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DESCRIPCION

Moléculas terapéuticas generadas por corte y empalme en trans.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona moléculas de dcido nucleico para expresar un gen heterélogo en un subcon-
junto seleccionado de células. Las moléculas de 4cido nucleico de la invencién participan en una reaccién de corte y
empalme en trans seleccionada como diana o definida con moléculas de pre-ARNm que se expresan Unicamente en las
células diana especificas. Las moléculas de 4acido nucleico de la invencidn pueden ser ARN, ADN u otros analogos de
dcidos nucleicos tales como 4cido nucleico peptidico (ANP). La reaccién de corte y empalme en trans in vivo puede
proporcionar una molécula terapéutica activa que puede expresarse en las células diana. El producto de expresién del
ARNm puede ser una proteina de valor terapéutico para la célula, o una toxina que mata las células especificas. Alter-
nativamente, el ARN terapéutico (ARN-t) u otra molécula pueden realizar por s{ mismos una funcién terapéutica. En
otra realizacion de la invencién pueden usarse multiples moléculas de dcido nucleico de la invencién en combinacién
para lograr un efecto terapéutico.

Descripcion de la técnica relacionada

Uno de los mayores desafios en el tratamiento de muchos estados patoldgicos potencialmente mortales, tales como
cancer y SIDA, es la administraciéon de una molécula terapéutica a las células diana especificas sin administrar la
misma molécula a otras células en el organismo. Los esfuerzos previos para resolver este problema han incluido
terapia génica con vectores viricos, administracién de farmacos o toxinas conjugados con anticuerpos monoclonales,
y otros. Hasta la fecha estos métodos no han sido completamente eficaces.

El método de la presente invencién no requiere la administracion sélo a las células seleccionadas como diana. La
molécula precursora de la molécula terapéutica puede administrarse a todas las células del organismo, y puede captarse
por todas las células del organismo, pero el ARNm terapéutico sélo se crea in vivo en las células diana especificas. La
especificidad de este tratamiento depende de la transcripcién dnica (restringida) del pre-ARNm diana en las células
diana. Las células normales (no seleccionadas como diana) no transcribirdn (o transcribirdn sélo minimamente) el gen
diana. Por lo tanto, la creacidn selectiva de la molécula terapéutica no tendrd lugar en tales células normales (o tendra
lugar s6lo en un grado muy minimo).

Una forma importante en la que las células eucariéticas del mismo organismo se diferencian una de otra, a pesar
de la virtual identidad del contenido génico, es que expresan genes o partes de esos genes diferentes. Esta regulacién
de la expresion génica funciona a muchos niveles; los estudios clasicos sobre expresion génica demuestran el control
en el nivel de transcripcion y traduccion. Trabajos mds recientes indican que las células tienen también la capacidad
de regular la expresion génica mediante el nimero de copias génicas y regulacién del corte y empalme.

Los genes, almacenados como secuencias de ADN en el cromosoma, se transcriben para dar pre-ARNm que contie-
nen regiones codificantes (exones) y generalmente contienen también regiones no codificantes intermedias (intrones).
El pre-ARNm se trata en el nicleo, eliminando los intrones, junto con cualquier exén no deseado. Los exones res-
tantes se cortan y empalman juntos, formando un ARNm, que se exporta desde el niicleo hasta el citoplasma para su
traduccion para dar una proteina por los ribosomas. Véase, por ejemplo, Moore, M.J., C.C. Query, y P.A. Sharp, Cell,
77:805-815 (1994); Moore, M.J., C.C. Query, y P.A. Sharp, The RNA World, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
303-358, (1993).

Los intrones se eliminan de los pre-ARNm en un proceso preciso denominado corte y empalme. Chow, L.T.,
R.E. Gelinas, T.R. Broker, R.J. Roberts, (1977) Cell, 12, 1-8; y Berget, S.M., C. Moore y P.A. Sharp (1977) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 74, 3171-3175. El corte y empalme de pre-ARNm avanza mediante un mecanismo de dos
etapas. En la primera etapa, se escinde el sitio de corte y empalme en 5°, dando como resultado un exén en 5 “libre”
y un intermedio de lazo. (Moore, M.J. y P.A. Sharp, Nature, 365:364-368, 1993). El nucleétido en 5’ del intrén
(normalmente guanina) forma el intermedio de lazo a través de un enlace 2’,5’-fosfodiéster con el nucleétido del
punto de ramificacion (normalmente adenosina) en el intrén. En la segunda etapa, el exén en 5° se liga con el exén
en 3’ con liberacién del intrén como el producto de lazo. Estas etapas se catalizan en un complejo de proteinas y
ribonucleoproteinas nucleares pequefias denominado espliceosoma (Moore et al., The RNA World, ed. Gesteland y
Atkins, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1993, paginas 303 a 352).

Los sitios de la reaccion de corte y empalme de trans-esterificacion se definen por secuencias consenso alrededor
de los sitios de corte y empalme en 5’ y 3’. La secuencia consenso del sitio de corte y empalme en 5’ es AG/GURAGU
(en la que A = adenosina, U = uracilo, G = guanina, C = citosina, R = purina y / = sitio de corte y empalme). Moore
et al., The RNA World, pagina 308. Los nucleétidos subrayados son comunes a casi todos los intrones de pre-ARNm,
siendo una rara excepcion GC sustituido en lugar de GU. El sitio de corte y empalme en 3’ consiste en tres elementos
de secuencia separados: el punto de ramificacién o sitio de ramificacion, una extension de polipirimidina y la secuencia
consenso en 3’. Estos elementos definen aproximadamente una region de sitio de corte y empalme en 3’, que puede
abarcar 100 nucleétidos del intrén en sentido 5° del sitio de corte y empalme en 3’. La secuencia consenso del punto de
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ramificacién en mamiferos es YNCUGAC (en la que N = cualquier nucleétido, Y = pirimidina). La A subrayada es el
sitio de formacidén de la ramificacién (el BPA = adenosina del punto de ramificacidn). La secuencia consenso de corte
y empalme en 3’ es YAG/G. Entre el punto de ramificacién y el sitio de corte y empalme se encuentra normalmente
una extension de polipirimidina, que es importante en sistemas de mamiferos para la utilizacién eficaz del punto de
ramificacién y el reconocimiento del sitio de corte y empalme en 3’ (Roscigno, H., M. Weiner y M.A. Garcia-Blanco,
J. Biol. Chem. 268, 14, 11222-11229, 1993). El primer dinucleétido YAG en sentido 3’ del punto de ramificacién y la
extension de polipirimidina es el sitio de corte y empalme en 3’ usado mds cominmente. Smith, C.W.J., E.B. Porro,
J.G. Patton y B. Nadal-Ginand (1989) Nature 342, 243-247.

Corte y empalme en cis frente trans

Normalmente los exones se ligan a otros exones en el mismo pre-ARNm, corte y empalme en cis, y no con exones
en otros pre-ARNm, corte y empalme en trans. Es posible, sin embargo, observar un corte y empalme en trans eficaz
in vitro uniendo dos mitades de un pre-ARNm usando secuencias complementarias. Estas forman tallos de cadena
doble estables mediante apareamiento de bases similar a “Watson-Crick”. Konarska, M.M., R.A. Padgett y P.A. Sharp
(1985), Cell 42, 165-171- Este tipo de corte y empalme en trans no se ha observado claramente in vivo.

El mecanismo de la aproximacién al sitio de corte y empalme “a través del espacio” es independiente del intrén en-
tre los sitios de corte y empalme, por ejemplo en el corte y empalme en trans observado cominmente en tripanosomas
y nematodos. Sutton, R.E. y J.C. Boothroyd, Cell, 47, 527-535 (1986); Murphy, W.J. et al., Cell 47, 517-525 (1986);
Krause, M. y D. Hirsch, Cell 49, 753-761 (1987). En estos casos muy especiales, el sitio de corte y empalme en 5° que
contiene un ARN lider corto (SL) forma una particula de ribonucleoproteina nuclear pequefia (RNPnp) que interactda
con el extremo 3’ del intrén en el pre-ARNm mads grande (Bruzik, J.P. y J.A. Steitz, Cell, 62, 889-899 (1990); Bruzik,
J.P. y T. Maniatis, Nature 360, 692-695 (1992). No se ha observado que este tipo de corte y empalme se produzca de
manera natural en células de mamiferos.

Konarska et al. (1985), D. Solnik (1985) Cell 42, 157-164 detectaron corte y empalme en trans in vitro usando ARN
que no se parecian a los ARN SL. Las estructuras secundarias ARN-ARN que se unian a los precursores aumentaron
significativamente la eficacia de la reaccion de corte y empalme en trans (desde <1% hasta el 15-30% de la eficacia de
corte y empalme en cis de tipo natural).

Las secuencias de ADN o ARN complementarias pueden tener un apareamiento de bases especificamente con
secuencias diana dnicas de ARN o ADN. La especificidad de unién se ve influenciada por la secuencia, la longitud
de la regién complementaria y cualquier estructura secundaria en el sitio de unién. Con el fin de obtener especificidad
de unién, se elige una secuencia tnica como diana. Se ha calculado que una longitud de cadena de 17 nucledtidos es
suficiente para lograr especificidad de unién, es decir, la aparicion dnica estadistica de una diana de polinucleétido
tinica en el genoma haploide humano de 3 x 10° pares de bases. M. Smith, Methods of DNA and RNA Sequencing,
ed S.M. Weissman, Praeger, Nueva York, NY, EE.UU. pag. 39 (1983). La estabilidad del diplex es independiente
de la longitud para secuencias complementarias superiores a 200 nucleétidos [Steiner, R.F. y Beers, R.J. Jr. (1986)],
en Polynucleotides, (Elsevier, Amsterdad). Secuencias complementarias mayores aumentan la estabilidad del diplex,
pero regiones muy largas pueden interactuar con ARNm miiltiples mediante apareamiento de bases que implica s6lo
5-10 bases contiguas, disminuyendo por tanto su especificidad. Las secuencias complementarias pueden tener secuen-
cias de ADN o ARN que no se unen u otros andlogos de 4cidos nucleicos o grupos quimicos en cualquiera de sus
extremos en 5’ y/o 3’. Puede lograrse también la unién por otros mecanismos, por ejemplo formacion de hélice triple,
e interacciones proteina-dcido nucleico, tales como aquellas entre promotores génicos y ADN. Los ejemplos de pro-
motores especificos de tejido incluyen el promotor de inmunoglobulina descrito por Brinster et al., Nature, 306:332-
336 (1983) y el promotor de insulina descrito por Bucchini et al., PNAS, 83:2511-2515 (1986). Pueden usarse otros
medios de unién que se conocen por los expertos en la técnica.

Las toxinas tales como toxina de difteria (DT), ricina, toxina de Pseudomonas, toxina shiga y toxina de cdlera
son extremadamente potentes. Una tinica molécula de DT puede destruir una célula actuando enzimaticamente dentro
del citosol. Yamaizumi, M. E. Makada, T. Uchida y Y. Okada, Cell 15, 245-250 (1978). Estas toxinas parecen tener
una estructura bdsica similar, que consiste en una subunidad A y B, en la que la subunidad B se une a la superficie
celular y facilita la translocacién de la subunidad A dentro de la célula, y la subunidad A tiene actividad enzimadtica
de la toxina. Collier, R. y J. Kondel, Biol. Chem. 246, 1496-1503 (1971) y Gill, D. y A. Pappenheimer, J. Biol.
Chem. 246, 1492-1495 (1971). La subunidad A de DT (DT-A) cataliza la transferencia de ADP-ribosa desde el NAD
hasta un aminodacido poco corriente (diftamida) en el factor de elongacién 2. Honjo, T., Y. Nishizuka y O. Hayaishi,
J. Biol. Chem. 243, 3553-3555 (1969); y Gill, D., A. Pappenheimer, R. Brown y J. Kurniok, J. of Experimental
Medicine 129, 1-21 (1969). Tal unién detiene la sintesis de proteinas en la célula y es mortal para esa célula. Existen
varias estrategias terapéuticas que intentan administrar o expresar la DT-A dentro de células seleccionadas, incluyendo
regular transcripcionalmente la expresion del gen de DT-A. (Robinson, D.F. T.H. Maxwell, Hum. Gene Ther., 6(2),
137-145, 1995; Cook D.R. et al., Cancer Biother., 9(2), 131-141, 1994; Curiel, T.J. et al., Hum Gene Ther., 4(6), 741-
747, 1993).

Bruzik y Maniatis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:7056-7059, julio de 1995, describen el corte y empalme en
trans de fragmentos normalmente cortados y empalmados en cis de Drosophila melanogaster en extractos nucleares
de células HeLa (de mamifero), usando la maquinaria de corte y empalme de estos nicleos de células.
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Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona una molécula de dcido nucleico adecuada para usar en el corte y empalme en
trans de un pre-ARNm diana expresado dentro de una célula diana y que puede reconocerse por componentes del corte
y empalme nuclear dentro de la célula diana, comprendiendo el 4cido nucleico:

a) uno o mas dominios de unién a la diana que dirigen la unién de la molécula de 4cido nucleico al pre-ARNm
diana;

b) (1) una regién de corte y empalme en 3’ que comprende un punto de ramificacién, una extension de pirimidina
y un sitio de corte y empalme en 3’; o (2) un sitio de corte y empalme en 5’;

¢) una region espaciadora que separa la region de corte y empalme en 3’ o el sitio de corte y empalme en 5,
respectivamente, del dominio de unién a la diana; y

d) una secuencia de nucledtidos que debe cortarse y empalmarse en trans en el pre-ARNm diana.

La invencién proporciona también molécula de dcido nucleico de este tipo para usarse en el reconocimiento por
componentes de corte y empalme nucleares celulares para producir un ARN quimérico que sea terapéuticamente util
0 sirva como un marcador.

La molécula de 4cido nucleico de la presente invencidén permite la expresion controlada de un producto génico
heter6logo en una célula diana deseada creando un ARNm tnico por un mecanismo de corte y empalme en trans.
El ARNm unico tiene una de las siguientes funciones; codifica para una proteina que tiene un efecto terapéutico,
destruye selectivamente células diana, sirve como un marcador o proporciona un producto génico novedoso no presente
normalmente en la célula diana.

En una realizacién, el ARN, ADN o andlogo de nucledtido que se usa para el corte y empalme en trans es uno
cuyo producto de expresion después del corte y empalme en trans da como resultado la muerte celular (por ejemplo, la
expresion de una molécula de subunidad A de la toxina de la difteria destruird una célula humana). En otra realizacion,
el producto de expresion se secreta por la célula. En una realizacién adicional, el propio ARN terapéutico realiza una
funcién deseada en la célula.

Breve descripcion de los dibujos
Las figuras 1A, 1B y 1C muestran la estructura de pre-moléculas terapéuticas (PTM, o pre-ARN-t) de la invencion.
Estas estructuras tienen 5 caracteristicas principales:

(a) Region de dominio de union a la diana

Uno o dos dominios de unién de al menos 15 a 30 (hasta varios cientos) nucledtidos que son complementarios,
y en orientacién anti-sentido, a la regién seleccionada como diana del pre-ARNm seleccionado (puede ubicarse una
segunda regién de unién a la diana en el extremo 3’ de la molécula). Pueden incorporarse otros dominios de unién en
la PTM. Los dominios de unién pueden potenciarse con caracteristicas tales como la capacidad de cubrir o bloquear
sitios requeridos para cortar y empalmar exones en sentido 3” en el ARNm diana, tales como la adenosina del punto
de ramificacion, sitios de unién empalmosdmico, la extensién de polipirimidina, o sitios de corte y empalme.

(b) Region de corte y empalme en 3’ y/o sitio de corte y empalme en 5’

La regién de corte y empalme en 3’ incluye un punto de ramificacién, una extension de pirimidina y un sitio de
corte y empalme en 3’.

(c) Region espaciadora

Una regién espaciadora para separar el sitio de corte y empalme del ARN terapéutico del dominio de unién a
la diana. La regién espaciadora puede tener caracteristicas tales como codones de parada que bloquearan cualquier
traduccién de un ARN terapéutico que no ha experimentado corte y empalme, y secuencias que potencian el corte y
empalme en la diana.

Puede incorporarse una “seguridad” para la pre-molécula terapéutica (PTM) en el espaciador, el dominio de unién,

o en cualquier lugar en la PTM (figura 1-8). Esta es una regién de la PTM que cubre elementos del sitio de corte y
empalme en 3’ y/o 5° de la PTM por complementariedad relativamente débil, impidiendo el corte y empalme en trans
no especifico. Tras la hibridacion de la(s) parte(s) de unién/seleccién como diana de la PTM, se deja al descubierto el
sitio de corte y empalme en 3’ y se vuelve completamente activo (véase la figura 1-C).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2279 531 T3

La “seguridad” consiste en uno o mas tramos complementarios de secuencias en cis (o puede ser una segunda
cadena de 4cido nucleico separada) que se unen débilmente a uno o ambos lados del punto de ramificacién de la PTM,
la extension de pirimidina, y/o el sitio de corte y empalme en 3’ (elementos de corte y empalme), o puede unirse a
partes de los propios elementos de corte y empalme. Esta unién de “seguridad” impedird que los elementos de corte y
empalme se activen (es decir, bloqueo de la unién de U2 RNPnp u otros factores de corte y empalme con los elementos
de reconocimiento del sitio de corte y empalme de la PTM). La unién de “seguridad” puede alterarse por la unién de
la region de unidn a la diana de la PTM con el pre-ARNm diana, exponiendo y activando asi los elementos de corte y
empalme de la PTM (haciéndolos disponibles para el corte y empalme en trans dentro del pre-ARNm diana).

(d) Gen terapéutico

Uno o mas genes terapéuticos, tales como toxina de la difteria, que se corta(n) y empalma(n) dentro del ARNm
diana y puede(n) expresarse posteriormente, produciendo un efecto terapéutico, tal como muerte celular (un gen tera-
péutico puede ser uno que facilita una funcién de utilidad clinica, por ejemplo, restaurar una funcién que falta, actuar
como un marcador o destruir células no deseadas); y opcionalmente

(e) Secuencias que modulan el corte y empalme y la traduccion

Puede haber caracteristicas adicionales afiadidas a la molécula después (o antes) del gen de la toxina, tales como
sefiales de poliadenilacién o secuencias de corte y empalme en 5’ para potenciar el corte y empalme, regiones de
unién adicionales, regiones complementarias de auto-“‘seguridad”, sitios de corte y empalme adicionales, o grupos
protectores para modular la estabilidad de la molécula (impedir la degradacion).

La figura 2 muestra la unién del pre-ARN terapéutico y el corte y empalme en trans.

2a) El producto de corte y empalme en cis de pre-ARNm A-B para dar ARNm A-B, que es la ruta normal para la
célula para expresar posteriormente la proteina A-B.

2b) Una molécula de pre-ARN-t unida a un pre-ARNm A-B mediante apareamiento de bases complementarias.
En este ejemplo, la regién de unién bloquea la adenosina del punto de ramificacién en cis y la proyeccién en 5’ puede
interferir parcialmente con la extension de pirimidina en cis. Esto altera el corte y empalme en cis del exén B y presenta
al gen de la toxina pre-ARN-t como un candidato para el corte y empalme en trans con el exén A.

2¢) Un producto cortado y empalmado en trans de pre-ARNm A-B y un pre-ARN-t. El ex6n A estd unido con un
gen de toxina, que puede expresarse ahora en una molécula de ARN terapéutico heter6logo completamente funcional
(ARNm-t). La traduccién de este ARNm provocara la destruccién de la célula que lo expresa.

La figura 3 muestra el mapa y la secuencia de la toxina de la difteria. La region codificante para la subunidad A
estd entre los nucleétidos 312-890.

La figura 4 muestra la construccién de las pre-moléculas terapéuticas de la invencion.
La figura 5 muestra el mapa y la secuencia de HCG beta.

Las figuras 6A y B muestran los resultados de la reaccién de corte y empalme en trans. La figura 6A muestra un
gel de agarosa de los productos de RT-PCR vy la figura 6B muestra la secuencia de nucleétidos del producto cortado y
empalmado en trans.

La figura 7 muestra los resultados de los ensayos de toxicidad de la transfeccién del ejemplo 5.
Descripcion detallada de la invencion

Tal como se ha indicado anteriormente, la presente invencion se refiere al uso del corte y empalme en trans de pre-
ARN mensajero (pre-ARNm) seleccionado como diana como un medio para producir una molécula terapéutica en la
célula. La molécula terapéutica puede proporcionar por si misma una funcién deseada, o puede producir un producto
génico en el tipo de célula especifico. Los productos génicos pueden ser de cualquier gen, incluyendo genes que tienen
utilidad clinica, por ejemplo, genes terapéuticos o marcadores, y toxinas. En una realizacién de la invencién, el gen se
administra como un gen de toxina, por lo cual la expresién de una molécula es mortal para la célula que contiene el
pre-ARNm seleccionado como diana.

En una realizacién, la invencién se refiere a un método de creacién de un ARNm especifico para provocar la
expresion de un gen de toxina terapéutica dentro de la poblacion celular seleccionada, destruyendo de ese modo las
células especificas. Las células diana pueden incluir, pero no se limitan a, aquellas infectadas con agentes infecciosos
virales o de otro tipo, neoplasmas benignos o malignos, o componentes del sistema inmunitario que estdn implicados
en enfermedad autoinmunitaria o rechazo de tejidos. Se logra la especificidad mediante modificacién del dominio de
uni6n de la PTM para unirse a la diana.
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Las etapas que comprende una realizacién del método de la presente invencién son:

1) administrar al nicleo de células una molécula precursora, que puede ser de cualquier forma usada por un experto
en la técnica, una molécula de ARN terapéutica (o un vector de ADN que puede transcribirse para dar ARN o un
analogo sintético), ARN terapéutico precursor (pre-ARN-) que contiene una regién de unién que puede unirse por
mecanismos diferentes al pre-ARNm diana, un sitio de corte y empalme, un gen terapéutico, y puede contener senales
de poliadenilacién, potenciadotes, u otros elementos de secuencia moduladores [véase la figura 1, parte A, B, y CJ;

ii) corte y empalme en trans de la molécula de ARN terapéutica precursora con un pre-ARNm seleccionado como
diana para crear un ARNm traducible terapéutico [véase la figura 2b]; y

iii) expresion (traduccién) del ARNm terapéutico cortado y empalmado en trans dentro de la(s) célula(s) diana
[véase la figura 2c].

Las células diana pueden ser cualquier célula que se sabe que expresan una poblacién Unica de pre-ARNm, pre-
ARNm que pueden usarse como sustrato para la reaccién de corte y empalme en trans. La poblacion tinica puede ser
un dnico tipo de ARN o varios que, como un grupo, no se expresan juntos en cualquier otro tipo de células. E1 ARN
terapéutico precursor contendrd regiones de unién especificas para el pre-ARNm seleccionado como diana.

La pre-molécula terapéutica puede administrarse a células mediante cualquier procedimiento de administracion,
por ejemplo, mediado por virus, electroporacién, microinyeccion, transfecciéon mediada por fosfato de calcio, lipo-
somas, citofectinas, o directamente. La pre-molécula terapéutica se administrard en cantidades que son eficaces para
producir la cantidad deseada de la propia molécula terapéutica. La cantidad exacta administrada variard dependiendo
de los detalles del sistema de administracién. La cantidad eficaz puede variar también dependiendo de si la molécula
terapéutica proporciona una funcién que falta (tal como en tratamientos para una enfermedad genética), muerte celular
(tal como en tratamiento para el cdncer), o regulacion celular (que puede usarse con diferentes tipos de enfermeda-
des). La cantidad eficaz puede oscilar desde 0,001 pico g, o incluso inferior, hasta 1,0 g de acido nucleico/kg de peso
corporal del paciente.

Una molécula terapéutica puede ser una que proporciona alguna funcién de utilidad clinica, por ejemplo, restaurar
una funcién que falta, actuar como un marcador, o destruir células no deseadas.

En una realizacién, la molécula de pre-ARN terapéutico es un ARN de cadena sencilla no traducible con cuatro
caracterfsticas principales: 1) Uno o dos dominios de unién de al menos 15 a 30 nucleétidos (y hasta varios cientos de
nucledtidos o mds) que son complementarios y en orientacién anti-sentido a la region seleccionada como diana del pre-
ARNm tnico. Esto confiere la especificidad de la unién y ancla el pre-ARN terapéutico estrechamente en el espacio
de forma que la maquinaria de procesamiento empalmosémico del niicleo puede cortarlo y empalmarlo en trans para
dar el pre-ARNm diana. Los dominios de unién pueden potenciarse con caracteristicas tales como la capacidad de
cubrir o bloquear sitios requeridos para cortar y empalmar en cis exones en sentido 3’ en el pre-ARNm diana, tal
como la adenosina del punto de ramificacion, sitios de unién empalmosémicos, extensiones de polipirimidina, o sitios
de corte y empalme en 3’ y 5° auténticos. 2) Una region espaciadora para alinear el sitio de corte y empalme del pre-
ARN terapéutico con la diana. La regién espaciadora puede tener caracteristicas tales como codones de parada que
bloqueardn cualquier traduccién de un pre-ARN terapéutico que no ha experimentado corte y empalme, y secuencias
que potencian el corte y empalme con la diana. El espaciador sirve también para separar dominios de unién del sitio
de corte y empalme (y puede contener un dominio de “seguridad”) 3) Un sitio de corte y empalme en 3. 4) Uno o
mas genes terapéuticos, tales como toxina de la difteria, que se corta(n) y empalma(n) dentro del ARNm diana y se
expresan posteriormente, produciendo un efecto terapéutico, tal como muerte celular, que es deseable cuando se trata
un tumor maligno. Puede haber caracteristicas adicionales afiadidas segtin se necesite para la molécula después del
gen de la toxina (marco de lectura abierta), tales como sefales de poliadenilacion o secuencias de corte y empalme en
5’ para potenciar el corte y empalme y las etapas que conducen a la traduccion y expresion. En la realizacion de la
invencién en la que el propio ARN cortado y empalmado es la molécula terapéutica, puede no haber gen terapéutico,
sino en su lugar ARN con los efectos deseados. El corte y empalme en trans puede mediarse por cualquier mecanismo
conocido (Grupo I, Grupo II, o empalmosoma).

La presente invencion tiene enorme aplicacion clinica en el tratamiento de cancer, VIH/SIDA y otras infecciones
viricas graves, trastornos autoinmunitarios, y otros estados patoldgicos en los que la alteracién o eliminacidon de un
tipo de células especifico seria beneficioso. Los ejemplos de esto incluyen hipertrofia de préstata benigna y otros
estados pre-malignos. Adicionalmente, puede usarse también para tratar trastornos genéticos heredados, tales como
enfermedad de Gaucher, en la que la expresiéon de una pequefia cantidad del producto génico que falta o mutante
produce un fenotipo normal.

En otra realizacion, la PTM es un ARN de cadena sencilla no traducible con las caracteristicas enumeradas ante-
riormente: 1) Uno o dos dominios de unién; 2) Regién espaciadora; 3) Un sitio de corte y empalme en 5°, y 4) Uno
o0 mds genes terapéuticos, y puede haber secuencias adicionales que confieren caracteristicas adicionales (tal como se
menciond en los otros ejemplos). El corte y empalme en trans en esta invencién estd mediado por el empalmosoma, al
contrario que el que usa ribozimas de intrones grupo I tal como en los documentos WO 92/18089 y 92/18090.
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Maximizar el corte y empalme en trans

1. Los pre-ARN-t se construyen para complementar y unirse en 5’ y 3’ respecto el BPA, y pueden incluir o no
la adenosina del punto de ramificacién (bloquearlo). Esto permite la localizacién de dominios de unién anti-sentido
Optimos.

2. Las PTM se preparan con y sin la adenosina del punto de ramificacién en el pre-ARN-t para determinar si la
inclusion del BPA conduce a corte y empalme no selectivo (dentro de ARNm no seleccionados como diana).

3. Las PTM se preparan con y sin codones de parada u otros elementos en la regién entre el dominio de unién y el
sitio de corte y empalme, para determinar si tales elementos impiden totalmente la expresion de pre-ARN-t que no ha
experimentado corte y empalme.

4. Las PTM se preparan con y sin sefial de poliadenilacién fuerte o potenciador en sentido 3’ o secuencias de corte
y empalme en 5’ en sentido 3’ del gen de la toxina, para determinar si estos elementos promueven el corte y empalme
en trans.

5. Las PTM se preparan con y sin un segundo dominio de unién anti-sentido en sentido 3’ del gen de la toxina
para determinar si tal elemento promueve la unién al exén diana en 3’ y promueve la extension para bloquear el sitio
de corte y empalme en 3’ en cis auténtico (sitios de unién U5 y/o U1). Las PTM también pueden prepararse para que
requieran un segundo corte y empalme en trans para la expresion del producto cortado y empalmado en trans.

6. Se incorporan en los constructos elementos adicionales tales como una estructura en horquilla en 3’, ARN
circularizado, modificacidon de bases de nucledtidos, o andlogos sintéticos para promover o facilitar la localizacién
nuclear y la incorporacién empalmosémica, y la estabilidad intracelular.

7. El constructo terapéutico final puede tener que administrarse desde la membrana celular externa y transitar dentro
del nicleo para incorporarse dentro del empalmosoma del pre-ARNm seleccionado como diana, o puede producirse
por la propia célula a partir de una molécula precursora (vector de ADN, virus de ARN, etc.).

Sistemas de administracion

La presente invencion puede usar cualquier sistema de administracién conocido desarrollado para otro tratamiento
génico o métodos anti-sentido. El pre-ARN terapéutico debe prepararse, empaquetarse y someterse a prueba para la
incorporacién celular. La sintesis quimica del pre-ARN-t de longitud completa no es practica actualmente, ya que
la sintesis quimica se limita a aproximadamente 100 nucleétidos, pero podria ser posible. El pre-ARN-t de longitud
completa se transcribe a partir de moldes amplificados por PCR (usando enzimas de fidelidad alta) o ADN clonado
con un promotor apropiado incorporado. Existen también métodos de amplificacién de ARN tales como amplificacién
Q-8 que pueden utilizarse. El ARN-t cortado y empalmado se purifica y se somete a prueba mediante secuenciacion o
mediante la capacidad de cortar y empalmar en trans la diana y producir la toxina o el marcador en un sistema in vitro.

Los liposomas, electroporacion, y citofecciones son métodos para introducir directamente ARN dentro de células.
Se usan ampliamente en protocolos de administracién de ARN anti-sentido. Otro posible medio de administracién es
ADN desnudo o empaquetado. Pueden usarse también sistemas de administracion viricos; aunque son mds caros para
cultivar y manipular, y pueden no aceptarse facilmente por el piblico. Los vectores viricos con expresion transitoria,
tales como adenovirus y virus adeno-asociados, que no se integran dentro del genoma, pueden ser menos problemati-
cos. Pueden administrarse también polimeros de dcidos nucleicos uniéndolos a cdpsulas vacias de virus incompetentes
para la replicacién. Cook, D.R. et al. Cancer Biother. 9(2), 131-141 (1994).

Ejemplo 1
Seleccion del gen terapéutico

Un gen terapéutico es cualquier gen que proporcione alguna funciéon novedosa que incluye utilidad clinica, por
ejemplo, restaurar una funcién que falta, actuar como un marcador, o destruir células no deseadas. Los genes para
restaurar funciones que faltan pueden ser genes que codifican para productos génicos que faltan o se alteran en en-
fermedades genéticas conocidas. Los genes marcadores pueden ser genes que provocan la expresion de proteinas o
péptidos heterdlogos especificos que pueden usarse para identificar u obtener imdgenes de células. Los genes para des-
truir células pueden ser toxinas sencillas u otros genes que proporcionan alguna funcién que potencia la susceptibilidad
de las células a tratamientos posteriores, tales como radiacién o quimioterapia.

La toxina de la difteria es un buen ejemplo de una toxina sencilla. La DT nativa estd compuesta por una subunidad A
y una subunidad B. La subunidad A de la toxina de la difteria contiene la actividad enzimadtica de la toxina y funcionara
si se expresa o administra dentro de células humanas. La subunidad B se requiere para el movimiento transmembrana
dentro de células humanas. La subunidad A no puede entrar en células intactas por si misma. Sola, la subunidad A
tiene toxicidad muy baja porque no puede cruzar la bicapa lipidica de una membrana celular sin la subunidad B.
Donovan, J. M. Simon y M. Montal, J. Biol. Chem 260, 8817-8823 (1985). La subunidad A puede existir en varias
conformaciones. El gen para la subunidad A de la toxina de la difteria tiene justo por debajo de 600 nt de longitud.
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Greenfield, L., M. Bjorn, G. Horn, D. Fong, G. Buck, R. Collier y D. Kaplan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 6853-6857
(1983). Véase la figura 3. El péptido DT-A puede ser activo con secuencias peptidicas heter6logas unidas. Leckett,
B. y R. J. Germinario, Cytotechnology 10(2), 125-136 (1992). Como una medida de seguridad adicional, puede ser
posible la inmunizacién contra DT-A liberada en el entorno extracelular. Barbieri, J.T., D. Armellini, J. Molkentin, y
R. Rappuoli, Infect. Immun. 60(12) 5071-5077 (1992). Existen otras varias toxinas conocidas que pueden usarse en la
presente invencion.

Ejemplo 2
Construccion de pre-moléculas terapéuticas

Se usa un sistema de modelo in vitro para determinar los pardmetros de la pre-molécula terapéutica y ARNm diana
para el corte y empalme en trans mas eficiente.

1. Demostracién del corte y empalme en trans: se anaden moléculas de pre-ARN-t experimentales (PTM) (véase
la figura 4 y la leyenda) que contienen dominios de unién anti-sentido complementarios a un pre-ARN (que abarca
la adenosina del punto de ramificacién (BPA) de la diana; bloqueando de ese modo el corte y empalme del exén
en sentido 3’ en cis), diversas regiones espaciadoras que contienen un BPA expuesto, un sitio de corte y empalme
en 3’ y un gen marcador (subunidad A de la toxina de la difteria (DTA)) a un sistema in vitro que contiene todos
los componentes de corte y empalme nucleares y un pre-ARNm seleccionado como diana (HCG beta). Véase la
figura 5. El corte y empalme en trans se demuestra mediante amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa
de transcripcién inversa (RT-PCR) usando un cebador complementario al exén 1 en 5° de HCG beta y un segundo
cebador (inverso) complementario al gen marcador (DTA). Se secuenciaron los productos de PCR para demostrar el
producto de corte y empalme en trans correcto del exén en 5° en sentido 5’ y el gen marcador.

La figura 6A muestra que PTM + espaciador (PTM 2) produjo sustancialmente mds producto de ACG/DTA corta-
do y empalmado en trans en 60 min que PTM 1 (PTM +) o PTM 4 (TB + espaciador) y cinco veces mas de HCG/DTA
cortado y empalmado en trans que PTM1 o PTM4 después de una reaccién de 90 min en una reaccién de corte y
empalme de extracto nuclear HeLa. PTM1 y PTM4 produjeron cantidades aproximadamente equivalentes de producto
cortado y empalmado en trans después de 90 minutos de incubacion. Este experimento demuestra que una region de
unién de 18 nt puede potenciar significativamente la especificidad del corte y empalme en trans, cuando se usa junto
con una region espaciadora entre el dominio de unién y el sitio de ramificacidn. La carencia de corte y empalme en
trans potenciado de PTM 1 por encima de PTM 3 (datos no mostrados) o PTM4 se debe a la proximidad del dominio
de unién al punto de ramificaciéon en PTM 1, en la que la unién al gen diana bloquea el acceso de factores de corte y
empalme al punto de ramificaciéon adyacente, ya que s6lo hay 6 nt separando los sitios. La pequefia cantidad de corte
y empalme en trans no seleccionado como diana observado entre pre-ARNm de HCG beta y PTM3 o PTM4 no era
inesperada, ya que los constructos de PTM 1-4 se produjeron usando el sitio de ramificacién consenso de levaduras
(UACUAAC), que tiene mayor actividad que el consenso de mamiferos relativamente mas débil, YNYURAC (en el
que A es el sitio de formacién de la ramificacién, Y = pirimidina, N = cualquier nucleétido, y R = purina). Adicio-
nalmente, los constructos de PTM 1-4 contienen una extensién de pirimidina muy fuerte. Juntos, esta combinacién
de sitio de ramificacidn-extension de pirimidina da como resultado PTM con una alta tendencia a unirse a factores
de corte y empalme, tales como U2 AF y U2 RNPnp, y a cortarse y empalmarse de manera muy eficaz. Ademads,
las concentraciones de pre-moléculas terapéuticas y pre-ARNm de HCG beta diana son supra-fisiolgicas en este
experimento, lo que potencia la probabilidad de corte y empalme en trans no seleccionado como diana (unido).

PTM 5 y PTM 6 se han disefiado para eliminar la extensién de pirimidina y el sitio de corte y empalme en 3’ para
mostrar que la unién de un PTM con el exén 1 de HCG beta se debe a corte y empalme en trans. Se produjo PTM 7
para eliminar sélo el sitio de corte y empalme de AG en 3’. Patterson B y Guthrie C., Cell 64: 181-7 (1991). Estdn
sometiéndose a prueba PTM 5-7 en experimentos de cultivo de tejidos transfectados, ya que la especificidad dentro de
células intactas es mds relevante para la aplicacién terapéutica.

El intrén modelo experimental se clona en una seccion de la unidad de corte y empalme Lider 1 y Lider 2 del
promotor tardio principal del adenovirus 2, que contiene un sitio de corte y empalme en 5’, un punto de ramificacion,
una extension de pirimidina, y un sitio de corte y empalme en 3’. Esta secuencia se clona en un vector de expresion, tal
como pcDNA3,1 (Invitrogen Corp.), con un promotor de ARN T7 en sentido 5°, de forma que el ARN de la unidad de
corte y empalme pueda transcribirse usando la ARN polimerasa T7 (Stratagene). La secuencia de nucleétidos (ADN)
de tal inserto es:
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pcDNAII-T7 promotor 5’-

GGGCGAATTCGAGCTCACTCTCTTCCGCATCGCTGTCTGCGA

GGTACCTGTTGGG/GTGAGTAGGATCCCTCTAAAAGCGGGCA
T

*
TGACTTCTAGAGTAGTCCAGGGTTTCCGAGGGTTTCCGTCGA

CGATGTCATACTTATCCTGGGCCCTTTTTTTTCCACAG/CTC
T # 1

BPA *%
GCGCTGCAGGACAAACTCTTCGCGGTCTTTGCATGCAAGCTT

Secuencia marcadora 3’
Clave:

* = sitio de corte y empalme en 5°; CATACT.. = regién diana para la unién; BPA = adenosina del punto de
ramificacion: # = extension de Py; ** = sitio de corte y empalme en 3°.

El extremo 3’ del intrén modelo contiene una secuencia marcadora, tal como el promotor Sp6 o marcadores de
seleccidn peptidicos expresables, de forma que un producto cortado y empalmado correctamente es detectable por
separacion electroforética como una secuencia de ARNm mads corta que un transcrito T7 que no ha sufrido corte y
empalme. El producto cortado y empalmado es detectable también por amplificaciéon por PCR usando cebadores de
las secuencias T7 y Sp6 (o un cebador apropiado para el marcador usado).

Se varfan y prueban varias regiones de las moléculas de pre-ARN terapéuticas para la capacidad de cortarse y
empalmarse en trans especificamente y determinar la frecuencia del corte y empalme en trans.

a) Dominio de unién - seleccidén como diana de la extensién de pirimidina y el punto de ramificacién:

CATACTTATCCTGGGCCCTTTT = Secuencia DIANA del promotor tardio principal del adenovirus 2 en orien-
taciéon 5" a 3’.

3’ - TTTTCCCGGGTCCTATTCATAC - 5’ Secuencia DIANA en orientacion inversa
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Molécula de pre-ARN-t modelo

AAAAGGGCCCAGGATAAGTATGCACGGCGACTATTGATTCT
44+ttt bbbt

GAGAACTGTGTTATACTAACGGAACTTCCCTTTTTTTTCCACAG/
4+ T # *%
BPA
GCC CAGAACTCGCCCCGGAAGACCCCGAGGATGTCGAG

CACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCG
T

AAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACGCTGAGCAATAACTAGC

ATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG-3 "

Clave:

AAAAGG.. = regi6n diana para la unién; ++++ = regién espaciadora; BPA = adenosina del punto de ramificacidn;
# = extension de Py; ** = sitio de corte y empalme 3’; ACCCAG... = marcador de proteina HSV; CACCAC... =
marcador de proteina histidina; ! = codén de parada.

La inclusiéon de un marcador de proteina histidina permitird la deteccion usando la cromatografia de quelacion
metdlica y el marcador de proteina HSV permitird la deteccién usando anticuerpos monoclonales. Estos reactivos
estan disponibles de Novagen, Inc.

b) Se preparan moléculas de pre-ARN terapéutico modelo adicionales que son similares a las anteriores, con
diferentes regiones de unién complementarias, desplazadas para hibridar o bien mas 5’ o bien 3’ en la molécula diana
para establecer la regién Optima para seleccionar como diana/bloquear y para potenciar la reaccién de corte y empalme
en trans. Se afladen otros elementos de secuencia que modulan el corte y empalme para potenciar o disminuir la eficacia
de corte y empalme en trans.

Ejemplo 3
Reaccion de corte y empalme in vitro

Estas secuencias de ADN se clonaron en pldsmidos de expresion y huéspedes. Las secuencias se verificaron por
secuenciacion de ADN didesoxi de Sanger. Los ARN se preparan a partir de ADN de plasmido o moldes amplificados
por PCR y se transcriben usando la polimerasa de ARN T7. O bien la diana, o bien el pre-ARN-t pueden sintetizarse
en presencia de a*?P UTP. Los pre-ARNm de longitud completa y las dianas se purifican por electroforesis en gel.
Jamison, S.F., A. Crow, y M.A. Garcia-Blanco, Mol. Cell Biol. 12, 4279-4287 (1992).

Los extractos nucleares preparados usando el procedimiento de Dignam, J.D. et al., (Nucl. Acids Res., 11, 1475-
1489, 1983) se adquirieron de Promega. Se realizaron los ensayos de corte y empalme in vitro como en el documento
de Garcia-Blanco, M.A., S.F. Jamison, P.A. Sharp, (Genes and Dev., 3, 1874-1886, 1989). Las reacciones de corte y
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empalme se incuban durante diversos tiempos. Tras la finalizacién, los productos de reaccién se separan por electro-
foresis sobre geles de poliacrilamida. Los complejos de corte y empalme se someten a electroforesis sobre geles de
arcilamida no desnaturalizantes y se visualizan por autorradiografia. Los productos de corte y empalme in vitro se
analizan sobre geles de arcilamida desnaturalizantes. Jamison et al., Mol. Cell Biol. 22, 4279-4287 (1992).

Se analizaron los productos cortados y empalmados por PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) en reacciones
separadas usando cebadores especificos o bien para el producto cortado y empalmado en cis nativo, o bien para el
producto cortado y empalmado en trans hibrido, con el cebador 5’ complementario al exén 5’ del ARNm diana, y el
cebador 3’ complementario al marcador cortado y empalmado en trans o gen terapéutico. Se usé el mismo cebador 5’
para detectar el producto cortado y empalmado en cis y trans. Hay un aumento de corte y empalme en trans conferido
por la especificidad del dominio de unién. (Véase el gel, Figura 6A).

También pueden expresarse Los productos cortados y empalmados en un sistema de traduccion libre de célula,
siendo el producto cortado y empalmado en trans detectable mediante ensayo de inmunotransferencia tipo Western y
secuenciacion de proteinas, bajo ciertas condiciones, es decir, si la tasa de corte y empalme en trans es suficientemente
alta para producir concentracién suficiente de proteina marcadora para la deteccion.

Ejemplo 4
Reaccion de corte y empalme in vitro competitiva

Este ejemplo es idéntico al ejemplo 3, excepto que contiene una mezcla de moléculas de pre-ARNm, con sélo una
cantidad limitada de pre-ARNm seleccionado como diana. Esto permite la demostracién de la reaccién de corte y em-
palme en trans en presencia de una reaccién de corte y empalme en cis presumiblemente preferida. Se usa la RT-PCR
para determinar la especificidad del corte y empalme en trans entre el pre-ARNm diana y el pre-ARN-t en presencia de
pre-ARNm competidores no seleccionados como dianas. Se realizan amplificaciones por RT-PCR adicionales usando
un cebador para la secuencia marcadora y cebadores especificos para los pre-ARNm no seleccionados como dianas
para detectar posibles acontecimientos de corte y empalme en trans aleatorios.

Ejemplo 5
Reaccion de corte y empalme en trans en células cultivadas de cdncer de pulmon humano

Se us6é un modelo de cultivo celular de un cdncer de pulmén humano para demostrar que se logra la eliminacién
terapéutica (destruccion) de células diana que expresan un gen unico (pre-ARNm) usando las moléculas de toxinas
pre-terapéuticas de la invencién. Véase la Figura 7. Se usan experimentos de células mixtas para mostrar que sélo se
eliminan las células diana. Se modificaron adecuadamente los constructos de pre-ARN-t satisfactorios identificadas
durante experimentos in vitro se modificaron para su uso en los experimentos de cultivo celular. Los experimentos
estdn actualmente en proceso para mejorar la especificidad de la destruccion celular, tal como para la adicién de una
“seguridad”.

Los estudios preliminares sugieren que la primera generaciéon de PTM pueden tener una tasa alta de corte y em-
palme en trans no seleccionado como diana (promiscuo). Esto no fue un resultado inesperado, ya que se diseiiaron los
PTM de primera generacion para maximizar la eficiencia de corte y empalme. Se estdn probando varias modificaciones
para mejorar la especificidad. Estas incluyen:

1. Adicién de una “seguridad” para cubrir alguno o todos los elementos de corte y empalme del PTM.

2. Cambiar las secuencias del punto de ramificacion y la extensién de pirimidina de modo que sean elementos de
corte y empalme menos eficientes.

3. Alterar el extremo 3’ del PTM, de forma que no contenga ninguna sefial de poliadenilacién, pero pueda experi-
mentar una segunda reaccién de corte y empalme en trans, actuando como el sitio de corte y empalme donador 5° para
el sitio de corte y empalme 3’ del exén Terminal de un HCG beta, adquiriendo de ese modo la sefial de poliadenilacién
necesitada para exportar al citoplasma y traducir la proteina quimérica terapéutica.

4. Clonar el PTM en un vector de expresién inducible, donde la cantidad de PTM transcrito puede regularse (quizas
el corte y empalme en trans es un acontecimiento comun).

Ejemplo 6
Reaccion de corte y empalme en trans en lineas celulares de carcinoma de cuello uterino humano

Se optimizan los constructos para estabilidad y capacidad de unirse a un sitio especifico y garantizar que la mo-
1écula pre-terapéutica pueda producirse en, transportarse y/o enviarse a un sitio celular donde se desee el corte y
empalme. Se hicieron estudios preliminares usando plasmidos de expresion eucariotas, que producen el constructo de
pre-ARN-t dentro del nticleo, asi que la union especifica, corte y empalme seleccionado como diana y estabilidad son
los objetivos de disefio para las moléculas pre-terapéuticas iniciales. Puede usarse un vector que contiene un promotor
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inducible por conveniencia o para regular la concentracién de PTM en la célula. Se consigue la induccién del ARN
pre-terapéutico mediante la introduccién en el medio de un producto quimico no téxico sencillo. Por ejemplo, IPTG
induce la transcripcion del inserto en pOP13 CAT (Stratagene). También puede incorporarse un segundo marcador
seleccionable adicional, tal como resistencia a neomicina; con tal marcador, s6lo las células que han captado el vector
sobrevivirdn bajo condiciones de crecimiento selectivo.

Otros modelos de enfermedad posibles con dianas génicas unicas incluyen: una linea celular de carcinoma de
cuello uterino humano que expresa la proteina E6 o E7 del virus del papiloma, una linea celular de cancer de prdstata
que expresa antigeno especifico de la prostata, una linea celular de carcinoma hepéatico humano que expresa la proteina
CEA, u otras lineas que expresan un producto génico especifico de tejido (pancreas, higado, pecho, colon, melanoma)
o que producen una proteina asociada a un céncer, tal como HCG (gonadotropina coridénica humana), leucemia con
producto génico de fusion berabl t(9a34;22q11), u otros genes de fusion de translocaciones cromosémicas.

Después puede probarse un sistema modelo de virus de papiloma. El tratamiento de displasia y cancer de cuello
uterino son problemas clinicos principales. Este modelo ofrece la capacidad de demostrar la efectividad tanto contra
un cancer como una infeccién virica. Las mujeres infectadas con los serotipos 16 6 18 del virus de papiloma que
expresa los genes E6 y E7 estdn en riesgo alto de desarrollar cdnceres de cuello uterino.

El trabajo inicial se hace sobre una linea celular que se transfecta con un pldsmido de expresion seleccionable (tal
como por la capacidad de crecer en presencia de un antibiético normalmente toxico, tal como resistencia a higromicina
conferida por el plasmido pREP4 (disponible a partir de Stratagene) dentro del que se clona una regién contigua de
un virus de papiloma tipo 18 que contiene E6 y E7 y una regién de corte y empalme que contiene un sitio de corte y
empalme en 5°, un BP, una extension de pirimidina y un sitio de corte y empalme en 3’ respecto a la diana (pladsmido

1).

Demostracion del corte y empalme en trans: La linea celular anterior se transfecta con un segundo pldsmido de
expresion (plasmido 2), con un marcador seleccionable diferente, tal como resistencia a G418 (neomicina) proporcio-
nada por pcDNA I Neo (Stratagene), y un casete de expresion que codifica para un pre-ARN terapéutico formado por el
plasmido 1 de expresion. Como antes, la molécula de pre-ARN-t presenta un dominio de unién anti-sentido que puede
bloquear 1a BPA del pre-ARNm diana, una region espaciadora, un punto de ramificacion, una extension de pirimidina,
un sitio de corte y empalme en 3’ y un gen marcador o de toxina y secuencias que modulan el corte y empalme. En el
caso de que el gen cortado y empalmado en trans sea un gen de toxina, no se esperaria que estas células sobreviviesen
durante mucho tiempo. El corte y empalme en trans se demuestra por la expresion de una proteina marcadora (en el
caso de un gen marcador) o una toxina. La toxina puede detectarse con un anticuerpo, o puede detectarse la presencia
del ARNm hibrido por RT-PCR.

Se ensayaron las células transfectadas con ensayos de inhibicién del crecimiento segiin el método de El-Deiry, et
al (Cell 75, 817-825, 1993). Se transfectaron las células con un plasmido de expresion. Se seleccionaron las colonias
basdndose en el crecimiento en presencia de G418. Las células se expandieron, se dividieron en tres grupos, y se
transfectaron con pldsmidos que contenian: a) un pre-ARN-t de unién a la diana con un gen de toxina auténtico
(PTM 2), b) un pre-ARN-t con un gen de toxina orientado anti-sentido o mutado (PTMS), ¢) sin inserto (control de
vector pc3.1) o d) una PTM que no se une a la diana (no homdloga), PTM4. Se mide la inhibicién del crecimiento
como una reduccién en el nimero de colonias resistentes a antibidtico generadas. Los vectores basados en CMV
(citomegalovirus) permiten niveles altos de expresion constitutiva del gen transfectado en células diana. Los resultados
se muestran en la Figura 7. Puede realizarse un experimento inverso comenzando con células transfectadas con el
plasmido 2 primero y pldsmidos diana intactos o mutados (plasmido 1).

Breve descripcion de un experimento de transfeccion doble: Se colocan las células en placas petri y se transfectan
con una cantidad fija de pldsmido 1 (diana con resistencia a higromicina), normalmente 2 ug de ADN, y con pldsmido
2 (que contiene pre-ARN-t y resistencia a G418) a diversas concentraciones. Seleccion por resistencia de colonias por
incubacién en G418 y/o higromicina durante 2-3 semanas. Las colonias se tefiirdn con azul de metileno y se contaran.
Resultados del ensayo - Teoricos

1. Control (sin transfeccion) - Sin colonias

2. Control (2 ug de plasmido 1) - 200-500 colonias

3. Control (2 ug de plasmido 2 sin gen de toxina [eliminado o mutado], y 2 ug de plasmido 1) - 200500 colonias

4.2 ug de plasmido 1y 2 ug de plasmido 2 - 20-50 colonias

5.2 pg de plasmido 1y 20 ug de pladsmido 2 - 2-5 colonias.

Conclusién: El plasmido 2, que contiene el gen de la toxina funcional en la molécula de pre-ARN-t, inhibe el
crecimiento de estas células.
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Breve descripcién de un experimento de transfeccion alternativo: Las células se colocan en placas petri y se trans-
fectan con una cantidad fija de pldsmido 2 (que contiene pre-ARN-t y resistencia a G418) a diversas concentraciones.
Seleccidn por resistencia de colonias por incubacién en G418 y/o higromicina durante 2-3 semanas. Las colonias se
tefiirdn con azul de metileno y se contardn.

Resultados del ensayo - Teoricos
1. Control (sin transfeccién) - Sin colonias
2. Control (4 ug de plasmido 1) - 200-500 colonias
3. Control (4 ug de plasmido 2 sin gen de toxina [eliminado o mutado], y 4 ug de plasmido 1) - 200-500 colonias
4.4 ug de plasmido 1 y 4 pug de plasmido 2 - 20-50 colonias
5.4 ug de plasmido 1 y 20 ug de pladsmido 2 - 2-5 colonias.

Conclusién: El plasmido 2, que contiene el gen de la toxina funcional en la molécula de pre-ARN-t, inhibe el
crecimiento de estas células.

Se realizan controles experimentales para demostrar que la inhibicién del crecimiento celular es debida a la ex-
presion de la toxina y no debida a la produccién de una citoquina, tal como interferén, que se esperaria que ocurriese
cuando estd presente dentro de las células ARN de doble cadena. En estos experimentos, se cambia el dominio de unién
de forma que no se una mds, o se muta el gen de toxina de forma que no es expresable por insercién de una mutacién
puntual sin sentido de desplazamiento de marco, o insercién del gen de toxina en una orientacién anti-sentido, pero
el resto del constructo estard inalterada. Las células transfectadas con el plasmido 1 y el pldsmido 2 sin dominio de
unién o un gen de toxina no expresable deben crecer asi como las células que no contienen constructo de pre-ARN-t.

Se hacen experimentos con células mixtas. Estos incluyen estudios en los que las células que carecen de pldsmido
1 se transfectan con el pldsmido 2 junto con células que contienen el pldsmido 1. La poblacidn final debe ser capaz de
crecer bien en presencia de G418 (la resistencia conferida por el pldsmido 2), pero no deben crecer en presencia del
agente 1 selectivo (las células que contienen ambos pldsmidos deben eliminarse por la toxina cortada y empalmada
en trans). Pueden hacerse cultivos mixtos adicionales para demostrar que la expresion de toxina dentro de células
adyacentes no afecta a la supervivencia de células no seleccionadas como diana.

Ejemplo 7

Experimentos en animales
1* Fase
Ratones

Se administraron a ratones células transformadas con pldsmidos de pre-ARN-t inducibles. Estas células se des-
arrollardn en el modelo de cultivo celular descrito anteriormente, y se obtienen por lo tanto animales enfermos con un
promotor inducible en frente del constructo que se puede cortar y empalmar en trans. Después se induce el vector y
se destruyen las células de la enfermedad mediante la expresion de la toxina y el animal debe mantenerse sano. Este
dltimo punto es importante para mostrar que la induccién del gen de toxina no tiene un efecto adverso generalizado.
También se examinan algunas de las células de la enfermedad poco después de la induccién para buscar con anticuer-
pos pruebas de la expresion del gen de toxina y también para realizar PCR de transcripcion inversa para demostrar que
ocurre corte y empalme en trans. Se realiza un seguimiento de los animales para supervivencia a largo plazo y posible
toxicidad. Pueden usarse ratones atimicos para cultivar células humanas.

Como alternativa las PTM pueden administrarse por electroporacién o liposomas.
2% Fase
Demostracion del concepto terapéutico

En esta fase se usan animales con células de enfermedad no transformadas (preferiblemente células humanas en
ratones atimicos). Pueden usarse células pancredticas humanas o de cancer de pulmoén que expresar HCG beta con las
PTM desarrolladas para los experimentos previamente enumerados. Pueden usarse células de cancer de cuello uterino
humano que contienen la region diana del virus de papiloma tipo 18 usada en el modelo celular anterior. Se inyecta
o introduce por electroporacion la forma administrable de la construcciéon de ARN pre-terapéutico a ratones atimicos
con tumores de cdncer pancredtico humano o cancer de cuello uterino. Los animales de control reciben pre-ARN-t
con genes de toxina incompetentes para la expresion o pre-ARN-t falso (que no se une a la diana). Se examinaron los
animales como anteriormente para supervivencia a largo plazo y toxicidad.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de 4cido nucleico adecuada para usar en el corte y empalme en trans de un pre-ARNm diana
expresado dentro de una célula diana y que puede reconocerse por componentes de corte y empalme nucleares dentro
de la célula diana, comprendiendo el 4cido nucleico:

a) uno o més dominios de unién a la diana que dirigen la unién de la molécula de 4cido nucleico con el pre-ARNm
diana;

b) una regién de corte y empalme 3’ que comprende un punto de ramificacién, una extension de pirimidina y un
sitio de corte y empalme 3’;

¢) una region espaciadora que separa la region de corte y empalme 3’ del dominio de unién a la diana; y

d) una secuencia de nucleétidos para cortar y empalmar en trans con el pre-ARNm diana.

2. Una molécula de dcido nucleico adecuada para usar en el corte y empalme en trans de un pre-ARNm diana
expresado dentro de una célula diana y que puede reconocerse por componentes de corte y empalme nucleares dentro

de la célula diana, comprendiendo el dcido nucleico:

a) uno o mas dominios de unién a la diana que dirigen la unién de la molécula de acido nucleico con el pre-ARNm
diana;

b) un sitio de corte y empalme 5°;
¢) una region espaciadora que separa la region de corte y empalme 5° del dominio de unién a la diana; y
d) una secuencia de nucleétidos para cortar y empalmar en trans con el pre-ARNm diana.

3. Una molécula de 4cido nucleico segtn la reivindicacién 1, que comprende ademds un sitio de corte y empalme
5’ y una region espaciadora que separa el sitio de corte y empalme 5’ del dominio de unién a la diana.

4. Una molécula de 4cido nucleico segin la reivindicacion 1 6 3, que comprende ademds una secuencia de seguridad
que comprende una o mds secuencias complementarias que se unen a uno o ambos lados del sitio de corte y empalme
3’

5. Una molécula de 4cido nucleico segtin la reivindicacién 2 6 3, que comprende ademds una secuencia de seguridad
que comprende una o mas secuencias complementarias que se unen a uno o ambos lados del sitio de corte y empalme
5.

6. Una molécula de 4cido nucleico segtn cualquier reivindicacién precedente, que codifica una proteina que pre-
senta un efecto terapéutico.

7. Una molécula de 4cido nucleico segtn la reivindicacién 6, en la que el efecto terapéutico es la muerte selectiva
de células diana después del corte y empalme en trans.

8. Una molécula de dcido nucleico segun la reivindicacién 7, en la que la proteina codificada es una toxina para
matar las células diana.

9. Una molécula de 4cido nucleico segtn la reivindicacién 7, en la que la toxina en la subunidad A de la toxina de
la difteria.

10. Una molécula de dcido nucleico segun la reivindicacién 6, 7, u 8 6 9, en la que la regidn espaciadora contiene
una secuencia de nucleétidos que contiene un codén de parada traduccional.

11. Una molécula de 4cido nucleico segin cualquier reivindicacién precedente en forma de ADN.

12. Una molécula de 4cido nucleico segtin cualquier reivindicacion precedente en la que el pre-ARNm diana es de
ser humano.

13. Un vector de ADN o vector virico que expresa una molécula de dcido nucleico definida en la reivindicacion 1,
3, 4, o una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12 cuando acompafian a la reivindicacién 1, 3 6 4.

14. Un vector de ADN o vector virico que expresa una molécula de dcido nucleico definida en la reivindicacion 2
6 5 o una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12 cuando acompafian a la reivindicacién 2 6 5.
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15. Una molécula de dcido nucleico segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para usar en el reconoci-
miento por componentes de corte y empalme nucleares celulares para producir un ARN quimérico terapéuticamente
util.

16. Una molécula de 4cido nucleico segtn la reivindicacién 15, en la que el ARN quimérico terapéuticamente ttil
codifica una proteina que presenta un efecto terapéutico.

17. Una molécula de 4cido nucleico segtn la reivindicacién 15, en la que el ARN quimérico terapéuticamente til
mata selectivamente las células diana.

18. Una molécula de dcido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para usar en el reconoci-
miento por componentes de corte y empalme nucleares celulares para producir un ARN quimérico que sirva como un
marcador.

19. Una molécula de 4cido nucleico segtin la reivindicacién 15, en la que el ARN quimérico terapéuticamente titil
proporciona una molécula terapéutica activa que se expresa en las células diana.

20. Un vector segtin la reivindicacion 13 6 14, para usar en la expresion de una molécula de dcido nucleico que
es reconocida por componentes de corte y empalme nucleares celulares para producir un ARN quimérico terapéutica-
mente Gtil.

21. Un vector segun la reivindicacion 20, en el que el ARN quimérico terapéuticamente Uutil codifica una proteina
que tiene un efecto terapéutico.

22. Un vector segun la reivindicacién 20, en el que el ARN quimérico terapéuticamente ttil mata selectivamente
células diana.

23. Un vector segtin la reivindicacién 13 o 14, para usar en la expresion de una molécula de dcido nucleico que es
reconocida por componentes de corte y empalme nucleares celulares para producir un ARN quimérico que sirva como
un marcador.

24. Un vector segun la reivindicacién 20, en el que el ARN quimérico terapéuticamente util proporciona una
molécula terapéutica activa que se expresa en las células diana.
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coggegttge gtatecagty getacactca ggtigtaatg attgggatga tgtacctgat
ctgagagega ttaaaaactc attgaggagt aggteccgat tagtttttge tagtgaagct
tagctagett tceccatgta accaatctat caaaasaggg cattgatttc agageaccct
tataattagg atagctitac ctaattattt tatgagtect ogtaaggoga tacgttgtga
gcagaasact gtttgegtca atcttaatag gogegetact goggatagag gecccacctt
cageecatge aggogetgat gatgttgttg attcttctaa atcttttgtg atggaaaact
tttcttcgta ccacgggact asacctggtt atgtagattc cattcasaaa ggtatacasa
agecaazatc tggtacacaa ggaaattatg acgatgattg gasagogttt tatagtaceg
acaataaata cgacgetgeg ggatactctg tagataatga aaaccegetc tetggaaaag
ctogaggegt ggtcasagtg acgtatceag gactgacgaa ggtictegea ctaasagiog
ataatgcega aactattaag aaagagttag gtttaagtct cactgaaccg ttgatggage
aagtogaec ggaagagttt atcasaagut teggtgatgg tgcttogegt gtagtgctea
gecttecctt cgetgaggog agttctageg ttgaatatat taataactog geacaggese
aagegttaag cgtagaactt gagattaatt ttgasacceg tggaaaacgt ggccaagatg
cgatgtatga gtatatgoet caagectgtg caggasateg tgicagega teagtaggta
octcattgtc atgcataaat cttgattgog atgtcataag ggatassact aagacasaga
tagagtcttt gasagagcat ggccctatca aasataaaat gagegasagt cccaataaaa
cagtatctga ggaaasaget aaacaatacc tagaagaatt tcatcasacg geattagage
atcctgaatt gtcagaactt aasaccgtta ctgagaccaa tcctgtattc getgogacta
actatgegoe gtogocagta aacgttgoge aegttatcga tagegasaca gotgataatt
tageaaagac aactgetget ctttegatac ttectogtat cggtagegta atggoeattg
cagacggtge cgttcaccac aatacagaag agatagtoge acaatcdata getttatogt
ctttaatggt tgctcaagct attccattoy taggagaget agttgatatt ggtttcgetg
catataattt tgtagagagt attatcaatt tatttcaagt agttcataat tcgtataatc
gtcccgegta ttctcogagy cataasacge asaccatttct teatgacgog tatgetgtca
gttggaacac tgttgaagat tcgataatcc geactggttt tcaagaggeg agtgggeacg
acataaasat tactgctgaa aatacccoge ttecaatcge gggtgtecta ctaccgacta
ttcctggaaa gotggacgtt aataagtcca agactcatat ttecgtasat ggtoggaasa
taagatgeg ttocagagct atagacggtg atgtaacttt ttgtogecct aaatctectg
tttatgttgy taatggtgty catgogaatc tteacgtgac atttcacaga ageagcteng
agasaattca ttctaatgaa atttcgtegy attccatagy cgttcttggg taccagsasa
cagtagatca caccaagytt aattctaage tatcgetatt ttttgasatc aasagetgea
aggtagtogg gtogtgtgee o9

FIG. 3B
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FIG. 4, p. 1

Secuencias parciales de pre-moléculas terapéuticas
experimentales (PTM) que muestran la REGION DE UNION A LA
DIANA (complementaria al intrén 1 de [ HCG, nuclebtidos 903-
886), la regidn espaciadora (en cursiva), el punto de
ramificacién (Adenosina del punto de ramificacidén en letra
grande), la extensidn de pirimidina (Py), y el sitio de corte
y empalme en 3’ (AG/). La secuencia (/GGCGCT...) representa
la secuencia codificante completa de 1la subunidad A de 1la
toxina de la difteria. Se muestran también secuencias de los
constructos mutantes en los que se elimindé la extensidén de
pirimidina, el sitio de corte y empalme en 3’ AG, y codones de
parada insertados.

(1) PTM+: Tiene un dominio de unién complementario al

punto de ramificacién del intrdén 1 de 3 HCG

| EcoRI | Xba! |Dominiodeunién | Pto. Ramificacion
5' GAATTCTCTAGATGCTICACCCGEGCCTGACTOGAGTACTAACTGGTACCTC

exdension de pimidina sitio de corte y empaime en 3/subunidad Ade tovana de la difteria

(2) PTM + espaciador: Tiene un espaciador de 30 nt
entre el dominio de unién complementario y el punto de

ramificacién

EoR | Xbal | Dominiodeunion |  Region espaciadora
5' GAATTCTCTAGATGCTTCACCCGEECCTGACTCGAGAACATTATTATAACGTIGC

Pto. de ramificacion extension de pirimidina

TOGAGTACTAACTGGTACCTCTTCTTTTITITOCTGCAGIGGOGCT . . . .

(3) PTM-: Tiene complementariedad débil con el punto de

ramificacién del intrén 1 de P HCG
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(4) PTM “sin cohesién”, TB con espaciador: Sin

complementariedad con el intrdén 1 de B HCG

5' GAATTCTCTAGACAACGTTAATAATAATGI TCTOGAGAACATTATTATAACG
TTGCTCGAGTACTAACTGGTACCTCTICTTTITITIOCTGCAG/GGOGCT . . ..
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FIG 4, p. 2

(5) PTM + extensidén de Py (-) AG (-) mutante: Idéntica a
(2), excepto que el aceptor de corte y empalme de cualquier
extensién de pirimidina se muta para eliminar la funcionalidad

del sitio de corte y empalme en 3’

5 GAATTCTCTAGATCCTCACCCGEECCTGACTCGAGAACATTATTATAACGTIGC

extension de pinmidina mutada, sin AG

(6) PTM + extensidén de Py (-) AG (-) mutante con codones
de parada: Lo mismo que (5), excepto que la extensién de
pirimidina mutada (CCGTGATAATAGCGGTTAAC) contiene 3 codones de
parada en fase (TGA, TAA, TAG)

5 GAATTCTCTAGATGCTTCACCUEEECCTGACTOGAGAACATTATTATAACGTTGC

TOGAGIACTAACTGGTACCOGTGATAATAGOGGTTAAOGGGOGCT . . . . .
extension de piimidina mutada, sin AG
(7) PTM + AG (-) mutante: Lo mismo que (2) excepto que el

aceptor AG de corte y empalme en 3’ se elimina (1)

5 GAATTCTCTAGATCCTTCACLLGEECCTGACTOGAGAACATTATTATAACGTIGC
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FIG. 4, p.3

Construccién de PTM 1-8:

El pre-ARNm diana del modelo experimental, el gen 6 de [ HCG
(Fig. C) se restringié con Sac I y se clond en DpBS-
(Stratagene). Esto produjo un inserto de 805 pb del nucleédtido
460 al 1265 que incluye la regidén no traducida 5’, el coddn de
inicio, el exén 1, el intrén 1, el exdn 2 y la mayoria del
intrén 2. Los transcriptos de ARN se producen usando un kit de
transcripcidén de polimerasa T7 (Stratagene) a partir de estos
clones de pBS-.

Para experimentos de corte y empalme en trans libre de
células, las pre-moléculas terapéuticas se construyeron
también en pBS-. Se amplificdé por PCR la subunidad A de la
toxina de la difteria (DTA) usando cebadores DT1
(GGCGCTGCAGGGCGCTGATGATGTTGTTG), que tiene un sitio Pst I en
el extremo 5’ y DT2 (GGCGAAGCTTGGATCCGACACGATTTCCTGCACAGG) que
aflade un sitio Bam I e Hind III al extremo 3’ del producto de
PCR. La DTA amplificada por PCR se digiridé con Hind III y Pst
I y se clondé dentro de pBS-. El1 clon pBS-DTA resultante se
cortd con Eco RI y Pst I y se 1ligaron 1los siguientes

oligonucledétidos, creando PTM + (PTM1).

IN2-4: GGAAAAAAAAGAAGAGGTACCAGTTAGTACTCGAGTCAGGC
CCGGGTGAAGCATCTAGAG

IN3-1:  AATTCTCTAGATGCTTCACCCGGGCCTGACTCGAGTACTAAC
TGGTACCTCTTCTTTTTTITCCTGCA

Estos oligos contienen sitios de restriccidén para Eco RI, Xba
I, Xho I, Kpn I y PstI. IN2-4 es complementario a IN3-1. El
saliente 5’ de IN3-1 se usa para ligar dentro del sitio Eco RI
del clon pBS-DTA. El1 saliente 3’ de IN3-1 se usa para ligar
dentro del sitio Pst I del clon pBS-DTA, formando PTM1.

PTM- (PTM3) se crea por digestién de restriccidédn de PTM1 con

Eco RI y Xho I, eliminacidén electroforética en gel del

fragmento del dominio de unidén pequefio, y ligacidén en 1los
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siguientes dos oligos:

IN-5: AATTCTCTAGATCAGGCCCGGGTGAAGCACTCGAG
IN6: TGCTTCACCCGGGCCTGATCTAGAG
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FIG. 4, p.4

PTM + espaciador (PTM 2) se produjoc cortando PTM 1 con Xho I vy
ligando en los siguientes oligos. Los clones que tienen el
espaciador B en la direccién con sentido del promotor T7 de

pBS- se eligieron como PTM 2.

Espaciador ATCGAGCAACGTTATAATAATGTTC
Espaciador B: TCGAGAACATTATTATAACGTTGC

PTM “sin cohesién” - con espaciador (PTM4) se crea por
digestién de restriccidén de PTM 3 con Xba I y Xho I, y ligando
los siguientes oligos. Los clones que tienen el espaciador B
en la direccién con sentido del promotor T7 de PpBS- se

eligieron como PTM 4.

IN-7: CTAGACAACGTTATAATAATGTTC
IN-8. TCGAGAACATTATTATAACGTTGT
Espaciador A: TCGAGCAACGTTATAATAATGTTC
Espaciador B: TCGAGAACATTATTATAACGTTGC

CRM con espaciador (PTM 8) se cred por amplificacién por PCR
de un mutante de la subunidad A de la toxina de la difteria,
CRM197 DTA (que era una mutacién en el aminoécido 52, Gly a
Glu, que elimina la actividad de la toxina, Uchida et al.,
1973, JBC 248, 3838-3844) usando cebadores DT-1 y DT-2. El
producto se digirié con Hind III y Pst I y se clond en PTM 2
digerido con Hind III y Pst I, después de la electroforesis en
gel de azarosa para eliminar el gen de la toxina de tipo

natural de PTM 2.

PTM + extensidén de Py (-) AG (-) (PTM 5) mutante se cred por

digestidén del clon PTM 2 con Pst I y nucleasa Mung Bean y
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después ligando en los oligos delta AG-1 y delta AG-2. Delta

AG-1 tiene un sitio de restriccidén Hpa I dnico.

Delta AG-1: CCGAACTGGACGCGGTTAAC
Delta AG-2: GTTAACCGCGTCCAGTTCGGGTAC
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PTM + extensidén de Py (-) AG (-) con codones de parada {(PTMé)
se cred por digestidén de PTM 2 con Pst I y nucleasa Mung Bean
y después ligando en los oligos delta AG-3 y delta AG-4. Delta
AG-3 contiene tres codones de parada en fase “TGA, TAA, TAG” y

tiene un sitio de restriccidén Hpa I Gnico.

Delta AG-3: CCGTGATAATAGCGGTTAAC
Delta AG-4. GTTAACCGCTATTATCACGGGTAC

PTM + AG (-) (PTM 7) mutante se cred mediante amplificacién
por PCR de la subunidad A de la toxina de la difteria de PTM2
usando cebadores Delta AG-5
(ACTGGTACCTCTTCTTTTTTTTCCTGCGGCGCTG), en el que el aceptor AG
de corte y empalme en 3’ se elimind, % DT-2
(GGCGAAGCTTGGATCCGACA CGATTTCCTGCACAGG), que tiene un sitio
Hind III en el extremo 3. El producto se digiridé con Kpn I e
Hind III y se cloné en PTM 2 digerido con Xpn I e Hind III,
después de la electroforesis en gel de agarosa para eliminar

el gen de la toxina de tipo natural de PTM 2.

Para estudios que implican células en cultivos de tejidos, las
variaciones de PTM clonadas se digirieron con Eco RI e Hind
ITI, después se ligaron en pcDNA 3.1- digerido con Eco RI e
Hind III (Invitrogen), que es un vector de expresidn de
mamiferos que contiene wun marcador de seleccidn de la
transformacién (G418). Las secuencias de los diversos PTM se

verificaron por secuenciacién del ADN.

FIG. 4, p.5
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FIG. 5B

ORIGEN

1
61
121
181
4
301
361
41
481
541
601
661

781

841

901

%1
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

aagggagegd togoactcgg oetgeatece tegttagoag geatctgogt caagtgoctt
cectggeage acagtcacgy ggagaccetc tctcactggg cageagetaa gtcogaagec
gogeceetec tgttagattg gactgtogty caggasagge tcaagtagag gagagttgag
gcttcagtcc ageactttcc tcgggtcacg gectectect ggtteccaag accccaccat
aggeagagyc aggecttect acacectact ctetgtgect ccagectega ctagteecta
acactcgacg actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt cteegectea tecttgogege
tagaccactg aggogagagg actggggtge teogetgage cactectgty coteectgge
cttgtctact tctogccece gasagagttag tgtegagetc actccageat cctacaacct
cctogtggee ttgeegecee cacaacceeg aggtatgaag ccaggtacac caggeagogg
acgeaccaag Gatggagatg ttccaggtaa gactgcagog cecctgggea cottecacct
ccttccagge aatcactgoe atgagaagog geagaccagt gtgagetgtg gaaggacgee
tetitctgga ggagtgtgac coocagtaag cttcacgtgg gocagttect gegggtoomg
atctgaaatg ttggogtatc tcaggtccct cgogetgtoy ggtgogetct gasagoeagg
tgtccgogty gtgagtectg aataggagat gocgggeagg gtetetgagt cttigtongt
ggtgtaccet googgatggy aaggecgggg ctcagagetg tggtctcagg cocgogtgaa
geagtgteet tgteccaggg getgetgetg ttgotgetge tgageatgag cgggacatgg
geatccaagy agecacttcg gecacggtge cgecceatca atgecacect ggetgtggag
aaggaggact goocegtgtyg catcaccgtc aacaccacca tetgtgeegg ctactgeece
accatggtga getgeeeggg gecegggeag gtgetgecac ctcagggeca gacecacaga
ggcagegagy  gaggaagagt ggtetgecte tetggtcagy ggetgeggea togggtgtag
gagggeagga acagaggget tcetggacce ctgagtctga gacctgtgag gocagetgag
gageteaget gaggogetgy cocaggeaca tgoteattec cocactcaca cggottecag
accegegtge  tgcaggaggt cotgeeggee ctgecteagy tggtgtgeaa ctaccgegat
gtgegetteg agtccatceg geteectgge tgecogogeg gegtgaacee cgtggtctee
tacgeegtog ctctcagetg teaatgtgea ctetgeegee geageaccac tgactgeagg
ggtcccaagg accaccectt gacctgtgat gaccecoget tecaggecte ctettectca
aaggeeecte ceeccagect  tccaagteca teccgactee cggageecte ggacaceeeg
atccteccac aataaagget tctcaateeg cactetggeg gtgte
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FI1G. 6A

ARN DIANA: HCG beta HCGbeta  HCG beta

Pro-ARN-t: PTM+ PTM-tespaciador] B+ espaclador
TIEMPO (min): 30 60 80 30 6090 30 6090 M
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FIG. 6A LEYENDA

¢ Corte y empalme en trans in vitro: 250 ng de pre-ARNm de f3
HCG purificado en gel y 500 ng del ARN de PTM se hibridaron
por calentamiento a 98°C en presencia de KCl 40 mM y MgCl, 2
mM y se enfriaron lentamente a 30°C. Las reacciones de corte y
empalme se realizaron incubando 225 ng de la muestra de ARN
hibridada en un volumen de reaccidén de 25 ul que contenia
tampén de corte y empalme 1X (KCl 40 mM, MgCl, 2 mM, fosfato
de creatinina 5 mM y ATP 1 mM) y 8 pl de extracto nuclear Hela
Spice (Promega) a 30°C. Se tomaron alicuotas en los puntos de
tiempo indicados y las reacciones se pararon afladiendo un
volumen igual de tampdén de alta salinidad (urea 7 M, S8SDS al
0,5%, LiCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7,5 y EDTA 10 mM). Las
muestras de ARN se extrajeron una vez con fenol:cloroformo
seguido por cloroformo, se precipitaron con etanol, se lavaron

con etanol al 70% y se secaron al aire.

e Andlisis por RT-PCR: Se realizd el anadlisis de transcripcién
inversa (RT) acoplada con PCR con un ciclador térmico Perkin-
Elmer usando o bien un kit EZ-RT PCR de protocolo de una
enzima (Perkin-Elmer) o bien usando una transcriptasa inversa
M-MLV dos (Gibco-BRL) y ADN polimerasa Taq (Perkin-Elmer). Los
volGmenes de reaccién RT tipicos fueron 20 pl que contenian 15
ng de ARN cortado y empalmado y cortado y empalmado en trans,
0,1 pg de un cebador especifico 3’ que es complementarioc a la
porcidén de la toxina de 1la difteria (nt 145-125 de DTA) del
ARN cortado Yy empalmado en trans (DT-3, 57 -
CATCGTCATAATTTCCTTGTG), MgCl, 5 mM, 1 mM de cada NTPd4d, tampdn
de PCR 1X (KCl1 50 mM y Tris-HC1 10 mM, pH 8,3) y 10 U de
transcriptasa inversa. Las reacciones de RT se realizaron a
42°C durante 15 min y para aquellas RT que usan M-MLV, la

enzima se inactivd calentando a 95°C durante 5 min. E1 ADNc se

amplificé después por PCR wusando 0,1 pg de un cebador
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especifico 5’ para el componente diana del ARNm cortado y

empalmado en trans, el exén 1 del ARN de 3 HCG (HCG-F, 5'-
Biotin-ACCGGAATTCATGAAGCCAGGTACACCAGG, NT 514-534) y 2,5 U de
ADN polimerasa Tag en un volumen de reaccidén de 100 pl. E1L
perfil de temperatura usado en 35 ciclos de amplificacidn fue,
desnaturalizacidén a 94°C durante 30 s, hibridacién a 60°C
durante 40 s y extensidén a 72°C durante 45 s seguido por una
extensidén final de 7 min a 72°C. Los productos de reaccidn se
analizaron en un gel de agarosa al 2%. El producto esperado de

corte y empalme en trans tiene 207 pb.
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FIG. 6B

Secuencias de nucledtidos de fragmentos cortados y empalmados
en trans amplificados por RT-PCR. La RT-PCR amplificé un
producto de 207 pb, gque se secuencié directamente usando un
cebador inverso DT-3, a->’P ATPd y el kit Sequenase (Amersham,
Life Science), y los productos se separaron por electroforesis
en gel. Las flechas indican la posicién de 1la unién del

producto cortado y empalmado en trans.

Exén 1 de 3 HCG 566

1 1* nucledtido codificante de DTA

CTICTAAATCTTTTGTGATGGAMAACTT TTCTTOGTACCACGGGACTAMACCTGGTTAT
GTAGATTOCATTCAAAAA 3

Seguencia del gel (Se Invierte debido al uso de un cebador de
secuenciacién inverso)

s;nbunidad A de toxina de difteria >
TITTGAATGGAATCTACATAACCAGGTTTAGTOOOGTGGTAOGAAGAAAAGITITOC

AW&WMAWW
TExén 1 de HCG beta
CCTIGGTGOGTOOCCTG - 3
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FIG. 7

Modelo de enfermedad celular:

Se usé un modelo de cancer humanc para demostrar que la
eliminacidén terapéutica (destruccidén} de células diana que
expresan un dgen unico (pre-ARNm}) se logra usando las pre-
moléculas terapéuticas de la invencidén. En este sgistema, se
probaron diversas lineas celulares cancerigenas, incluyendo la
linea de céncer de pulmén (H1299), una linea derivada del
cancer del cuello uterino (HelLa S3), y varias lineas de cancer

pancredtico (C1469, C1997, H134 y Cl1682). Se ha descubierto

que todas estas lineas celulares expresan moléculas diana J
HCG como se determinan por RT/PCR y ensayos de inmunotincién.
Las células se colocaron en placas a una densidad de 1 x 10°
en placas de cultivo de tejidos de 60 mm y se cultivaron
durante un minimo de 24 horas. Se logrdé la transfeccidén del
ADN de los vectores de CMV y PTM (4 pg/placa) wusando
lipofectamina (Gibco-BRL) por procedimiento convencional. En
el dia 4, las células transfectadas se trataron con tripsina y
gse pasaron 1:10 en un medio que contenia G418 (500 ug/ml). El
medio fresco que contenia G418 se suplementd cada 3-7 dias. En
el dia 18, las colonias que quedaban después de la seleccién
de G418 se 1lavaron con PBS- (Sigma), se fijaron en wuna
disolucién 3:1 de metanol/4cido acético durante 10 min, y se
secaron al aire durante 10 min. Después se aifladié una
disolucién de azul de metileno al 0,03% durante 10 min para
tefiir las colonias. Las colonias se lavaron con PBS-, se
secaron al aire y se contaron las colonias mayores de 50
células. Los resultados para los primeros experimentos con
H1299, una linea celular de cancer de pulmdédn, y HelLa 83,

derivada de un cdncer cervical son los siguientes:

Ensayos de toxicidad de transfeccidn:

Linea celular: H1299 Experimento 1:
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Nimero de colonias

Estado Promedio, Placa A+B
Simulado (sin ADN) 0

PTM 8 91,0
Control de CMvVp 34,3

P53 en CMVp 0

PTM 4 4,7

PTM 2 4,1

Linea celular: H1299 Experimento 2:

Nimero de colonias

ESTADO Promedio, Placa A+B
PTMS8 80,8
Vector pc3.1 115,3
PTM 4 1,0
PTM 2 2,0

Linea celular: HelLa S3

Experimento 1:

Namero de colonias

ESTADO Promedioc, Placa A+B

Simulado (sin ADN) 88

PTM 8 89
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Comentario
DTA mutante CRM,
clon sin actividad

de la toxina
Controcl de vector

para el clon p53

P53 expresada
destruye a estas
células,
transformacidén +
control

PTM sin unién

PTM de unién

DTA mutante CRM
Control de vector
para clones de
expresidén de PTM
PTM sin unién

PTM de unién

Comentarios

Estas placas eran
probablemente CMVp,
pero simulado sin
marcar

DTA mutante CRM
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Control de CMvp 0 Estas placas eran
probablemente CMVp,

pero simulado sin

marcar

P53 en CMVp 0 p53 expresada
destruye a estas
células,
transformacidn +
control

PTM 4 1,0 PTM sin uniédn

PTM 2 3,1 PTM de unidn

FIG. 7 LEYENDA

* Transfeccidén de células H1299 y HeLa S3: Se cultivaron
células tumorales de pulmdédn H1299 y células de cancer de
cuello uterino derivadas de HeLa S3 en medio RPMI suplementado
con 10% de suero fetal de ternera a 37°C en un incubador de
CO, al 5%. La transfeccidén se realizé usando lipofectamina
(Gibco-BRL) segln el procedimiento convencional del
fabricante. Las células H1299 y HeLa S3 se colocaron en placas
a una densidad de 1 x 10° en placas de 60 mm y se cultivaron
durante al menos 24 horas. Las células o bien se transfectaron
de manera simulada, sin ADN afiadido, o bien se transfectaron
con 4 pg de los siguientes vectores de ADN: pc3,1-PTM 2 (PTM 2
clonado en pc3.1-), pc3,1-PTM 4 (PTM4 clonado en pc3.1-),
pc3.1-PTM 8 (idéntico a pc3.1-PTM 2, excepto por una mutacidn
puntual que produce una mutacién de Gly a Glu en la posicién
del aminodcido 52 de DTA, eliminando toda 1la actividad
enzimdtica de la toxina), pcDNA3.1 (control de vector), CMVp
p53 (p53 clonado en CMVp), y CMVp (control de vector). En el
dia 4, las células transfectadas se trataron con tripsina y se
pasaron 1:10 en medio que contenia G418 (500 ug/ml). El medio
se cambidé cada de 3 a 7 dias y la seleccidén continudé durante

al menos 2 semanas. En el dia 18, las colonias que permanecian
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después de la seleccién de G418 se lavaron con PBS- (Sigma),
se fijaron en una disolucién de metanol/dcido acético (3:1)
durante 10 min y se secaron al aire durante 10 min. Después se
afladié azul de metileno al 0,03% durante 10 min para tefiir las
colonias, se lavaron después una vez con PBS-, se secaron al

aire y se contaron las colonias mayores de 50 células.
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