la preparacién de hGDNF glicosilado habiendo

eliminado posibles proteinas contaminantes.

Blasey et al., 2000 describen la construccidén del plasmido
PSEV1-hCOX-2. COX-2, también conocida como ciclooxigenasa 2, es
la enzima clave en la biosintesis de prostaglandinas. Es una

proteina citoplasmética.

Lundstrom (Methods in Molecular Medicine, vol. 76: Viral Vectors
for Gene Therapy: Methods and Protocols, Edited by: C. A.
Machida ©® Humana Press Inc., Totowa, NJ) también proporciona
ejemplos especificos de vectores SFV gque comprenden una

secuencia de nucleétidos que codifica para polipéptidos
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recombinantes, tales como el vector pSEV-receptor 5-HT3 de
serotonina de ratdén o pSFV-CAP-hNKI1Rhis, donde el gen completo
de la céapside estda fusionado al gen del receptor de

neuroquinina-1 humano (hNKI-R).

EP1386926A1 (Bioxtal) describe un vector de alfavirus que
comprende una molécula de &cido nucleico o una construccién que
comprende la secuencia de un genoma de alfavirus recombinante,
dicho genoma del alfavirus recombinante (i) siendo deficiente en
por lo menos un gen que codifica proteinas estructurales de
alfavirus, (ii) comprendiendo secuencias codificantes vy
secuencias reguladoras de proteina no estructurales del
alfavirus, y (iii) comprendiendo una secuencia de &acido nucleico

que codifica el polipéptido.

Forsman et al., 2000 describe 1los vectores pSEV1-hUGT1A6 vy
PSFV1-hUGT1A9.

W009/089040 (Jaffrey vy Hengst) describe métodos para expresar

proteinas en los axones de neuronas de mamiferos.

Los inventores han ideado un método para la expresidén vy
purificacién de hGDNF glicosilado que evita la produccidén de
proteinas contaminantes. Este método permite la produccidén de
hGDNEF glicosilado con rendimientos y pureza superiores. El
método es ademas adecuado para la produccidédn a escala industrial

del hGDNF.

Descripcién resumida de la invencidn

La presente invencidédn se refiere a un método para la produccidn

de una proteina GDNF humano recombinante, o de una wvariante

funcionalmente equivalente de la misma, que comprende:

a) proporcionar células eucariotas que comprenden un vector de
expresién de alfavirus, comprendiendo dicho wvector los &acidos
nucleicos de 1) una secuencia 5’ capaz de dirigir la
replicacidén del alfavirus; ii) una secuencia que codifica

para proteinas no estructurales capaces de dirigir la
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replicacién del ARN alfaviral; iii) un promotor subgendmico
del alfavirus; 1v) una secuencia que codifica una proteina
GDNF humana recombinante, o una variante funcionalmente
equivalente de la misma, unida operativamente al promotor
subgendémico que dirige la expresidédn de la proteina en las
células eucariotas; wv) una secuencia 3’ capaz de dirigir la
replicacidén del alfavirus;

b) cultivar o incubar dichas células eucariotas en un medio de
cultivo hasta que se inhiba la sintesis de las proteinas
celulares;

c) eliminar el sobrenadante;

d) cultivar o incubar dichas células eucariotas en un medio de
cultivo durante un periodo de tiempo, de manera gue se
consigue la expresidén del GDNF recombinante, pero sin muerte
celular; vy

e) extraer la proteina GDNF recombinante del medio de cultivo.

La presente invencidn también se refiere a un vector de
expresién de alfavirus tal como se ha definido anteriormente,
una particula alfaviral que comprende los &cidos nucleicos
definidos anteriormente en forma de ARN, y una célula eucariota
que comprende un vector de alfavirus segtin cualquiera de las

realizaciones presentadas en este documento.

La presente invencién también se refiere a proteinas de fusién
que comprenden la proteina de la capside de SFV unida al GDNF
humano, o una variante funcionalmente equivalente de la misma; o
que comprende por lo menos los primeros 34 aminoacidos de la
proteina de la céapside de SFV unidos a una proteasa de auto-
escisidén, ésta Ultima unida ademés al GDNF humano, o una

variante funcionalmente equivalente de la misma.

La presente invencién también se refiere a una composicidén que
comprende GDNF humano o una variante funcionalmente equivalente
de GDNFE en donde el GDNF se encuentra glicosilado y en donde la
composicidén

(1) comprende un porcentaje de GDNF en peso con
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respecto al total de proteina en la composicidn
superior a 90% y/o
(ii) se encuentra sustancialmente libre de IGFBP-4,

IGFBP-5 y/o IGFBP-7.

Adicionalmente, la invencidén se refiere a una composicidén de
acuerdo a la invencidén para su uso en medicina asi como para su
uso en el tratamiento o la prevencidén de un trastorno

neurodegenerativo.

Descripcién de la invencién

Vector viral de la invencidn

La presente invencidén se refiere a un vector de expresidn de

alfavirus que comprende los acidos nucleicos de:

- una secuencia 5’ capaz de dirigir la replicacidédn del
alfavirus,

- una secuencia que codifica para proteinas no estructurales
capaces de dirigir la replicaciédn del ARN alfaviral,

— un promotor subgendémico (SG) del alfavirus,

- una secuencia que codifica una proteina GDNF humana
recombinante, o una variante funcionalmente equivalente de la
misma, unida operativamente al promotor subgendémico que
dirige la expresidén de la proteina en un huésped de expresidn
adecuado,

- una secuencia 3’ capaz de dirigir la replicacidédn del

alfavirus.

El término “vector de expresidn de alfavirus” se refiere a
cualquier molécula de Aacido nucleico que comprende un genoma de
alfavirus recombinante que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica GDNF humana. La molécula de acido nucleico
puede ser un pléasmido o un fragmento lineal, en forma de ADN o
ARN de cadena tUnica. Preferiblemente, la molécula de acido
nucleico es un ADN plasmidico o un fragmento lineal en forma de
ARN. El término “vector de alfavirus” también incluye alfavirus

recombinantes, es decir, particulas de alfavirus que comprenden
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una molécula de adcido nucleico tal como se ha descrito
anteriormente. En una realizacidén, el vector de expresidén de

alfavirus es aquel con la secuencia de SEC ID NO. 1.

El vector de alfavirus puede tener diferentes origenes, virus de
Aura, virus de Babanki, virus de Barmah Forest, virus de Bebaru,
virus de Buggy Creek, virus de Chikungunya, virus de encefalitis
equina del este, virus de Everglades, wvirus de Fort Morgan,
virus de Getah, virus de Highlands J, virus de Kyzylagach, wvirus
de Mayaro, virus de Middelburg, virus de Mucambo, virus de
Ndumu, virus de O'Nyong-Nyong, virus de Pixuna, virus de Ross
River, wvirus de Sagiyama, virus de Semliki Forest, virus de
Sindbis, Arbovirus de Sudafrica No. 86, virus de Una, virus de
encefalitis equina venezolana, virus de encefalitis equina del

oeste y virus de Whataroa.

Preferiblemente, los wvectores de alfavirus derivan del virus de
Semliki Forest (SFV) (Liljestrdém y Garoff (19891) virus de
Sindbis (SIN) (Xiong et al. (1989) Science 243, 1188-1191), o
virus de la encefalitis equina wvenezolana (VEE) (Pushko et al.

(1997) Virology 239, 389-401).

La estructura y secuencia de genomas de alfavirus se conoce en
la técnica anterior (véase, por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos No. 5.739.02¢6, que se incorpora por referencia).
Brevemente, el genoma comprende secuencias que codifican
proteinas no estructurales (nsPs), secuencias que codifican
proteinas estructurales (por ejemplo, la capside, proteinas de
la envoltura, etc), asi como secuencias reguladoras necesarias

para la replicacidén y empaquetamiento.

Las principales secuencias reguladoras necesarias para la
replicacién se localizan en los extremos terminales del genoma
(habitualmente en los primeros y Ultimos 250 nucledtidos). En
este aspecto, los términos “secuencia 5’ capaz de dirigir 1la
replicacién del alfavirus” y “secuencia 3’ capaz de dirigir 1la

replicacién del alfavirus” se refieren a estos extremos
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terminales del genoma. En particular, la secuencia 3’ capaz de
dirigir la replicacién del alfavirus también incluye una
secuencia terminal de poliadeninas (Poly A).

ANY

El término una secuencia que codifica para proteinas no
estructurales capaces de dirigir la replicacién del ARN
alfaviral” se refiere al poliprecursor nsPl-4, que es dividido

posteriormente en cuatro proteinas separadas.

El vector de alfavirus comprende ademds una regién de promotor
subgendémico (SG), por ejemplo el promotor 263, o un equivalente

funcional del mismo.

El término “secuencias que codifican para el GDNF recombinante
humano” se refiere a la secuencias de nucledétidos que codifican
para el factor neurotréfico derivado de la glia humana, también

conocido como ATF1l; ATF2; HFB1-GDNF.

El nUmero de acceso para las secuencias de referencias gendémicas
de la secuencia génica de GDNF, derivado de Homo Sapiens es

NG 011675.1 RefSegGene.

El nUmero de acceso para el ARNm y las secuencias de referencia

de la proteina de la secuencia génica de GDNF, derivados de Homo

Sapiens son:

- NM 000514.2-NP 000505.1 preproteina de la isoforma 1 del
factor neurotréfico derivado de la glia (SEC ID NO. 3)

- NM 199231.1-NP 954701.1 precursor de la isoforma 2 del
factor neurotrdéfico derivado de la glia (SEC ID NO. 4)

- NM 199234.1-NP 954704.1 isoforma 2 del factor neurotréfico
derivado de la glia (SEC ID NO. 5).

Los numeros de acceso indicados se pueden encontrar en la base
de datos de genes disponible pUblicamente del National Center
for Biotechnology Informatio n (N CBTI) e n
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Las secuencias de nucledétidos que codifican para el GDNF
recombinante humano en la presente invencién se pueden localizar
en varias regiones del vector, siempre y cuando dicha secuencia
no evite la replicacidédn o empaguetamiento del vector.
Preferiblemente, las secuencias de nucledétidos que codifican
para el GDNF recombinante humano en la presente invenciédn se
localizan en posicién 3’ de 1las secuencias codificantes no
estructurales, méds preferiblemente en posicién 3’ del promotor
subgendémico (SG) y su expresidn estd controlada por dicho

promotor SG.

El término “una variante funcionalmente equivalente de la misma”
se refiere a una molécula, que es funcionalmente similar a la
proteina GDNF completa o a un fragmento de la misma. Se pueden
preparar de forma prdctica wvariantes de proteinas mediante
modificacidén quimica de la proteina obtenida segun los métodos
de la presente invenciédn, utilizando métodos conocidos en la
técnica. Naturalmente, dicha variante tendrd una unidn al
receptor y actividad de sefializacidén intracelular similares a la
correspondiente proteina natural. Métodos adecuados para
determinar si una variante de GDNF se puede considerar como
variante funcionalmente equivalente incluye, por ejemplo, la
medida de la capacidad de dicha variante de promover el
crecimiento de neuritas en células PCl2 en cultivo tal y como se
describe en el ejemplo 3.6 de la presente invencién o la medida
de la capacidad de promover la recaptacién de dopamina con alta
afinidad por neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo tal y como
ha sido descrito por WO9306116 o la medida de la capacidad de la
variante de promover la supervivencia de células del sistema
nervioso simpdtico y parasimpdtico tal y como se describe en

WO9306116.

Alternativamente, las variantes de proteinas se pueden obtener
utilizando el vector de expresidédn de alfavirus donde 1la
secuencia que codifica para hGDNF se modifica convenientemente a
nivel de su secuencia de bases, y posteriormente se expresa la

correspondiente variante de proteina.
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Las variaciones en la estructura primaria de la proteina, asi
como las variaciones en niveles méds elevados de organizacidn
estructural, por ejemplo, en el tipo de enlaces covalentes que
unen los residuos de aminoacidos o la adicién de grupos a los
residuos terminales de la proteina, se encuentran dentro del
alcance de la presente invencidédn. Ademds, las proteinas pueden
incluir alteraciones conservativas y no conservativas en la
secuencia de aminodcidos que dan lugar a cambios silenciosos que
mantienen la funcionalidad de 1la molécula incluyendo, por
ejemplo, deleciones, adiciones y sustituciones. Dichas moléculas
alteradas pueden ser deseables cuando proporcionen ciertas
ventajas en su uso. Tal como se utilizan en la presente
invencién, las sustituciones conservativas implicarian la
sustitucién de uno o més aminodcidos en la secuencia de la
correspondiente proteina por otro aminocdcido que tenga la misma
polaridad yv caracteristicas parecidas de
hidrofobicidad/hidrofilicidad dando lugar a una molécula
funcionalmente equivalente. Dichas sustituciones conservativas
incluyen, pero sin limitacidén, sustituciones en los siguientes
grupos de aminoadcidos: glicina, alanina; wvalina, isoleucina,
leucina; &cido aspartico, &acido glutémico; asparragina,
glutamina; serina, treonina; lisina, arginina, histidina;

fenilalanina, tirosina; y metionina.

Variantes de GDNF adecuadas para su uso en la presente invencidn
comprenden aquellas que tienen al menos un 80%, al menos un 85%,
al menos un 90%, al menos un 91%, al menos un 92%, al menos un
93%, al menos un 94%, al menos un 95%, al menos un 96%, al menos
un 97%, al menos un 98% o al menos un 99%9% de identidad con
cualquiera de las secuencias de GDNF de origen humano
mencionadas anteriormente a 1lo largo de la totalidad de 1la
secuencia v, en concreto, con la isoforma 1 de GDNF
NP 000505.1), con la isoforma 2 (NP 954701.1 o NP 954704.1) de
GDNF precursor de la isoforma 2 del factor neurotréfico derivado
de la glia. E1l grado de identidad entre dos polipéptidos se

determina usando algoritmos de ordenador y métodos gque son
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ampliamente conocidos por los expertos en la materia. La
identidad entre dos secuencias de aminocdcidos se determina
preferiblemente usando el algoritmo BLASTP [BLASTManual,
Altschul, S. et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul,
S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)].

Las variantes en las secuencias de aminoacidos de la proteina
definida anteriormente se pueden preparar mediante mutaciones en
los &cidos nucleicos que codifican los derivados sintetizados.
Dichas wvariantes incluyen, por ejemplo, deleciones, inserciones
o sustituciones de residuos en la secuencia de aminoédcidos.
Cualguier combinacién de delecidén, insercidén vy sustituciédn
también se puede realizar para conseguir la construccidédn final,
siempre vy cuando la construcciédn final posea la actividad
deseada. Obviamente, las mutaciones que se realizardn en el
dcido nucleico que codifica la variante de proteina no deben
alterar 1la fase de lectura y, preferiblemente, no crearéan
regiones complementarias que podrian producir una estructura

secundaria de ARNm.

A nivel genético, estas variantes se preparan normalmente
mediante mutagénesis dirigida de nucledétidos en el ADN que
codifica la molécula de la proteina, produciendo de este modo el
ADN que codifica la variante, y, a continuacidén, expresando el
ADN (o ARN) en el cultivo de c¢élulas recombinantes. Las
variantes muestran normalmente la misma actividad biolédégica

cualitativa que la proteina no variante.

Un “anadlogo” de las proteinas definidas anteriormente, segln la
presente invencidén, se refiere a una molécula no natural, que es
sustancialmente similar a las moléculas completas o a un
fragmento activo de las mismas. Dicho andlogo mostraria la misma

actividad que la correspondiente proteina natural.

Un “fragmento” segin la presente invencidén se refiere a
cualguier subgrupo de moléculas, es decir, una proteina méas

corta, que mantiene la actividad bioldgica deseada. Los
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fragmentos se pueden preparar facilmente mediante la eliminacidn
de aminocacidos de cualquiera de los extremos de la molécula y el
anidlisis en el resultado de sus propiedades como agonistas del
receptor. Las proteasas para eliminar a la vez un aminoacido de
cualgquiera de los extremos N-terminal o C-terminal de un

polipéptido son conocidas en la técnica.

Los vectores alfavirus de la presente invencidén pueden carecer
de por lo menos un &cido nucleico funcional que codifica una
proteina de alfavirus estructural seleccionada entre C, El, p62
y 6K. Las secuencias génicas de las proteinas estructurales se
pueden convertir en no funcionales mediante, por ejemplo, una
mutacidédn o mutaciones, una insercidédn o inserciones o una
delecidén o deleciones, 0o una combinacidén de los mismos.
Preferiblemente, las secuencias génicas de las proteinas
estructurales se convierten en no funcionales mediante delecidn,
es decir, el vector de alfavirus recombinante se encuentra total
o0 parcialmente ausente. De este modo, los vectores de alfavirus
mads utilizados carecen del acido nucleico que codifica por lo
menos una, preferiblemente todas las proteinas estructurales de
alfavirus seleccionadas entre C, El, p62, y 6K. Los vectores de
alfavirus deberian comprender, sin embargo, las secuencias
reguladoras 5’ y 3’ necesarias para una replicacidén viral y

empaquetamiento eficaces.

Alternativamente, el vector de expresidén de alfavirus puede
comprender regiones que codifican algunas proteinas
estructurales de alfavirus, tales como una secuencia gue

codifica una proteina con actividad potenciadora de traduccién.

En una realizacidén, la secuencia que codifica para una proteina
con una actividad potenciadora de la traduccidédn es la secuencia
que codifica la céapside del virus de Semliki Forest (SFV) gque
comprende por 1lo menos los primeros 34 amincdcidos de la misma

(B1) .

Esta secuencia con una actividad potenciadora de la traduccién
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es un acido nucleico gque puede unirse a un activador, por
ejemplo, un factor de traduccidédn, para aumentar el nivel de
traduccién. En el contexto de la presente invencidén se puede
utilizar cualquier potenciador de 1la traduccién del gen
adecuado. A modo de ilustracién, dicho potenciador puede ser el
potenciador minimo de traduccidén de SFV “Bl” que comprende la
secuencia de nucledbdtidos que codifica los primeros 34

aminoacidos de la capside de SFV.

En una realizacién, el wvector de expresién de alfavirus
comprende ademds una secuencia que codifica una proteasa de

auto-escisidén o una secuencia diana para una proteasa celular.

Esta secuencia, cuando se traduce, proporciona un sitio de
escisién mediante el cual la proteina expresada o la proteina
fusionada, tal como se describe posteriormente, se procesa de

manera postraduccional o cotraduccional en la proteina final.

En el contexto de la presente invencién, cualquier secuencia de
nucleétidos que codifica un sitio de escisidn auto-proteolitico
postraduccional, y consecuentemente la auto-proteasa o la
secuencia de aminoacidos o péptido codificada por dicha

secuencia de nucledtidos.

En una realizacidén, la secuencia que codifica una proteasa de
auto-escisidén o la secuencia diana para una proteasa celular es
la proteasa 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV), o
autoproteasa 2A de FMDV. En otra realizacidén, dicha secuencia
comprende la secuencia de nucledtidos que codifica el dominio
carboxi-terminal de la capside de SEV con actividad
proteolitica. El1 uso de estos sitios de ruptura auto-
proteoliticos postraduccionales se ha descrito previamente en la
solicitud de Patente Europea EP 736099 y también por Ryan y Drew
(1994), particularmente el uso de la secuencia que codifica la
regién 2A de la proteina de FMDV (autoproteasa 2A de FMDV), el

contenido completo de la cual se incluye por referencia.
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En una realizacidén, la secuencia que codifica una proteasa de
auto-escisién o la secuencia diana para una proteasa celular se
expresa en fase con la secuencia con actividad potenciadora de

la traduccidédn (Bl).

En una realizacidén, el vector de expresidn de alfavirus
comprende ademds una secuencia que codifica una proteasa de
auto-escisién que actla en cis. Alternativamente, la secuencia
de nucledétidos codifica un sitio de escisidén para una proteasa
que actta en trans; en este caso, dicha proteasa podria ser
expresada por la célula transfectada con el vector viral de la
presente invencién, de forma nativa o recombinante, o
alternativamente, dicha proteasa se podria afiadir de manera
exbdgena para liberar el GDNF o una variante de la proteina de
fusién. En el contexto de la presente invencidén, se puede
utilizar cualguier secuencia de nucledtidos que codifica un
sitio de escisién para una proteasa gque actia en trans, y
consecuentemente la secuencia de aminocdcidos codifica para dicha
secuencia. A modo de ilustracidén no limitante, dicha secuencia
de nucledétidos que codifica un sitio de escisidén de una proteasa
que actla en trans puede ser una secuencia de nucledétidos que
codifica una secuencia de aminoacidos que puede ser escindida
por una endopeptidasa, etc. A modo de ilustracidn no limitante,
dicha secuencia de nucledétidos que codifica un sitio de escisidn
para una proteasa que actlla en trans es una secuencia de
nucledétidos que codifica un sitio de escisién para una proteasa
de virus, un potyvirus, por ejemplo, tal como el virus del
grabado del tabaco (ETV), etc., y dicha proteasa puede ser
expresada por la célula transfectada con el vector viral de la
invencién (de forma nativa o porque ha sido transformada de

forma adecuada), etc.
Alternativamente, dicho sitio de escisidén puede ser reconocido
por un reactivo quimico, por ejemplo, bromuro de ciandgeno, para

la escisidn en los residuos de metionina, etc.

En una realizacidén, la secuencia de nucledtidos para el GDNF
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recombinante humano, o© una variante funcionalmente equivalente
de la misma, se fusiona en fase y cadena abajo de la secuencia
que codifica para la proteasa de auto-escisidén o la secuencia

diana para una proteasa celular.

Cuando el vector se utiliza en forma de ADN, el wvector completo
comprende un promotor funcional en eucariotas, particularmente
un promotor que es reconocible por una ARN polimerasa eucariota,
tal como un promotor de citomegalovirus (CMV) y una secuencia
sefial de terminacidén de la transcripcidén, una secuencia sefial
derivada de 8SV40, por ejemplo. De este modo, el vector es
transcrito a ARN en el interior de las células transfectadas

donde serd auto-amplificado.

De este modo, en una realizacidén, el vector de expresidén de
alfavirus comprende ademds un promotor gque es reconocido por una

ARN polimerasa eucariota.

En una realizacién, el promotor reconocible por una ARN

polimerasa eucariota es el promotor de citomegalovirus (CMV).

El tamafioc o longitud total del vector de alfavirus recombinante
debe ser compatible para el empaquetamiento en particulas de
alfavirus infecciosas. Mas preferiblemente, no deberian
sobrepasar mas del 20% del tamafio de un genoma de alfavirus

natural.

Las construcciones de ARN o ADN para preparar el vector viral de
la invencién se pueden obtener mediante métodos convencionales
de biologia molecular incluidos en los manuales generales de
laboratorio, por ejemplo, en “Molecular cloning: a laboratory
manual” (Joseph Sambrook, David W. Russel Eds. 2001, 3°% ed. Cold
Spring Harbor, New York) o en “Current protocols in molecular
biology” (F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore,
J. A. Smith, J. G. Seidman y K. Struhl Eds, vol. 2. Greene
Publishing Associates and Wiley Interscience, New York, N. Y.

Actualizado a septiembre del 2006.
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Los alfavirus o genomas de alfavirus o fragmentos de los mismos
se pueden obtener mediante diversas técnicas y de diversas
fuentes. Se pueden sintetizar artificialmente, clonar a partir
de plédsmidos o de virus aislados por RT-PCR, o derivarse o
purificar directamente a partir de muestras de virus depositadas

en bibliotecas.

En una forma preferida de realizacidn, el vector de expresidn
alfaviral de la invencidédn es un vector citopatico. E1 término
“citopatico”, segln se usa en la presente invencién, se refiere
a que es capaz de inducir una serie de cambios morfoldgicos o
funcionales en la célula como consecuencia de la infeccidén viral
y que se manifiestan como redondeamiento celular, separacidn del
sustrato, lisis celular, formacidén de sincitios, formacidén de
cuerpos de inclusidén o parada de la sintesis de proteinas
endbégenas. La citopatogenicidad de un vector puede determinarse
de manera rutinaria por un experto usando cualgquier método
conocido en el estado de la técnica incluyendo la observacidn
directa de las células tras la puesta en contacto de las mismas
con un colorante vital, como por ejemplo el metil violeta, tal vy
como se describe en la solicitud de patente W02008065225.
Preferiblemente, el efecto citopatico del vector de expresidn
alfaviral resulta en efecto citopatico tras un periodo
determinado de incubacidén de las células con dicho vector en al
menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%

de las células.

Alternativamente, el efecto citopatico se determina mediante la
medida de la inhibicién en 1la capacidad de 1la célula de
sintetizar proteinas endbdgenas tras la infeccidn con el virus o
transfeccidén con el vector viral. Preferiblemente, la medida de
la inhibicidén de la capacidad de la célula de sintetizar
proteinas endbgenas se lleva a cabo mediante un método tal y
como se describe en el ejemplo 3 de la presente invencidén en
donde la inhibicién en la sintesis de las proteinas enddgenas se

determina mediante la medida en el medio de cultivo de una
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proteina secretada de forma que se considera que un vector tiene
efecto citopdtico cuando los niveles de dicha proteina secretada
son de un 20%, un 15%, un 10%, un 5%, un 4%, un 3%, un 2% o un
1% con respecto a los niveles producidos por células que no han
sido infectadas con el wvector. En wuna forma preferida de
realizacién, dicha proteina secretada es IGFBP-4, IGFBP-5 o

IGFBP-7.

Células eucariotas

La presente invencidn también se refiere a células eucariotas
que comprenden un vector de alfavirus segin cualgquiera de las

realizaciones presentadas en la presente invencién.

Diversas células eucariotas pueden ser transformadas de manera
eficaz por el vector de expresidédn de alfavirus, en particular de

SEV.

El término “células eucariotas que comprenden un vector de
expresién de alfavirus” se refiere a, y sin limitacién:

- células huésped eucariotas transfectadas con el vector de
expresién de alfavirus en forma de ADN o ARN tal como se
definen en cualquiera de las realizaciones presentadas en
la presente invencién,

- células huésped eucariotas infectadas con ©particulas
virales generadas a partir del vector de expresidén de
alfavirus tal como se definen en cualquiera de las

realizaciones presentadas en la presente invencién.

La poblacién celular o linea celular a utilizar en la presente
invencidén pueden comprender células de mamifero, tales como
glébulos rojos, células epiteliales, células endoteliales,
fibroblastos, hepatocitos, neuronas, células gliales, etc. Las
células se establecen preferiblemente como lineas celulares que
se pueden cultivar y almacenar. Las células pueden ser de
diversos origenes de mamifero, incluyendo humano, roedor,
bovino, porcino, canino, etc. Las células preferidas son de

origen humano o roedor (por ejemplo, murino, rata o hamster).
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Ejemplos tipicos de dichas c¢élulas incluyen BHK-21, CHO-K1,
HEK293, VERO, vy células de glioma C6. Debe entenderse que en la
presente invencidén se puede utilizar cualquier otra célula de

mamifero.

Proteinas de fusidn

La presente invencién se refiere ademds a una proteina de fusidn
que comprende la proteina de la céapside de SFV unida a la
proteina GDNF humana, o una variante funcionalmente equivalente

de la misma.

En una realizacién, la proteina de fusidén comprende por lo menos
los primeros 34 aminoédcidos de la proteina de la capside de SFV
unida a una proteasa de auto-escisién, ésta Gltima unida ademés
a la proteina GDNF humana, © una variante funcionalmente

equivalente de la misma.

Dichas proteinas de fusidén se pueden obtener a partir de

construcciones de alfavirus, en las que:

- la secuencia de nucledétidos que codifica para el GDNF
recombinante humano, o una variante funcionalmente
equivalente del mismo, se fusiona en posicidén 37, vy
manteniendo la fase de lectura, con la secuencia que
codifica para la proteasa de auto-escisidn o la secuencia
diana para una proteasa celular;

- la secuencia de nucledtidos que codifica para el GDNF
recombinante humano, o) una variante funcionalmente
equivalente del mismo, se fusiona en posicidén 37, vy
manteniendo la fase de lectura, con la secuencia que codifica
para la proteasa de auto-escisién o la secuencia diana para
una proteasa celular, ésta Ultima fusionada en posicién 37 vy
en fase con la secuencia que codifica para una proteina con
una actividad potenciadora de la traduccidén ;

- la secuencia de nucledtidos que codifica para el GDNF
recombinante humano, o) una variante funcionalmente
equivalente del mismo, se fusiona en posicidén 37~ vy

manteniendo la fase de lectura con la secuencia que codifica
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para la proteasa de auto-escisién o la secuencia diana para
una proteasa celular, ésta Gltima fusionada en fase vy en
posicidén 37con la secuencia que codifica la capside del virus
de Semliki Forest (SFV) gue comprende por lo menos 1los

primeros 34 aminocdcidos de la misma.

En una realizacién la proteina de fusidén es la de la secuencia

SEC ID NO. 2.

Métodos para la produccidén de proteina hGDNF

La presente invencidén se refiere a un método para la produccidn
de una proteina GDNF recombinante humana, o de una variante
funcionalmente equivalente de la misma, que comprende:

a) proporcionar células eucariotas gque comprenden un vector de
expresién de alfavirus, comprendiendo dicho wvector los &acidos
nucleicos de 1) una secuencia 5’ capaz de dirigir 1la
replicacién del alfavirus; 1i) wuna secuencia que codifica
para proteinas no estructurales capaces de dirigir la
replicacién del ARN alfaviral; iii) un promotor subgendmico
del alfavirus; 1iv) una secuencia que codifica el GDNF humano
recombinante, o una variante funcionalmente equivalente del
mismo, unida operativamente al promotor subgenémico que
dirige la expresidn de la proteina en las células eucariotas;
v) una secuencia 3’ capaz de dirigir la replicacién del
alfavirus;

b) cultivar o incubar dichas células eucariotas en un medio de
cultivo hasta que se inhiba la sintesis de las proteinas
enddgenas celulares;

c) eliminar el sobrenadante;

d) cultivar o incubar dichas células eucariotas en un medio de
cultivo durante un periodo de tiempo, de manera que se
consigue la expresién del GDNF recombinante, pero sin muerte
celular; vy

e) purificar el GDNF recombinante del medio de cultivo.

En wuna realizacién, el método para la produccién de GDNF

recombinante humano, o) de una variante funcionalmente
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equivalente del mismo, comprende ademas f) purificar el GDNF

recombinante mediante cromatografia.

La etapa (a) del método para la produccidén de una proteina GDNF
recombinante humana, o) de una variante funcionalmente
equivalente de la misma comprende proporcionar células
eucariotas que comprenden un vector de expresidén de alfavirus.
Los distintos componentes del vector de expresidn de alfavirus
se han definido en detalle anteriormente y se usan de la misma
manera en relacidén con el método para la produccién de una

proteina recombinante humana.

La etapa (b) del método para la produccidén de una proteina GDNF
recombinante humana, o de una variante funcionalmente
equivalente de la misma se lleva a cabo durante un tiempo
suficiente para gque se inhiba la sintesis de las proteinas

celulares.

La expresién “inhibicién de la sintesis de proteinas celulares”,
segln se usa en la presente invencidn, se refiere a que la
célula pierde la capacidad de sintetizar proteinas codificadas
por el propio genoma a expensas de las proteinas codificadas por
el genoma viral. La inhibicidén de la sintesis de proteinas
celulares puede ser determinada mediante métodos estandar
conocidos por un experto, como por ejemplo, la determinacidédn de
los niveles o de la actividad de proteinas enddgenas que
aparecen de forma natural en el medio de cultivo tales como, por
ejemplo, IGFBP-4, IGFBP-5 vy/o IGFBP-7 o determinando la
capacidad de extractos obtenidos de células infectadas de
promover la traduccidén de un ARNm determinado o de una fraccién
de poli (A+) en comparacién con extractos de células no
infectadas, tal y como se describe en wvan Stegg et al.
(J.Virol., 1981, 38:728-736). La etapa (b) del método de la
invencién se mantiene el tiempo suficiente para que se produzca
una inhibicidén de la sintesis de las proteinas enddgenas de al
menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%,

al menos un 90%, al menos un 95% o un 100% de inhibicidén con
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respecto a la sintesis en ausencia de infeccidén viral.

En una realizacidén, en el método para la produccidén de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente del mismo, el cultivo o la incubacidén de las etapas
b) o d) se realiza a una temperatura entre 30 y 40° C durante un
periodo de tiempo de entre 2 y 50 horas. En una realizacidédn atn
mas preferida, la etapa b) se lleva a cabo a una temperatura de
37 °C, preferiblemente durante 4 u 8 h. Alternativamente, la
etapa b) se lleva a <cabo a una temperatura de 33 °C,
preferiblemente durante 4, 8, 12 o 24 h. En una realizacidén aln
mas preferida, el cultivo o la incubacidén de la etapa b) se

realiza a una temperatura de 33°C durante 8 horas.

La etapa c¢) del método de la invencidédn comprende la eliminacién

del sobrenadante del cultivo resultante de la etapa b).

La etapa d) del método comprende cultivar o incubar dichas
células eucariotas en un medio de cultivo durante un periodo de
tiempo, de manera gque se consigue la expresién del GDNF

recombinante, pero sin muerte celular.

La expresién “muerte celular”, se usa indistintamente para
referirse a apoptosis o muerte celular programada y se refiere a
un proceso que implica una serie de procesos bioguimicos que dan
lugar a una serie de modificaciones morfoldgicas tales como
modificaciones de la membrana, fragmentacién nuclear,
condensacién de cromatina, fragmentacidén del ADN cromosdmico y
encogimiento celular. Métodos adecuados para determinar el
numero de células del cultivo gque sufren apoptosis incluyen,
entre otros, el marcaje con colorantes vitales, fragmentacidén de
ADN, actividad de caspasas, disminucién del potencial de
membrana de la mitocondria, produccién de especies reactivas de
oxigeno, condensacidn de cromatina y externalizacidén de
fostatidilserina. Preferiblemente, la etapa d) se lleva a cabo
de forma que el nUmero de células muertas en el cultivo sea como

maximo del 1%, del 2%, del 3%, del 4%, del 5%, del 6%, del 7%,
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del 8%, del 9%, del 10%, del 15%, del 20% o del 30% con respecto

al total de células en el cultivo.

En una realizacién, en el método para la produccién de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente del mismo, el cultivo o la incubacidén de la etapa d)
se realiza a una temperatura de 33° C o a una temperatura de
37°C. En otra realizacidn, el cultivo o la incubacidén de 1la
etapa d) se realiza durante 24 horas o 48 h. En una realizacidén
aun méas preferida, cultivo o la incubacién de la etapa d) se
lleva a cabo durante a 37°C durante 24 horas, a 33°C durante 24

horas, a 33°C durante 48 horas.

La etapa f) del método para la produccidén de GDNF comprende la

purificacién del GDNF recombinante a partir del medio de cultivo

En una realizacidén, en el método para la produccidén de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente de la misma, el wvector de expresidén de alfavirus

comprende ademds un ARN transcrito in vitro.

En una realizacidén, en el método para la produccidén de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente de la misma, el wvector de expresidén de alfavirus
comprende ademds particulas virales que comprenden el ARN

vector.

En una realizacidén, en el método para la produccidén de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente de la misma, el wvector de expresidén de alfavirus
comprende ademds un promotor gue es reconocible por una ARN

polimerasa eucariota.

En una realizacidén, en el método para la produccidén de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente del mismo, el promotor reconocible por una ARN

polimerasa eucariota es el promotor de citomegalovirus (CMV).
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En una realizacidén, en el método para la producciédn de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente del mismo, el vector de expresidén de alfavirus
comprende ademds una secuencia que codifica para una proteina

con una actividad potenciadora de la traducciédn.

En una realizacidén, en el método para la produccidén de GDNF
recombinante humano, o) de una variante funcionalmente
equivalente de la misma, la secuencia que codifica para una
proteina con actividad potenciadora de traduccidn es la
secuencia que codifica por lo menos los primeros 34 aminoacidos

de la céapside del virus de Semliki Forest (SFEV).

En una realizacidén, en el método para la produccidén de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente del mismo, el vector de expresidén de alfavirus
comprende ademds una secuencia que codifica una proteasa de

auto-escisidén o una secuencia diana para una proteasa celular.

En una realizacidén, en el método para la produccién de GDNF
recombinante humano, o) de una variante funcionalmente
equivalente del mismo, la secuencia que codifica una proteasa de
auto-escisién o la secuencia diana para una proteasa celular se
expresa en fase con la secuencia con actividad potenciadora de

traduccidn.

En una realizacidén, en el método para la produccién de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente del mismo, la secuencia que codifica una proteasa de
auto-escisidén es la autoproteasa 2A del virus de la fiebre

aftosa (FMDV).

En una realizacién, en el método para la produccién de GDNF
recombinante humano, o) de una variante funcionalmente
equivalente del mismo, la secuencia de nucledétidos que codifica

para el GDNF recombinante humano, © una variante funcionalmente
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equivalente del mismo, se fusiona en posicidén 3° y manteniendo
la fase de lectura con la secuencia que codifica para la
proteasa de auto-escisidén o la secuencia diana para una proteasa

celular.

En una realizacién, en el método para la produccién de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente

equivalente del mismo, el alfavirus es SEV.

En una realizacidén, en el método para la produccidén de GDNF
recombinante humano, o de una variante funcionalmente
equivalente del mismo, las células eucariotas son células de
mamifero seleccionadas entre BHK, CHO, VERO, y células de glioma

Céb.

En una realizacidén, las células eucariotas gque comprenden un
vector de expresidédn de alfavirus segin la presente invencidn se
pueden preparar mediante, en primer lugar, la obtencidén de un
ADN molde para la sintesis de ARN. Este método para la
preparacién de un ADN molde comprende linealizar el plasmido
pPSEV-hGDNF mediante la incubacién de dicho pléasmido con una
enzima de restriccidén adecuada, tal como Spe I. Una vez que el
plasmido se ha escindido correctamente, el producto de la
digestidén del plésmido se extrae de manera conveniente mediante
su mezcla con, por ejemplo, fenol/cloroformo en presencia de una
sal como, por ejemplo, NaAc, agitacidén, centrifugacidn y
transferencia de la fase superior a un nuevo tubo. Esta
extraccién se puede repetir segin se desee. A continuacidén se
precipita el plésmido mediante la adicién de etanol absoluto
frio, seguido de la agitacién, dncubacidén a -20°,
centrifugacién, eliminacidédn del sobrenadante, vy adicidén de
etanol al 70%. Una centrifugacidén posterior, descartando el
sobrenadante, permite obtener un precipitado que contiene el

plésmido linearizado.

En una realizacidén, las células eucariotas gque contienen un

vector de expresidén de alfavirus, segin la presente invencidn,
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se pueden preparar mediante, en primer lugar, la obtencién de un
ADN molde para la sintesis de ARN. La sintesis de ARN se puede
realizar mediante la preparacidén de una mezcla de plasmido pSFV-
hGDNF linearizado preparado tal como se ha descrito en el
parrafo anterior. La mezcla preferiblemente comprende el
pléasmido pSEV-hGDNF linearizado, tampdén de reaccidn, andlogo de
CAP (m7G (5 )ppp(57)G) (New England Biolabs. Ref. 514048),
nucleétidos trifosfato (ATP, CTP, UTP, y GTP), DTT, inhibidor de
ARNasa (Promega. Ref. N2511), SP6 polimerasa (New England
Biolabs. Ref. M0207S). La mezcla se incuba en condiciones
adecuadas para aumentar la sintesis de ARN, preferiblemente

durante 1 hora a 37°C.

En una realizacidén, las células eucariotas gque comprenden un
vector de expresidén de alfavirus seglin la presente invencidn se
pueden preparar mediante electroporacidén de células BHK con ARN
de SFV-hGDNF tal como se obtiene en el parrafo anterior y la
expresién de hGDNF. Este protocolo comprende el crecimiento de
células BHK en frascos de cultivo hasta alcanzar confluencia (un
frasco de cultivo confluente de 75 cm” comprende aproximadamente
5x10° células). Las células se tripsinizan, se cuentan y se
centrifugan. Opcionalmente, se lavan posteriormente con, por
ejemplo, solucidn salina tamponada con fosfato (PBS sin Ca/Mg),
se centrifugan y se resuspenden de nuevo en PBS sin Ca/Mg. A
continuacidén, dichas células se mezclan con la reaccidén de ARN
descrita anteriormente, y se transfieren a una cubeta de
electroporacién. La electroporacidén se realiza posteriormente.
Preferiblemente, la electroporacidén se realiza a temperatura
ambiente aplicando dos pulsos consecutivos de 800 wvoltios,
manteniendo la capacitancia a 25 pF (electroporador Biorad).
Estas condiciones son las méds adecuadas en el caso de células
BHK, va que dan lugar a casi un 100% de células electroporadas,
bloqueando de este modo casi el 100% de la sintesis de proteinas
en las células huésped en el cultivo. Si se electroporan varias
alicuotas de células, éstas se pueden mezclar y diluir en medio
BHK completo (Glasgow-MEM (Invitrogene. Ref. Gibco 21710),

suplementado con suero fetal bovino (FBS) a temperatura ambiente
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y posteriormente plaguear el volumen total en frascos de
cultivo. No es necesario mezclar las células de dos
electroporaciones, pero al hacerlo se reduce convenientemente el
volumen del medio del gue se purificard el hGDNF. A
continuacién, las células electroporadas se incuban
preferiblemente entre 6 y 12 horas, més preferiblemente durante
aproximadamente 8 horas a 33°C con CO, al 5%. Este periodo de
tiempo de incubacién permite una inhibicidén conveniente de la
sintesis de proteinas celulares. Posteriormente, se elimina el
sobrenadante, eliminando asi el medio de cultivo que comprende
suero y las proteinas celulares ya producidas, y las células se
lavan posteriormente con PBS (sin Ca/Mg). Se afade medio BHK sin
suero y la mezcla se incuba, preferiblemente a 33°C con CO, al
5% durante 48 h, mds preferiblemente durante 24h. Es preferible
no incubar la mezcla durante demasiado tiempo, evitando asi la
lisis celular y que se liberen de este modo pequefias cantidades
de proteina al sobrenadante gque podrian interferir en 1la
purificacién del hGDNF. A continuacidén, se recoge el medio de
cultivo, se centrifuga y el sobrenadante se filtra y se purifica

para descartar cualquier material excepto la proteina hGDNF.

Obviamente, se pueden utilizar otros medios de cultivo
adecuados, dependiendo del tipo de células eucariotas
utilizadas. En la realizacidn anterior, se ha utilizado el medio

de cultivo BHK (G-MEM, Gibco), ya que se utilizaron células BHK.

Alternativamente, en otra realizacidén, las células eucariotas
que comprenden un vector de expresién de alfavirus segln la
presente invencidén se pueden preparar mediante la infeccidn de
células BHK con particulas virales de SEFV-hGDNF y la expresidn
de hGDNF. La produccién de particulas virales de SEV se basa en
la coelectroporacién de células BHK con el ARN recombinante de
SEV-hGDNF y con dos ARN auxiliares (o helper), gque transportan
genes que codifican para la capside de SFV, vy las proteinas de
la envoltura, respectivamente, (Smerdou y Liljestrdm, 1999).
Segun esta metodologia, los ADN moldes y los ARN se preparan a

partir de los plasmidos pSFV-hGDNF, pSEV-helper-52, vy pSEV-
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helper-C-8219A tal como se ha descrito anteriormente. Las
células BHK se preparan tal como se ha descrito y las células
resuspendidas se mezclan en PBS con ARN de SFV-hGDNF, SEV-
helper-82, y S8FV-helper-C-S8S219A. A continuacidén, la mezcla se
transfiere a una cubeta de electroporacidén. Preferiblemente, la
electroporaciédn se realiza a temperatura ambiente aplicando dos
pulsos consecutivos de 800 voltios, manteniendo la capacitancia
a 25 pF (electroporador Biorad). Las células electroporadas se
diluyen a continuacién en medio BHK completo suplementado con
FBS a temperatura ambiente y se incuban preferiblemente durante
24-48 horas a 33°C con CO, al 5%. El medio se recoge, se
centrifuga para eliminar los restos celulares, y el sobrenadante
que comprende las particulas virales se puede congelar vy

almacenar a —-80°C.

En una realizacién, la infeccidén de células con particulas
virales preparadas anteriormente se puede realizar segun la
siguiente metodologia. Las células BHK se crecen en frascos de
cultivo hasta que alcanzan la confluencia. Las células se lavan
a continuacidén con PBS (con Ca/Mg) y se infectan posteriormente
con particulas virales de SFV-hGDNF a una multiplicidad de
infeccidén (moi) de 25 (por lo menos 2,5x 107 particulas virales
para 5x10° células) mediante la adicién de la cantidad requerida
de virus diluido en medio de infeccidén (por ejemplo, MEM que
contiene BSA al 0,2%, glutamina 2 mM y Hepes 20 mM). Se deja
proceder la adsorcidédn del virus, preferiblemente durante 1 h a
37°C. Se afiade medio BHK con FBS a las células infectadas y la
mezcla se incuba, preferiblemente entre 6 vy 12 horas, méas
preferiblemente durante 8 horas, a 33°C con CO, al 5%. Este
periodo de tiempo de incubacién permite una inhibicidn
conveniente de la sintesis de proteinas celulares.
Posteriormente, se extrae el sobrenadante o medio de cultivo, y
las células se lavan tantas veces como se desee con PBS (sin
Ca/Mg) . Esta etapa de lavado permite la eliminacidédn del suero y
las proteinas celulares presentes en el medio. A continuaciédn,
se afilade medio BHK sin FBS y la mezcla se incuba,

preferiblemente a 33° C con CO, al 5% durante 48 h, méas
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preferiblemente durante 24h. Es preferible no incubar la mezcla
durante demasiado tiempo, evitando asi la lisis celular y que se
liberen de este modo pequefilas cantidades de proteina al
sobrenadante que podrian interferir en la purificacidédn del
hGDNF. Se recoge el medio de cultivo, se centrifuga y el
sobrenadante se filtra y se purifica para descartar cualquier

material excepto la proteina hGDNF.

Alternativamente, en otra realizacidén, las células eucariotas
que comprenden un vector de expresidén de alfavirus segin la
presente invencidén se pueden preparar mediante la transfeccidn
de células BHK con ADN de (CMV)-SFV-hGDNF con lipofectamina u
otro reactivo de transfeccidédn. Segln esta metodologia, las
células BHK se crecen hasta alcanzar un 40-70% de confluencia.
E1l ADN de SFV-hGDNF y los lipidos se diluyen por separado en
medio Optimem (Gibco) sin suero. Aunque la proporcidén de
ADN/lipofectamina se puede optimizar para cada nueva preparacidn
de ADN, 1 pg de ADN de SFV/5 pl de lipofectamina (Gibco, ref.
18324-012) es una combinacidén preferida para 10° células. A
continuacién la dilucidén de los lipidos y la dilucién del ADN se
mezclan y se agitan. La mezcla se incuba a temperatura ambiente
y se extrae el medio de cultivo de las células, seguido de la
adicién de medio Optimem libre de suero fetal bovino a las
células. Tras la incubacién, preferiblemente a 37° C, se extrae
de nuevo el medio de las células, y se aflade medio Optimem libre
de FBS a la mezcla de lipidos y ADN. La mezcla se afiade a las
células y se incuba preferiblemente a 37° C durante 1 hora. La
mezcla de lipidos-ADN se retira de las células, se aflade el
medio BHK con FBS, vy se incuban entre 6 vy 12 horas, méas
preferiblemente durante aproximadamente 8 horas a 33°C con CO,
al 5%. Este periodo de tiempo de incubacién permite una
inhibicién conveniente de la sintesis de proteinas celulares.
Posteriormente, se extrae el sobrenadante, eliminando de este
modo el medio de cultivo que contiene FBS y las proteinas
celulares enddgenas vya producidas, y las células se lavan con
PBS (sin Ca/Mg). Se afiade el medio BHK sin FBS y se incuba la

mezcla, preferiblemente a 33° C con CO; al 5% durante 48 h, més
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preferiblemente durante 24h. Es preferible no incubar la mezcla
durante demasiado tiempo, evitando asi la lisis celular y que se
liberen de este modo pequefilas cantidades de proteina al
sobrenadante que podrian interferir en la purificacidédn del
hGDNF. A continuacidén, se recoge el medio de cultivo, se
centrifuga, se filtra el sobrenadante y se purifica para

descartar cualquier material excepto la proteina hGDNF.

También se pueden utilizar otros métodos de transfeccidn como
los que utilizan fosfato de calcio, el wuso de liposomas, la

electroporacién y similares.

En una realizacidédn, la etapa b) se lleva a cabo a
aproximadamente 37° durante aproximadamente 8 h y la etapa d) se
lleva a cabo a aproximadamente 37° durante aproximadamente 24h.
En otra realizacién, la etapa b) se lleva a cabo a
aproximadamente 37° durante aproximadamente 8 h y la etapa d) se
lleva a cabo a aproximadamente 33° durante aproximadamente 24h.
En otra realizacidén, la etapa b) se lleva a cabo a
aproximadamente 33° durante aproximadamente 8 h y la etapa d) se
lleva a cabo a aproximadamente 33° durante aproximadamente 24h.
En otra realizacidédn, la etapa b) se lleva a cabo a
aproximadamente 33° durante aproximadamente 12 h y la etapa d)
se lleva a cabo a aproximadamente 33° durante aproximadamente

24h.

En una realizacién, el hGDNF obtenido se purifica posteriormente
segin la siguiente metodologia. Se conecta una columna de SP-
sefarosa a una bomba peristdltica. La columna se equilibra con
preferiblemente 10 volUmenes de columna (CV) de tampdén fosfato a
una velocidad de flujo constante de 1,5 ml/min. El pH del medio
de cultivo gque contiene hGDNF se ajusta a 8,2 con NaOH y el
medio se filtra a través de una unidad de filtracidén de 0,22 um.
La muestra a purificar se carga en la columna y se recoge el
flujo (FT). A continuacidén, la columna se lava, preferiblemente
con 10 CV de tampdédn fosfato, pH 8,2, y se recoge el lavado. E1

hGDNF unido se eluye, preferiblemente con tampdén fosfato, pH
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7,4, yv altas concentraciones de NaCl.

En una realizacidén preferida, las células eucariotas se
transforman mediante electroporacién. La técnica de
electroporacién es bien conocida en el campo de la biotecnologia
y un experto en la materia puede establecer las condiciones
bdptimas. Brevemente, se mezclan aproximadamente 25 pg de ARN
sintetizado in vitro con 5x10° células BHK-21 y se electroporan
en una cubeta de 0,4 cm mediante la aplicacién de dos pulsos

consecutivos de 800 V y manteniendo la capacitancia a 25 pF.

En otra realizacién, las células eucariotas son infectadas por
particulas virales producidas mediante co-electroporacidén con el
ARN recombinante de SFV-GDNF yv dos ARN auxiliares gue
transportan los genes que codifican para la capside de SFV y las
proteinas de la envoltura (SFV-helper-S2 y SFV-helper-C-52193,

respectivamente) (Smerdou y Liljestrom, 1999).

Brevemente, se mezclan aproximadamente 50 pg de ARN de SFV-
hGDNF, 50 ng de SEV-helper-S2, y 50 pg de SEFV-helper-C-S219A con
5x10° células BHK-21, se resuspenden en 0,8 ml de PBS vy se
electroporan en una cubeta de 0,4 cm mediante la aplicacidn de
dos pulsos consecutivos de 800 V y manteniendo la capacitancia a

25 uF.

En otra realizacién, se lavan 5x10° células BHK-21 con 12 ml de
PBS (con Ca/Mg) vy se infectan con particulas virales de SFV-
hGDNF a un moi de 25 (por lo menos 2,5x 10’ particulas virales
para 5x10° células) mediante la adicién de la cantidad requerida
de virus diluida en 3 ml de medio de infeccidén (MEM que contiene

BSA al 0,2%, glutamina 2mM y Hepes 20 mM).

En otra realizacidn, se transforman 5x10° células BHK-21
mediante la incubacidén a temperatura ambiente durante 15 minutos
con 5 pg de ADN de SFV/25 pl de lipofectamina (Gibco, ref.
18324-012) .
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En la presente invencidn, se puede utilizar cualquier medio de
cultivo adecuado para células de mamifero, incluyendo RPMI,
DMEM, suplementado con aditivos convencionales (antibidéticos,
aminoacidos, suero, etc.). Las células se pueden cultivar y
almacenar en cualquier dispositivo apropiado (tubos, matraces,
botellas, etc.). La viabilidad celular o ausencia de
contaminacidén se puede verificar antes de llevar a cabo los

métodos de la presente invencién.

Kit para la produccién de GDNF recombinante humano

En una realizacidén, la presente invencidédn proporciona un kit
para su uso en un método para producir GDNF recombinante humano,
que comprende cualesquiera de:

- un vector de alfavirus segun cualquiera de las
realizaciones anteriores;

- células eucariotas que comprenden el vector de
alfavirus segtin cualquiera de las realizaciones
anteriores;

- medio de cultivo; o

— una combinacidén de los mismos.

La presente invencidén se refiere ademds al uso de un vector de
expresién de alfavirus o particulas alfavirales segUn cualquiera
de las realizaciones presentadas en la presente invencidédn para
la produccidén de proteina GDNF recombinante humana, o variantes

funcionalmente equivalentes de la misma.

La presente invenciédn se refiere al uso de células eucariotas
que comprenden el vector de expresidén de alfavirus segun
cualquiera de las realizaciones presentadas en la presente
invencién para la produccidén de proteina GDNF recombinante

humana, o variantes funcionalmente equivalentes de la misma.

Composiciones gque comprenden GDNF glicosilado vy usos

terapéuticos de las mismas
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Los autores de la presente invencidén han puesto a punto un
método de purificacidén de GDNF recombinante glicosilado gue
permite obtener composiciones que comprenden GDNF en cantidades
superiores a las descritas en el estado de la técnica. Por
tanto, en otro aspecto, la invencidédn se refiere a una
composicidén que comprende GDNF humano o una variante
funcionalmente equivalente de GDNF en donde el GDNF se encuentra
glicosilado v en donde la composicidn
(1) comprende un porcentaje de GDNEF en peso con
respecto al total de proteina en la composicidn
superior a 90% y/o
(11) se encuentra sustancialmente libre de IGFBP-4,

IGFBP-5 y/o IGFBP-7.

Los términos “GDNF” y “wariante funcionalmente equivalente” han

sido descritos en detalle con anterioridad.

El término “porcentaje” se refiere al porcentaje de GDNF con
respecto al total de proteina en la muestra. Asi, un 90% de GDNF
implica que de cada 100 pg de proteina en la composicidn, al
menos 90 pg corresponden a GDNF. El1 porcentaje de GDNF
glicosilado en la muestra es de al menos 90%, al menos 91%, al
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, al menos 99,5% o
al menos 100%.

En una forma preferida de realizacidn, el GDNF es de origen
humano. El1 término “variante funcionalmente equivalente” ha sido
descrito en detalle anteriormente. En una forma preferida, la
variante funcionalmente equivalente muestra una identidad de al

menos 94% con respecto a GDNF de origen humano.

El término “glicosilado”, segin se usa en la presente invencidn
se refiere a una molécula en la que al menos uno de los sitios
de N-glicosilacién, preferiblemente los sitios de glicosilacién
en posiciones 126 y 162 en la secuencia del pre-proGDNF humano vy
las correspondientes en las variantes funcionalmente
equivalentes de GDNF, se encuentran glicosilados. Tipicamente,
la estructura de los restos de glicosilacidén es la que aparece
en células de mamiferos y que comprenden-glicanos del tipo
complejo o de tipo hibrido modificados en posicién terminal por



10

15

20

25

30

35

40

WO 2011/064437 PCT/ES2010/070778

33

restos de adcido sidlico, preferiblemente disialiados vy
trisialilados. Preferiblemente, el GDNF glicosilado de acuerdo a
la invencidén contiene al menos un 90%, al menos un 91%, al menos
un 92%, al menos un 93%, al menos un 94%, al menos un 95%, al
menos un 96%, al menos un 97%, al menos un 98%, al menos un 99%
o un 100% de los restos de los glicanos de tipo complejo o de
tipo hibrido sialilados.

La expresidédn “sustancialmente libre de IGEFBP-4, IGFBP-5 vy/o
IGEBP-7" se refiere a que las composiciones contienen como
maximo un 5%, un 4%, un 3%, un 2%, un 1%, un 0,5%, un 0,1%, un
0,05%, un 0,01% de una o varias proteinas seleccionadas de
IGFBP-4, IGFBP-5 vy/o IGEFBP-7. En una forma preferida de
realizacidén, las composiciones de la invencidén se encuentran
sustancialmente libres de IGFBP-5 y/o IGFBP-7.

El término “IGFBP-4”, segun se usa en la presente invencidn se
refiere a una proteina que es capaz de unirse a IGF-I e IGF-II
tal y como ha sido descrita por LaTour et al. (Mol. Endocrinol.,
1991, 4:1806-14)

El término “IGFBP-5”, segun se usa en la presente invencidn se
refiere a una proteina con capacidad de unidén a IGF-I y/o IGF-
II, cuyo peso molecular es de aproximadamente 30 kDa, su pIl de
aproximadamente 8,6 y que fue descrita por Allander et al. (J.
Biol. Chem. 269:10891-8).

El término “IGEFBP-7” segin se usa en la presente invencidn se
refiere a una proteina con capacidad de unién a IGF-I cuyo pIl es
de 8,3 tal y como se describe por Wilson et al. (J. Clin.
Endocrinol. Metab. 86:4504-11).

Preferiblemente, las composiciones de la invencién muestran una
actividad especifica superior a las composiciones descritas en
el estado de la técnica. La expresidén “actividad especifica”,
segln se usa en la presente invencidn, se refiere a la actividad
de una enzima por miligramo (mg) de proteina y se suele expresar

en unidades de actividad por miligramo de proteina.

En una forma preferida de realizacién, las composiciones de la
invencién muestran una actividad especifica superior a 1 x 10’
unidades/mg determinada mediante la capacidad de promover la

supervivencia y estimular el crecimiento de neuritas a partir de
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neuronas obtenidas a partir del ganglio raiz dorsal (Davies,
A.M. (1989) in Neurotrophic Factor Biocassay Using Dissociated
Neurons, Nerve Growth Factor.Rush, R.A. (eds): John Willey and
Sons, Ltd. 95).

En una forma preferida de realizacién, las composiciones de la
invencidédn muestran una actividad especifica superior a 25000
TU/mg determinada mediante la capacidad de promover la captacidn
de dopamina en cultivos de meséncefalo de acuerdo al método de
medida de 1la capacidad de GDNF de promover la captacidén de
dopamina tritiada en células de cultivos primarios de
mesencéfalo embrionario de rata en las condiciones descritas por
Lin et al. (J.Neurochem., 1994, 63:758-768). En particular, la
determinacién de acuerdo a Lin et al. comprende:

- Poner en contacto células en cultivo de 6 6 7 dias con
['HIDA a 50 nM en buffer de captacién (tampdén fostado
Krebs-Ringer's a pH 7.4 vy glucosa 5.6 mM, EDTA 1.3 mM,
acido ascérbico 0.1 mM y pargilina 0.5 mM durante 15
minutos a 37°C.

- Lavar las células con el buffer de captacién,

- Liberar [H]DA de las células mediante incubacién de éstas
con 0.5 ml de etanol al 95% durante 30 min a 37°C,

- Determinar la radiocactividad en 10 ml de Ecolite (ICN).

Los valores de fondo se obtuvieron mediante la adicidén al tampdn
de captacién de GBR-12909 al 0.5 mM.

El numero de unidades trdéficas (TU) de actividad GDNF se
determina como el reciproco de la dilucidén que dio lugar a un
50% de la méxima estimulacién de captacién de [’H]DA por el
cultivo. La actividad especifica es el cociente entre el wvalor
de TU por mililitro y la concentracidédn de proteina por

mililitro.

En otro aspecto, la invencidén se relaciona con una composiciédn

de acuerdo a la invencidn para su uso en medicina.

En otro aspecto, la invencidédn se relaciona con una composicidn
de acuerdo a la invencidén para su uso en el tratamiento o la

prevencidén de un trastorno neurodegenerativo.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso de una

composicién de acuerdo a la invencidén para la preparacidén de un
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medicamento para el tratamiento o prevencidédn de un trastorno

neurodegenerativo.

En otro aspecto, la invencidédn se relaciona con un método para el
tratamiento o la prevencidén de un trastorno neurodegenerativo en
un sujeto que comprende la administracién a dicho sujeto de una

composicién de acuerdo a la invencidn.

El término “trastorno neurodegenerativo” segin se usa en la
presente invencidén se refiere a cualquier tipo de alteracidén en
la que se altera la integridad neuronal e incluye, sin
limitacidén, trastornos de las neuronas motoras incluyendo la
esclerosis lateral amiotréfica, los trastornos neuroldgicos
asociados con la diabetes, la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Alzheimer, y la corea de Huntington, glaucoma u
otras enfermedades y condiciones que implican la degeneracidén de
las células del ganglio de la retina; la neuropatia sensorial
causada por lesidén, o insultos, o degeneracidén, de las neuronas
sensoriales; condiciones patoldégicas, tales como las
degeneraciones de la retina heredadas vy las retinopatias
relacionadas con la edad, las enfermedades o las lesiones, en
las cuales se produce la degeneracidédn fotorreceptora y es
responsable de la pérdida de wvisién; vy la lesién o la
degeneracién de las células sensoriales del oido interno, tales
como las células ciliadas y las neuronas auditivas para evitar

y/o tratar la pérdida de oido debida a una variedad de causas.

Breve descripcidén de las figuras

Figura 1. Purificacién de GDNF de rata a partir del medio
condicionado de células BHK. Anadlisis de las fracciones
obtenidas después de la cromatografia de intercambio catidnico
de medio condicionado de células BHK transfectadas con GDNF de
rata. Las fracciones eluidas con un gradiente de NaCl se
analizaron mediante SDS-PAGE, seguido de tincidén con Azul de
Coomasie. Las fracciones gque contienen GDNF de rata (14-16)
también presentan un proteina muy abundante que se identificéd
como IGEFBP-5.

Figura 2. Purificacién de GDNF humano a partir de medio
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condicionado de células MDX-12 transducidas con un vector
lentiviral que contiene hGDNF: cromatografia de intercambio
catidénico. El medio condicionado obtenido de MDX-12 se ajustd a
PH 8,2 yv a continuacidén, se pasdé a través de una resina de flujo
rapido de SP-Sefarosa. El1 hGDNF unido se eluyd con un gradiente
de 0,15 a 1 M de NaCl. Se analizaron fracciones de 2 ml mediante
SDS-PAGE en condiciones reductoras seguido de tincidén con azul
de Coomassie (A) o transferencia Western para detectar hGDNE (B)
o IGFBP-7 (C).

Figura 3. Purificacién de GDNF humano a partir de medio
condicionado de células MDX-12 transducidas con un vector
lentiviral que contiene hGDNF: cromatografia de filtracidén en
gel. Las fracciones de la cromatografia de SP-Sefarosa que
contenian hGDNF y bajas cantidades de IGFBP-7 se desalaron y
concentraron mediante liofilizacién. E1l liofilizado se
resuspendié y se aplicd a una columna Superdex 200 HR. (A)
Cromatograma de la proteina (absorbancia a 215 nm) frente al
volumen (ml). La barra horizontal indica las fracciones gque se
analizaron mediante SDS-PAGE segquido de tincién con azul de
Coomasie (B) . E1 primer pico del cromatograma corresponde a la
IGFBP-7 v el segundo al GDNF.

Figura 4. Vector de expresidédn de SFV-hGDNF. (A) Diagrama del
vector. El1 vector contiene la replicasa de SFV seguida de un
promotor subgendémico (Pr sg). La ORF que codifica para hGDNF
estd situada corriente abajo del Pr sg fusionada en fase con el
potenciador minimo de traduccidén de la capside de SEV (Enh bl) vy
la autoproteasa 2A de FMDV (2A). Enh bl codifica para los
primeros 34 aminoacidos de la capside de SFV y 2A codifica para
los 17 aminoacidos indicados en la figura. (B) Expresidédn de
hGDNF. Las células BHK se electroporaron por duplicado con ARN
de hGDNF y 24 h después se analizé la presencia de hGDNF en los
sobrenadantes mediante transferencia Western (canales 1 y 2).
Células electroporadas con ARN de un vector de SFV que codifican
para la N-acetil-transferasa de puromicina se utilizaron como
control negativo (SFV-pac). E1l sobrenadante de células MDX-12
que expresan hGDNFE (lenti GDNF) o GDNF de rata comercial

expresado a partir de un vector de baculovirus en células de
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insectos (GDNF de insecto) se utilizaron como controles
positivos. La cantidad de sobrenadante o proteina recombinante
purificada (GDNF de insecto) utilizada en este estudio se indica
bajo el gel.

Figura 5. Andlisis del medio condicionado de células BHK
electroporadas con el vector de SFV. Se analizé mediante
transferencia Western del medio condicionado de células BHK
electroporadas con ARN de SEFV-hGDNF o sin ARN (control). Una vez
se electroporaron las células, se cambidé el medio a medio sin
suero a los tiempos indicados y se recogidé 24 h mas tarde. hGDNF
se expresa a niveles elevados en el medio de células
transfectadas. Dos proteinas secretadas al medio de cultivo en
células transfectadas sin ARN, IGFBP-5 e IGFBP-4, han
desaparecido completamente debido a la fuerte inhibicidén de
sintesis de proteinas enddgenas inducida por el vector de SFV.
La transferencia western de P-actina se realizdé a partir de
lisados celulares que indicaron gue todos los pocillos de
cultivo contenian la misma cantidad inicial de células.

Figura 6. Purificacién de GDNF humano a partir de células BHK
transfectadas con un vector de SFV gue contiene hGDNF':
cromatografia de intercambio catidénico. E1l medio condicionado
obtenido de las células BHK se ajustdé a pH 8,2 vy, a
continuacidén, se pasd por una resina de flujo rapido de SP-
Sefarosa. El1 hGDNF unido se eluyd en una Unica etapa con 0,5 M
de NaCl (El) y se analizdé el eluido mediante tincidén con Azul de
Coomasie (A) y transferencia Western (B). L: Medio condicionado
cargado en la columna: FT: Medio condicionado tras pasar por la
columna; W: lavado de la columna; El: elucidén con 0.5 M de NaCl;
E2: elucidén con 1 M de NaCl.

Figura 7. Diferenciacién inducida por GDNF de PC-12. Las células
PC-12 se incubaron a una densidad baja (2 x 10° células/cm®) en
placas de cultivo recubiertas de colageno. Al medio de cultivo
se afiadidé hGDNF glicosilado puro (25 ng/ml) purificado a partir
del sobrenadante de células BHK transfectadas con el vector de
SEV-hGDNF, o hGDNF no glicosilado producido en bacterias (50
ng/ml) en el dia 0. Las imagenes de contraste de fase se tomaron

el dia 8.
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Figura 8. Comparacidén entre dos protocolos para la purificacidn
de GDNF glicosilado humano. En el panel izguierdo, una
modificacién del protocolo descrito por Ansorena et al. (2009)
para la purificacién de GDNF humano glicosilado. En los paneles
central y derecho, el método de la invencidén para producir
facilmente una cantidad elevada de GDNF glicosilado de células
BHK transfectadas con un vector de SFV gque expresa hGDNF
aplicado en dos escalas preparativas diferentes.

Figura 9. Estudio de la estabilidad de GDNF glicosilado después
de la purificacidén de células BHK transfectadas con SFV-hGDNF.
La figura muestra que la mayoria de la proteina no glicosilada
se degrada después de 24 horas de incubacidén a temperatura
ambiente y que desaparece después de 48 horas. Sin embargo, el
hGDNF glicosilado atiin esta presente después de 3 semanas de

incubacién a temperatura ambiente.

Ejemplos

Ejemplo 1l: Produccién de GDNF glicosilado humano utilizando

células BHK transfectadas de forma estable con hGDNF

Las células BHK se utilizan comunmente para la transfeccién.
Esta linea celular ya se ha utilizado para expresar de manera
estable y purificar el GDNF de rata (rGDNF) a partir del medio
condicionado. Para ello, se obtuvo un fragmento de ADNc gue
contenia la regidén codificante del gen de rGDNF mediante PCR del
ARN total de cerebro de rata Pl y se clondé en el vector pDEST26
utilizando tecnologia Gateway de Invitrogen. Las células BHK se
transfectaron con pDEST26-GDNF y los clones de células que
expresaban de forma estable el rGDNE seleccionaron con G-418
(Invitrogen). E1 rGDNF liberado al medio de cultivo se purificéd
a través de dos etapas que comprendian una cromatografia de
intercambio catidénico seguido de una cromatografia de exclusidn
molecular (Garbayo et al., 2007). Un problema recurrente que se
observé cuando se intentd purificar el GDNF de rata del medio de
células BHK qgue expresaban esta proteina fue la copurificacidn
de otra proteina presente en el sobrenadante, que se identificéd
mediante andlisis LC-ESI-MS/MS como IGFBP-5 (se detectaron 16

péptidos correspondientes a IGFBP-5 con una cobertura del 52% de
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la cadena peptidica). Después de la cromatografia con SP-
Sefarosa, el analisis de las fracciones mediante SDS-PAGE
seguido de la tincién con Azul de Coomasie reveld la presencia
de dos bandas principales, la superior correspondiente a la
IGFBP-5 vy la inferior al rGDNF. Las fracciones que contenian los
picos de las dos proteinas se solapaban de manera que las
fracciones que contenian la mayoria del rGDNF también tenian
IGFBP-5. Esta proteina tiene un peso molecular (MW) de 30 kDa y
un pI de 8,6, estando presente cuando el dimero de rGDNF se
purificé a partir de esta linea celular (figura 1) (Garbayo et
al. 2007).

Utilizando el mismo procedimiento se generd una linea de células
BHK estable que expresaba el GDNF humano, pero en este caso, las
células no eran capaces de producir cantidades adecuadas de
hGDNF para permitir el proceso de purificacidén. Por otro lado,
debido al hecho de gue las células BHK producen IGFBP-5 a
niveles elevados y esta proteina se copurifica con GDNF, se

decidié producir hGDNF a partir de una linea celular diferente.

Ejemplo 2: Produccién de GDNF glicosilado humano utilizando

fibroblastos dérmicos humanos inmortalizados y transducidos con

un vector lentiviral que contiene hGDNF

En una estrategia diferente, el hGDNF se expresd utilizando una
linea celular de fibroblastos dérmicos humanos inmortalizados y
transducidos con un vector lentiviral (pCCL-WPS-hGDNF) que
contenia el gen de hGDNF (células MDX-12) (Sajadi et al., 2006).
Estas células se crecieron en DMEM con Glutamax suplementado con
FBS al 10%, 100 unidades/ml de penicilina y 100 ug/ml de
estreptomicina. E1 hGDNF se purificé del medio condicionado
(sobrenadante) de las células MDX-12 obteniéndose una cantidad

muy baja de hGDNF bioldégicamente activo.

2.1. Recogida del medio condicionado

Las células MDX-12 se crecieron en un medio con FBS al 10% hasta
alcanzar un 80% de confluencia. Después de lavar con PBS, las
células se cultivaron en frascos de cultivo de 175 cm® con 22 ml

de medio sin suero. El medio condicionado que contenia hGDNFE se
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recogidé cada 48 h y se almacend a -20°C

2.2. Purificacidén de hGDNF del medio condicionado

Se utilizdé una cantidad total de 20 L de medio condicionado para
la purificacién de hGDNF. El1l medio se descongeld, se ajustd el
PH a 8,2 con NaOH y el medio se filtrd a través de una unidad de
filtracién de 0,22 pum. E1 hGDNF se purificé en tres etapas de

cromatografia tal como se describe a continuacién.

Cromatografia 1: Cromatografia de intercambio catidnico

Se procesd una cantidad total de 20 L de medio condicionado de
células MDX-12 en dos lotes de 10 L cada uno. La resina de SP-
Sefarosa (GE Healthcare Biosciencies) (30 ml) se empagquetd en
una columna XK/ 16/20 (GE Healthcare Biosciencies) y se pasaron
10 L del medio condicionado que contenia hGDNF a una velocidad
de flujo de 3 ml/min durante 2,5 dias a 4°C. La columna se lavd
con 10 volUimenes de columna (CV) de tampdén fosfato 10 mM de pH
8,2, NaCl 150 mM y EDTA 5 mM a la misma velocidad de flujo. E1
hGDNF unido se eluyd con un gradiente lineal de 0,15 M a 1 M de
NaCl en el mismo tampdén, a una velocidad de flujo de 0,62
ml/min. Se recogieron fracciones de 2 ml vy se analizaron
mediante SDS-PAGE seguido de tincidédn con Azul de Coomasie vy

transferencia Western en condiciones reductoras (Figura 2).

La tincién con Azul de Coomasie mostrdé dos bandas mayoritarias
presentes en la mayoria de fracciones (Figura 2A). Una banda
correspondiente a una proteina con un MW de 29 kDa que eluia a
concentraciones inferiores de sal era la mas abundante. La
segunda banda de 18 kDa, empezdé a eluirse a NaCl 0,5 M y su MW
concordaba con el tamafio esperado para el mondémero de hGDNF. E1
andlisis por transferencia Western con un anticuerpo especifico
para hGDNF confirmdé que la banda de MW inferior correspondia con

este factor neurotrdédfico (Figura 2B).

Con el fin de separar ambas bandas en la siguiente etapa, se
procedidé a identificar la proteina de 29 kDa mediante

espectrometria de masas. El fragmento de gel que contiene la
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banda se cortdé y se envidé para su identificacidén. E1 analisis
por LC-ESI-MS/MS reveld que la proteina contaminante era la
proteina de unidén al factor de crecimiento de tipo insulina
humana 7 (IGFBP-7) con 20 péptidos que concuerdan con esta
proteina, correspondientes al 32% de la secuencia. Este
resultado se confirmé mediante transferencia Western con un

anticuerpo especifico para IGFBP-7 (Figura 2C).

Problema

La primera cromatografia no nos permitidé obtener hGDNF puro
debido a la copurificacidén de IGFBP-7. Si se comparan las
propiedades fisico-quimicas de la IGEFBP-7 y el hGDNF, ambas
proteinas son muy similares ya que tienen un pl tedrico elevado
de 8,3 yv 9,26, respectivamente, por lo gue ambas se unen al
intercambiador de cationes. Aunque la IGFBP-7 tiene un pl
inferior y, por tanto, eluye a una concentracidén de sal inferior
que el hGDNF (figura 2A), la abundancia de IGFBP-7, ensancha su
pico solapandose con el pico correspondiente a la elucidén del
hGDNF. El1 hGDNF es una proteina homodimérica con un MW muy
similar al de IGFBP-7. Debido a la abundancia de ambas proteinas
en las mismas fracciones, no es posible separarlas mediante
cromatografia de filtracidén en gel. Con el fin de poder de
continuar con la purificacidédn de hGDNF, sbdélo las fracciones (29
a 40) con una cantidad baja de IGEFBP-7 se pueden utilizar para
continuar el proceso de purificacidén, teniendo que descartar las

fracciones que contienen la mayoria del hGDNF recombinante.

Cromatografia 2: cromatografia de intercambio catidnico

Dado que la principal diferencia fisico-quimica entre ambas
proteinas es el pI, las fracciones que contenian hGDNF y una
cantidad baja de IGFBP-7 se repitidé la cromatografia de
intercambio catidénico. Para ello uUnicamente se utilizaron las
fracciones (29-40) eluidas de la primera cromatografia de
intercambio catidénico (24 ml), gue contenian aproximadamente
NaCl 0,7 M. El conjunto de las fracciones se diluyd 4,6 veces en
tampdédn fosfato 10 mM, pH 8,2, EDTA 5 mM para conseguilr una

concentracién de NaCl de 0,15 mM y se cargaron de nuevo sobre la
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misma columna de intercambio catidénico. La cromatografia se
realizé bajo las mismas condiciones que la cromatografia 1 y los
resultados fueron muy similares. En esta etapa, fue posible
separar ligeramente los picos de ambas proteinas. De esta
manera, el proceso de purificacién continué con el mismo grupo
de fracciones (29-40) enriquecidas en hGDNF, pero gue todavia

contenilan menos IGFBP-7.

Cromatografia 3: Filtracidn en gel

Para continuar la purificacién de hGDNF, el grupo de fracciones
seleccionadas de la segunda cromatografia (24 ml) se desalaron
hasta NaCl 50 mM en tampdén fosfato 10 mM pH 8,2 utilizando una
columna de desalado HiPrep 26/10 (GE Healthcare Biosciences) en
un FPLC AKTA purifier (GE Healthcare Biosciencies) a una
velocidad de flujo de 3 ml/min. La concentracidén de proteina se
monitorizdé a lo largo del proceso y todas las fracciones que
contenian proteina se recogieron y agruparon. En esta etapa, el
volumen inicial se diluyé 1,5 veces. Dado gque el volumen de
carga madximo en esta columna es de 15 ml, esta cromatografia se
realizé en dos etapas (2 x 12 ml).

La muestra se concentrd mediante liofilizacidn y se resuspendid
en el volumen mas pequefio posible (3 ml). Finalmente, las
fracciones que contenian proteinas se cargaron en una Superdex
200 HR 10/30 (GE Healthcare Biosciencies) utilizando el FPLC
AKTA purifier a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Se
recogieron fracciones de 0,5 ml y se analizaron por SDS-PAGE
seguido de tincidén con Azul de Coomasie. E1l cromatograma mostréd
un pico muy estrecho que eluydé a 16 ml y gue correspondia a
IGFBP-7 y un pico méds amplio que contenia las diferentes formas
de hGDNF glicosilado que eluyé a 19 ml (Figura 3A). Cuando se
analizaron las fracciones de hGDNF mediante tincién con Azul de
Coomasie (Figura 3B), algunas de ellas aun contenian la proteina
contaminante y se descartaron para posteriores estudios. Las
fracciones que contenian hGDNF puro se liofilizaron vy

almacenaron a —-80°C.

Conclusién:
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Utilizando este protocolo ha sido posible purificar 107 * 22 ug
de hGDNF glicosilado, gque es aproximadamente el 1% del GDNF
contenido en la muestra inicial. Sin embargo, el procedimiento
para obtener esta pequefia cantidad de proteina es muy laborioso
y requiere mucho tiempo, yva que se parte de una gran cantidad de
medio condicionado (20 L), obtenida a su vez de una gran
cantidad de células. El1 tiempo total del proceso de purificacidn
de hGDNF a partir del medio condicionado es de 16 dias. Esto
incluye las etapas descritas anteriormente, que se resumen en la
figura 8 (panel izquierdo), Jjunto con el anadlisis de proteinas
(SDS-PAGE, tincidén con Azul de Coomassie y transferencia
Western) realizadas después de cada purificacidén para determinar
las fracciones que contienen hGDNF con una contaminacidédn menor
de IGFBP-7. No obstante, el principal problema es el nivel
elevado de co-purificacién de IGFBP-7 que fuerza a descartar la
mayoria de las fracciones que contienen hGDNF para obtener una

proteina pura.

Ejemplo 3: Produccidén y purificacidédn de GDNF glicosilado humano

de células de mamifero transfectadas o infectadas con un vector

del virus de Semliki Forest que expresa hGDNF (SFV-hGDNF)

3.1. Construccidn del vector SEV-hGDNF

E1l cDNA completo correspondiente al hGDNF se amplificd mediante
PCR a partir de una linea celular de astrocitos humanos, SVGpl2
(Moretto et al., 1996) vy se clond en el plasmido pDONR201

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los

cebadores utildizados fueron: 5 "=
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTTAAGATGAAGTTATGGGATGTCG-3” (SEC
I D N O 6 ), % 5 C-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAGATACATCCACACCTTTTAGCG-3" (SEC

ID NO:7), donde las secuencias subrayadas hibridan con los
extremos 5° y 3° del gen de hGDNF, respectivamente. Para la
preparacién del vector de expresidn de SFV-hGDNF, se amplificéd
el gen de hGDNF mediante PCR del plédsmido pDONRZ201-GDNF
utilizando los siguientes cebadores: 5 "=

CGTAGTACGTAcccgggAAGTTATGGGATGTCGTGGC-3" (SEC ID NO:8) donde la

secuencia subrayada hibrida con el extremo 5° del gen de hGDNF vy
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5" -CGTAGTACGTAcccggg TCAGATACATCCACACCTTTTAGC-3" (SEC ID NO:9)

donde la secuencia subrayada es complementaria al extremo 3’ del
gen de hGDNF (coddén de parada en cursiva). Se obtuvo un
fragmento de 0,67 kb que se digirid con Xma I (sitios indicados
en negrita) y se clond en el sitio Xma I Unico de pSFV-bl2A
(Rodriguez-Madoz et al., 2005), generando el plésmido pSFEV-
hGDNF. El1 gen de hGDNF se clondé en fase con la secuencia que
codifica para los primeros 34 aminoadcidos de la cépside de SFEV
(Bl) y la autoproteasa 2A de FMDV. La primera metionina de hGDNF
se elimindé, ya que la proteina se expresara como un producto de
fusidén que se escindirad autocataliticamente por la proteasa 2A.

La estructura del vector se representa en la figura 4A.

3.2. Expresién de hGDNF en células BHK transfectadas con el

vector SEFV-hGDNF

Se linearizé el plésmido pSEFV-hGDNF con Spel y se utilizé como
molde para la sintesis de ARN utilizando SP6 polimerasa tal como
se ha descrito previamente (Liljestrom vy Garoff, 1994) .
Brevemente, se incubaron 1,5 pg de ADN de pSEV-hGDNF linealizado
durante 1 h a 37°C en tampdén SP6 suplementado con 1 mM de
m'G(5 )ppp(5°)G (New England Biolabs), DTT 10 mM, una mezcla de
rNTPs 1 mM, 50 unidades de inhibidor de ARNsa (Promega), y 30
unidades de SP6 ARN polimerasa (New England Biolabs) en un
volumen final de 50 pul, produciendo 50 ug de ARN. Se mezclaron
aproximadamente 25 pg de ARN sintetizado in vitro con 5x10°
células BHK-21 y se electroporaron en una cubeta de 0,4 cm
mediante la aplicacién de dos pulsos consecutivos a 800 V y 25
pF. Estas condiciones de electroporacidén se utilizan de forma
rutinaria con el sistema de SFV y permiten la transfeccidén de
méds del 95% de las células. Después de la electroporacién, las
células se diluyeron en 15 ml de medio completo de BHK (Glasgow
MEM, Gibco BRL, UK, suplementado con FBS al 5%, caldo triptosa
fosfato al 10%, glutamina 2 mM, HEPES 20 mM, estreptomicina 100
ng/ml y penicilina 100 IU/ml), sembrados en placas de 6 pocillos
(1,5 ml/placa) y se incubaron a 37°C con CO, al 5%. Después de 4
h, se extrajo el medio y se sustituyd por 1 ml de medio completo

de BHK sin FBS. 20h méds tarde, se recogieron los sobrenadantes
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y se analizaron mediante transferencia Western con un anticuerpo
especifico para GDNF (Figura 4B). Se observd una expresidn muy
elevada de hGDNF en dos experimentos por duplicado (canales 1 vy
2). La proteina presentaba un patrén de glicosilacidédn similar al
obtenido en el hGDNF secretado por células MDX-12 (lenti GDNF),
pero mucho mas complejo que el observado en GDNF de rata
expresado a partir de un vector de baculovirus en células de

insectos (GDNF de insecto) (R&D systems).

3.3 Sintesis diferencial de proteinas en células BHK

transfectadas con vector SFV-hGDNF

Se electroporaron 5x10° células BHK por duplicado con ARN de
SEV-hGDNEF vy sin ARN (control) tal como se ha descrito. Se
pusieron en tres placas de 35 cm® con 5 x 10° células de cada
electroporacidén y se incubaron con medio completo BHK a 33°C con
CO, al 5%. En una placa de cada electroporacidén se elimind el
medio a las 4 horas después del plaqueo, se lavaron las células
dos veces con PBS y se afiadié 1 ml del mismo medio sin suero. En
la segunda y tercera placa, se siguidé el mismo procedimiento,
pero cambiando el medio a las 6 h u 8 h después de la
electroporacidén. Se analizaron todos los sobrenadantes mediante
transferencia Western con anticuerpos contra GDNF, IGFBP-5, o
IGFBP-4, una proteina que también es producida normalmente por
células BHK (figura 5B). El nivel de expresién de hGDNF en
células electroporadas con SFV-hGDNF de dos experimentos
duplicados fue muy similar. S$Sin embargo, la IGEFBP-5 no se pudo
detectar en el sobrenadante de células transfectadas con SFV-
hGDNF. En cambio, se detectd una expresidén elevada de IGFBP-5 en
las células control. La expresién de otras proteinas secretadas
normalmente por células BHK, como IGFBP-4, también desaparecid
completamente en células transfectadas con el vector de SFV

(Figura 5B).

3.4 Optimizacién

La expresidén de hGDNF en células BHK electroporadas con SFV-

hGDNF se optimizé mediane el ensayo con diferentes temperaturas

y tiempos de incubacidén (véase la Tabla 1).
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Se electroporaron células BHK con ARN de SFV-hGDNF tal como se
ha descrito. Se pusieron aproximadamente 5 x 10° células
electroporadas en placas de 35 cm’ y se incubaron con medio
completo BHK a 33°C con CO, al 5% durante diferentes tiempos que
llamaremos “Inhibicién”. Después de 1 tiempo de inhibicién se
eliminé el medio, se lavaron las placas 2 veces con PBS vy se
afiadié 1 ml de medio completo de BHK sin suero. Se incubaron
las células durante diferentes tiempos que denominaremos
“Incubacidén” y se recogieron los sobrenadantes. La presencia de
hGDNF en cada sobrenadante se determiné mediante transferencia
Western. Dado que la cantidad de proteinas enddégenas presentes
en el medio de cultivo de células BHK transfectadas con el
vector SFV-hGDNF fue muy baja, se concentraron 400 pl de cada
sobrenadante mediante precipitacién con acido tricloroacético.
Con el fin de evaluar la eficacia de la inhibicién de 1la
sintesis de ©proteinas enddbgenas celulares, se analizé la
presencia de IGEBP-4, gue es secretada de manera eficaz por
células BHK, mediante transferencia Western en las muestras
concentradas. La cantidad relativa de hGDNF (en muestras no
concentradas) e IGFBP-4 (en muestras concentradas) se estimd
midiendo la densidad 6ptica (DO) de cada banda. E1l mayor
rendimiento de hGDNF con ausencia total de expresidén de IGFBP-4
se obtuvo cuando el tiempo de inhibicidén fue de 8 h y el de
incubacién de 24 h, incubando las células en ambos periodos a
33°C (Tabla 1). Estas condiciones se utilizaron en experimentos

de purificacién (parte 3.5.)

Tabla 1: Optimizacién de la expresiédn de hGDNF en células BHK

electroporadas con SEV-hGDNF

Inhibicién Incubacién DO Ratio
GDNF/IGFBP
-4
T? Tiem | T® (°C) Tiemp | GDNF IGFBP
(°C) po o (h) -4
(h)
37 4 37 24 44,74 12,32 | 3,63
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37 8 37 24 33,32 0 oo
37 4 33 24 57,50 10,49 | 5,48
37 8 33 24 42,75 0 oo
37 4 33 48 70,74 50,39 | 1,40
37 8 33 48 86,76 54,98 | 1,58
33 4 33 24 72,47 35,40 | 2,05
33 8 33 24 49,04 0 oo
33 12 33 24 43,78 0 oo
33 24 33 24 31,97 14,07 | 2,27
33 4 33 48 100, 44 44,22 | 2,27
33 8 33 48 67,65 15,57 | 4,34
33 12 33 48 65,53 20,61 | 3,18
33 24 33 48 39,51 86,22 |0,46

3.5. Purificacidén de hGDNF del medio condicionado de células BHK

transfectadas con SFV-hGDNF

Purificacidn 1

Se electroporaron un total de 10” células BHK con 500 pg de ARN
de SFEV-hGDNF sintetizado in wvitro tal como se ha descrito (20
electroporaciones de 5x10° células BHK con 25 pg de cada ARN).
Las células electroporadas se agruparon, se resuspendieron en un
volumen total de 200 ml de medio completo BHK, y se
distribuyeron en 10 frascos de cultivo de 75 cm’. Después de 8
horas de incubacidén a 33° C con CO, al 5%, se elimind el medio,
las células se lavaron dos veces con 10 ml de PBS (cada frasco),
y se afladieron 10 ml de medio completo BHK sin FBS. 24 h
después, se recogid el medio condicionado de todos los frascos,
se centrifugd a 1200 rpm para eliminar restos celulares y se

congeld.

La purificacidén de hGDNF se realizd a partir de un volumen total
de 95 ml de medio condicionado de células BHK transfectadas con
SFV-hGDNF. El1 medio se descongeld, se ajustd el pH a 8,2 con

NaOH y se filtré a través de una unidad de filtracidén de 0,22



10

15

20

25

30

35

WO 2011/064437 PCT/ES2010/070778

483

pm. Como en el protocolo anterior, la muestra se pasd a través
de la resina SP-Sefarosa (0,2 ml). En este caso, la resina se
empaquetd en una columna desechable (Bio-Rad) vy la muestra se
dejé fluir a través de la columna por gravedad a 4°C. La columna
se lavd con 10 volumenes de columna (CV) de tampdn fosfato 10 mM
a pH 8,2, NaCl 150 mM y EDTA 5 mM. Dado que el hGDNF es la
principal proteina ©presente en el medio condicionado, la
proteina unida a la resina se eluyd en una Unica etapa con 2 ml
de NaCl 0,5 M. Ademéds se realizd una elucidn adicional con NaCl
1 M para asegurar que todo el hGDNF unido se habia eluido de 1la

resina.

La UGnica proteina presente en la elucién era hGDNF, tal como se
detecta mediante SDS-PAGE seguido de tincidén con Azul de
Coomassie (figura ©6A) y confirmado mediante transferencia
Western (Figura 6B). E1 hGDNF presente en el medio condicionado
y en el eluido de la columna de intercambio catidénico se
cuantificdé mediante ELISA. En resumen se partid de una cantidad
inicial de 62 pg de hGDNF en 95 ml de medio y se obtuvieron 16
Bug de hGDNF en 2 ml, recuperando asi el 26% de la proteina
contenida en la muestra inicial. Este proceso de purificacidn

global durdé solo tres dias (Figura 8).

Purificacidn 2

Se electroporaron un total de 5x10° células BHK con 2500 pg de
ARN de SFV-hGDNF sintetizado in wvitro tal como se ha descrito
(100 electroporaciones de 5x10° células BHK con 25 pg de cada
ARN) . Las células electroporadas se agruparon, se resuspendieron
en un volumen total de 600 ml de medio completo BHK, y se
distribuyeron en 50 frascos de cultivo de 75 cm’. Después de 8
horas de incubacidén a 33° C con CO, al 5%, se elimind el medio,
las células se lavaron dos veces con 10 ml de PBS (cada frasco),
y se afiladieron 10 ml de medio completo BHK sin FBS. 24 h
después, se recogidé el medio condicionado de todos los frascos,
se centrifugd a 1200 rpm para eliminar restos celulares y se

congeld.
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La purificacidén de hGDNF se realizd a partir de un volumen total
de 570 ml de medio condicionado de células BHK transfectadas con
SFV-hGDNF. El1 medio se descongeld, se ajustd el pH a 8,2 con
NaOH y se filtrdé a través de una unidad de filtracidén de 0,22
pm. Como en el protocolo anterior, la muestra se pasd a través
de la resina SP-Sefarosa (0,2 ml). En este caso, la resina se
empaquetd en una columna desechable (Bio-Rad) vy la muestra se
dejé fluir a través de la columna por gravedad a 4°C. La columna
se lavd con 10 volumenes de columna (CV) de tampdn fosfato 10 mM
a pH 8,2, NaCl 150 mM vy EDTA 5 mM. Dado que el hGDNF es la
principal proteina presente en el medio condicionado, la
proteina unida a la resina se eluydé en una Unica etapa con 0.4
ml de NaCl 0,5 M. Ademéds se realizd una elucidn adicional con
NaCl 1 M para asegurar que todo el hGDNF unido se habia eluido
de la resina.

La UGnica proteina presente en la elucién era hGDNF, tal como se
detecté mediante SDS-PAGE seguido de tincidén con Azul de
Coomassie y confirmado mediante transferencia Western. E1 hGDNF
presente en el medio condicionado y en el eluido de la columna
de intercambio catidénico se cuantificé mediante ELISA. En
resumen se partid de una cantidad inicial de 756 pg de hGDNFE en
570 ml de medio y se obtuvieron 445 pg de hGDNF en un volumen de
0.4 ml, recuperando asi el 58% de la proteina contenida en la
muestra inicial. Este proceso de purificacién global durd solo

cinco dias (Figura 8).

3.6 Biocactividad del hGDNF  purificado de células BHK

transfectadas con SFV-hGDNF

Para comprobar la actividad bioldégica del hGDNF purificado, se
aftadieron 50 ng/ml al medio de cultivo de baja densidad (2x10°
células/cm’) de células PCl2 crecidas en placas recubiertas por
coladageno. La Figura 7 muestra que el hGDNF glicosilado induce el
crecimiento de neuritas en células PCl2 de la misma manera due
el hGDNF comercial no glicosilado (Invitrogen), que fue usado

como control positivo.
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3.7 Estabilidad del hGDNF purificado de células BHK

transfectadas con SFV-hGDNF

Para analizar la estabilidad del GDNF glicosilado humano
obtenido, 220 ng de GDNF glicosilado humano purificado de
células BHK transfectadas con SFV-hGDNF y la misma cantidad de
GDNF no glicosilada de E. coli (ProSpec) se incubaron en 220 ul
de tampdén fosfato a pH 7,4 a temperatura ambiente. Se tomaron
alicuotas de 10 ml a las 24, 48, 96 horas, 1, 2 y 3 semanas y se
analizé la presencia de hGDNF mediante transferencia Western. La
figura 9 muestra un panel superior correspondiente al hGDNF
glicosilado y un panel inferior correspondiente al hGDNF no
glicosilado. Es posible apreciar cémo la mayoria de la proteina
no glicosilada se degrada después de 24 horas de incubacidén y
desaparece después de 48 horas. Sin embargo, el hGDNF
glicosilado aln estéd presente después de 3 semanas de incubacién

a temperatura ambiente.

Conclusién:

Dado que el hGDNF glicosilado no estd comercialmente disponible,
se han descrito previamente métodos para purificar GDNF
glicosilado (Garbayo et al., 2007 and Ansorena et al., 2009) a
partir de células de mamifero y se ha utilizado la misma
metodologia con algunas modificaciones para obtener hGDNF
glicosilado puro. Sin embargo, esta metodologia es
extremadamente laboriosa vy requiere de mucho tiempo para
producir cantidades elevadas de hGDNF con fines clinicos. En el
presente estudio, se propone un método nuevo y sencillo para
obtener cantidades elevadas de hGDNF purificado. Se ha
demostrado que en células BHK transfectadas con un vector SFEV
que expresa hGDNF, esta proteina se produce a niveles elevados
en el sobrenadante. Si se elimina el medio celular
aproximadamente 8 horas después de la transfeccidén, el hGDNF se
convierte en la uUnica proteina expresada en los sobrenadantes de
estas células, ya gque el vector de SFV induce una fuerte
inhibicién de la sintesis de proteinas celulares enddgenas. Esto
hace que la purificacién de hGDNF sea muy sencilla y eficaz,

especialmente porque las proteinas enddgenas que eran dificiles
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de eliminar en el proceso de purificacidén, como la IGFBP-5, han
dejado de ser expresadas por las células productoras. Ademas, el
hGDNF producido con este método estd altamente glicosilado, lo
que hace la proteina méas estable y probablemente menos
inmunogénica, a diferencia del hGDNF producido wutilizando

sistemas bacterianos.

E1 hGDNF glicosilado podria ser muy Util para el tratamiento de
la enfermedad de Parkinson u otros trastornos degenerativos, va
que su mayor estabilidad sugiere que serian necesarias dosis
menores de esta proteina para el uso terapéutico en comparacidn

con hGDNF no glicosilado.

Referencias

Ansorena E, Garbayo E, Lanciego JL, Aymerich MS, Blanco-Prieto
MJ. Production of highly pure human glycosylated GDNF in a
mammalian cell line. Int J Pharm. 2010 Jan 29;385(1-2):0-11.
Epub 2009 Oct 13.;

Blasey HD, Lundstrém K, Tate S, Bernard AR. Recombinant protein
production using the Semliki Forest Virus expression system.
Cytotechnology, 1997; 24: 65-72.

Forsman T, Lautala P, Lundstrdém K, Monastyrskaia K, Ouzzine M,
Burchell B, Taskinen J, Ulmanen 1I. Life Sci. 2000 Oct
6;67(20) :2473-2484.

Garbayo E, Ansorena E, Lanciego JL, Aymerich MS, Blanco-Prieto
MJ. Purification of bicactive glycosylated recombinant glial
cell line-derived neurotrophic factor. Int J Pharm 2007; 344: 9-
15.

Liljestrom, P., and H. Garoff. 1991. A new generation of animal
cell expression vectors based on the Semliki Forest virus
replicon. Biotechnology (N Y) 9:1356-61.

Liljestrom P, Garoff H. Expession of proteins wusing Semliki
Forest wvirus vectors. In Current protocols in molecular biology
(F. M. Ausubel, et al., Eds.), pp. 16.20.11-16.20.16. Greene
Publishing Associates and Wiley Interscience, New York, N.Y.

1994.



10

15

20

25

30

35

WO 2011/064437 PCT/ES2010/070778

52

Lin LF, Doherty DH, Lile JD, Bektesh S, Collins F. GDNF: a glial
cell line-derived neurotrophic factor for midbrain dopaminergic
neurons. Science 1993; 260: 1130-2.

Lundstrom K. Semliki Forest wvirus vectors for large-scale
production of recombinant proteins. Methods Mol Med 2003a; 76:
525-43.

Moretto G, Walker DG, Lanteri P, Taioli F, Zaffagnini S, Xu RY,
et al. Expression and regulation of glial-cell-line-derived
neurotrophic factor (GDNF) mRNA in human astrocytes in vitro.
Cell Tissue Res 1996; 286: 257-62.

Pushko, P., Parker, M., Ludwig, G. V., Davis, N. L., Johnston,
R. E., and Smith, J. F. (1997). Replicon-helper systems from
attenuated Venezuelan equine encephalitis virus: expression of
heterologous genes in vitro and immunization against
heterologous pathogens in vivo. Virology. 239: 389-401.
Rodriguez-Madoz JR, Prieto J, Smerdou C. Semliki forest wvirus
vectors engineered to express higher IL-12 levels induce
efficient elimination of murine colon adenocarcinomas. Mol Ther
2005; 12: 153-63.

Ryan MD, Drew J. Foot-and-mouth disease virus 2A oligopeptide
mediated cleavage of an artificial polyprotein. Embo J 1994; 13:
928-33.

Sajadi A, Bensadoun JC, Schneider BL, Lo Bianco C, Aebischer P.
Transient striatal delivery of GDNF wvia encapsulated cells leads
to sustained behavioral improvement in a bilateral model of
Parkinson disease. Neurobiol Dis 2006; 22: 119-29.

Smerdou, C., and P. Liljestrom. 1999. Two-helper RNA system for
production of recombinant Semliki forest wvirus particles. J
Virol 73:1092-8.

Walsh G, Jefferis R. Post-translational modifications in the
context of therapeutic proteins. Nat Biotechnol 2006; 24: 1241-
52.

Xiong, C., Levis, R., Shen, P., Schlesinger, S., Rice, C. M.,
and Huang, H. V. (1989). Sindbis virus: an efficient, broad host
range vector for gene expression in animal cells. Science. 243:

1188-1191.



WO 2011/064437 PCT/ES2010/070778

53

REIVINDICACIONES

1. Método para la produccidn de GDNF recombinante humano, o de
una variante funcionalmente equivalente del mismo, que
comprende:

a) proporcionar células eucariotas que comprenden un vector
de expresidén de alfavirus, comprendiendo dicho vector los
dcidos nucleicos de i) una secuencia 5’ capaz de dirigir
la replicacién del alfavirus; ii) una secuencia que
codifica para proteinas no estructurales capaces de
dirigir la replicacién del ARN alfaviral; iii) un promotor
subgendémico del alfavirus; iv) una secuencia que codifica
una proteina GDNF humana recombinante, © una variante
funcionalmente equivalente de la misma, unida
operativamente al promotor subgendémico que dirige la
expresién de la proteina en las células eucariotas; v) una
secuencia 3’ capaz de dirigir la replicacidén del
alfavirus;

b) cultivar o incubar dichas células eucariotas en un medio
de cultivo hasta que se inhiba la sintesis de proteinas
endbégenas celulares;

c) eliminar el sobrenadante;

d) cultivar o incubar dichas células eucariotas en un medio
de cultivo durante un periodo de tiempo, de manera gque se
consigue la expresidén de la proteina GDNF recombinante,
pero sin muerte celular; y

e) purificar el GDNF recombinante del medio de cultivo.

2. Método segln la reivindicacién 1, que comprende ademds una
etapa f) de purificacién de la proteina hGDNF recombinante

mediante cromatografia.

3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el
que el cultivo o la incubacién de las etapas b) o d) se
realiza a una temperatura entre 30° y 40° C durante un

periodo de tiempo de 2 a 50 horas.
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Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el
que el cultivo o la incubacidén de la etapa b) se realiza a

una temperatura de 33° C durante 8 horas.

Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el
que el cultivo o la incubacién de la etapa d) se realiza a

una temperatura de 33° C durante 24 horas.

Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en
donde las condiciones de las etapas b) y d) se seleccionan
del grupo consistente en:

(1) la etapa b) se lleva a cabo a aproximadamente 37°
durante aproximadamente 8 h y la etapa d) se lleva a
cabo a aproximadamente 37° durante aproximadamente
24h;

(11) la etapa b) se lleva a cabo a aproximadamente 37°
durante aproximadamente 8 h y la etapa d) se lleva a
cabo a aproximadamente 33° durante aproximadamente
24h;

(iii) la etapa b) se lleva a cabo a aproximadamente 33°
durante aproximadamente 8 h y la etapa d) se lleva a
cabo a aproximadamente 33° durante aproximadamente
24h vy

(iv) la etapa b) se lleva a cabo a aproximadamente 33°
durante aproximadamente 12 h y la etapa d) se lleva a
cabo a aproximadamente 33° durante aproximadamente

24h.

Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el
que el vector de expresidédn de alfavirus comprende ademas un

vector de ARN transcrito in vitro.

Método segUn cualgquiera de las reivindicaciones 1-6, en el
que el vector de expresién de alfavirus comprende ademas
particulas virales que comprenden ARN de vector de

alfavirus.
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Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el
que el vector de expresidn de alfavirus comprende ademds un
promotor que es reconocible por una ARN polimerasa

eucariota.

Método segun la reivindicacién 9, en el que el promotor
reconocible por una ARN polimerasa eucariota es el promotor

de citomegalovirus (CMV).

Método segln cualgquiera de las reivindicaciones 1-10, en el
que el vector de expresidén de alfavirus comprende ademas una
secuencia que codifica para una proteina con actividad

potenciadora de la traduccién.

Método segln la reivindicacidén 11, en el que la secuencia
que codifica para una proteina con actividad potenciadora de
la traduccidén es la secuencia que codifica por lo menos los
primeros 34 aminoidcidos de la céapside del wvirus de Semliki

Forest (SFEV).

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 11 y 12, en
el que el vector de expresidén de alfavirus comprende ademds
una secuencia que codifica una proteasa de auto-escisidén o

una secuencia diana para una proteasa celular.

Método segln la reivindicacidén 13, en el que la secuencia
que codifica una proteasa de auto-escisidén o la secuencia
diana para una proteasa celular se expresa en fase con la

secuencia con actividad potenciadora de la traduccidn.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 13-14, en el
que la secuencia que codifica una proteasa de auto-escisién

es la autoproteasa 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV).

Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 13-15, en el
que la secuencia de nucledétidos que codifica para el GDNF

recombinante humano, o) una variante funcionalmente
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equivalente del mismo, se fusiona en fase y en posicién 3~
con la secuencia que codifica para la proteasa de auto-

escisién o la secuencia diana para una proteasa celular.

Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en el

que el alfavirus es SEV.

Método seguin cualgquiera de las reivindicaciones 1-17, en el
que las células eucariotas son células de mamifero
seleccionadas entre BHK, CHO, VERO, y células de glioma C6

glioma.

Vector de expresién de alfavirus tal como se define en

cualqguiera de las reivindicaciones 1-18.

Vector de expresién de alfavirus segln la reivindicacién 19

en donde dicho vector es citopatico.

Particula alfaviral que comprende los A&cidos nucleicos
definidos para el vector de expresién de alfavirus segln las

reivindicaciones 1-20.

Célula eucariota que comprende un vector de expresidén de
alfavirus tal como se define en cualgquiera de las

reivindicaciones 1-20.

Proteina de fusién que comprende la proteina de la capside
de SFV unida al GDNF humano, o una variante funcionalmente

equivalente del mismo.

Uso del vector de expresidédn de alfavirus segtn las
reivindicaciones 19 o 20 para la produccién del GDNF
recombinante humano, o variantes funcionalmente equivalentes

del mismo.

Uso de una particula alfaviral segin la reivindicacidén 21,

para la produccidén del GDNF recombinante humano, o variantes
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funcionalmente equivalentes del mismo.

26. Uso de una célula eucariota segin la reivindicacidén 22, para
la produccién del GDNF recombinante humano, o variantes

5 funcionalmente equivalentes del mismo.

27. Una composicidén que comprende GDNF humano o© una variante
funcionalmente equivalente de GDNF en donde el GDNF se
encuentra glicosilado y en donde la composicién

10 (1) comprende un porcentaje de GDNEF en peso con
respecto al total de proteina en la composicidn

superior a 90% y/o
(ii) se encuentra sustancialmente libre de IGFBP-4,

IGFBP-5 y/o IGFBP-7.

15
28. Una composicién segln la reivindicacién 27 para su uso en
medicina.
29. Una composicidén segtin la reivindicacidén 27 para su uso en el
20 tratamiento o la prevencidédn de un trastorno

neurodegenerativo.
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FIGURA 5
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