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SISTEMAS DE EXPRESION REGULADA

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La invencidn se encuentra dentro del campo de los sistemas de expresion regulables vy,
maés concretamente, dentro de la expresion regulable de forma espacial (en un tejido
determinado) y temporal (en respuesta a la adicion de un agente inductor). La invencion
se refiere también a construcciones génicas y viriones que permiten la expresion
regulada hepatoespecifica asi como al uso de los mismos para el tratamiento de

enfermedades hepéticas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las funciones del higado incluye, entre otros, el metabolismo de carbohidratos y de
lipidos, secrecion de citoquinas, eliminacion de insulina y de otras hormonas, la
produccion de bilis, etc. Asimismo, en el higado se producen factores que afectan a
numerosas enfermedades genéticas, cardiovasculares, metabdlicas, hemorragicas y
cancerosas. Las células del higado tienen tiempos de vida media elevados y estan
directamente conectadas al torrente sanguineo lo que facilita la llegada a las mismas de
agentes terapéuticos. Por estos motivos, se considera que el higado constituye un buen
candidato para la terapia génica. No obstante, con el fin de evitar los efectos
secundarios asociados a la expresidon del gen diana en tejidos no hepaticos, es
conveniente disponer de sistemas que permitan la expresion de un gen de interés de

forma especifica en el higado.

Para cllo, se han utilizado construcciones en las que el gen de interés se encuentra bajo
el control de un promotor hepatoespecifico del tipo del promotor de la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), enzimas de la gluconeogénesis (Yang, Y.
W., J. et al, Gene Med., 5:417'-424 (2003)), al-antitripsina, albumina, FVII, polipéptido
transportador de aniones orgéanicos (OATP-C), proteina core del virus de la hepatitis B
(Kramer, M. G., et al, Mol. Ther., 7:375-385, 2003), y la globulina de unidn a tiroxina
(Wang, L., et al, Proc. Natl. Acad. Sci, 96: 3906-3910 (1999). No obstante, este tipo de
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sistemas tiene la desventaja de que resultan en la expresion constante del gen de interés,

lo que puede resultar en toxicidad y efectos indeseados.

Con el fin de evitar los efectos resultantes de la expresion constante de genes de interés,
se han desarrollado sistemas inducibles en los que la expresion tiene lugar Ginicamente
en presencia de un determinado agente inductor. Asi, es conocido un sistema inducible
de expresidn controlable temporal- y espacialmente basado en el uso de un promotor
que es activable en presencia de un factor de transcripcidn quimérico cuya actividad se
induce en presencia de mifepristona (RU486) (véase Wang et al., Nat. Biotechnol.,
1997, 15:239-43). Este tipo de regulacion se puede aplicar a cualquier tipo celular
usando un promotor especifico de tejido. Este sistema es especifico, reversible y no
toxico. No obstante, presenta la desventaja de que conduce a niveles de expresion
elevados en condiciones basales, lo que lo hace inaceptable si se desea su aplicacion in

vivo.

Zabala y cols (Cancer Research 2004, 64:2799-2804] han descrito vectores plasmidicos
que incluyen distintas realizaciones de un sistema de expresion inducible por
tetraciclinas (tet-on) donde todos comprenden una secuencia que codifica un transgén
(luciferasa, o IL-12) que se transcribe desde una unidad transcripcional controlada por
una secuencia operadora-promotora constituida por 7 copias del Operador de
tetraciclina (tetO7) unidas al promotor de la albimina (Palb); este sistema incluye
también una secuencia que codifica un transactivador reverso rtTA (rtTA2s-M2), puesta
bajo el control de secuencias promotoras hepatoespecificas, diferentes segun las
realizaciones, seleccionadas entre EIIPal AT (promotor del gen de la al-antitripsina
humana, Pa1AT fusionado con la region potenciadora del antigeno core del virus de la
hepatitis B, EIl), EalbPal AT (promotor del gen de la al-antitripsina humana, Pa1AT
fusionado con la regidn potenciadora del gen de la albumina, Ealb) y Phpx (promotor
del gen de la hemopexina humana). En este trabajo se comprobd que la expresion basal
del transgén era directamente proporcional a la fuerza del promotor hepatoespecifico
utilizado para controlar la expresion del rtTA; la capacidad de inducir la expresion
transgénica era inversamente proporcional a la expresion basal (maxima tasa de

induccion cuando se utilizo Phpx, el promotor mas débil); sin embargo los niveles
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maximos de expresion tras induccion eran directamente proporcionales a la potencia de
promotor, ¢s decir el promotor mas fuerte expresaba los niveles mas altos tras la
induccién. Por otro lado, cuando las unidades transcripcionales para el rtTA y el
transgén estan dispuestas en tdndem, la expresion transgénica es mayor que cuando se
disponen en sentidos opuestos. Sin embargo, en este estudio la utilizacion de un
promotor Palb para dirigir la expresion transgénica estaba asociada a una menor
expresion del transgén, en comparacion con la obtenida con un sistema en el que se

utilizaba el promotor minimo del citomegalovirus.

Kramer y cols (Molecular Therapy, 2003, 7:375-385) compara la actividad promotora
de diversas construcciones de promotores, entre ellos los promotores hepatoespecificos
ElIPalAT, EalbPalAT, y Phpx. Comprueban que ¢l promotor PalAT, solo o unido a
los potenciadores Ealb o EIl del virus VHB, es el més potente para dirigir la expresion

estable de un gen en células hepéticas.

Chtarto y cols (Gene Therapy, 2003, 10:84-94) describen un vector AAV para la
expresion inducible de un transgén (gen reportero eGFP, enhanced GFP) desde un
sistema de expresion transgénica inducible por tetraciclinas bidireccional. Dicho
sistema incluye una secuencia que contiene la regidén operadora tetO7 flanqueada a
ambos lados por secuencias promotoras minimas del citomegalovirus (pCMVm) que
dirigen, en direcciones opuestas, la transcripcidn de un transactivador (rtTA) activable
por tetraciclinas y del transgén, de manera que en presencia de doxiciclina el
transactivador rtTA induce la transcripcion del transgén y de él mismo. El sistema
incluye también sefales de poliadenilacién de SV40 bidireccional. Este sistema
autoregulable exhibe una capacidad de induccidon para la expresion de un transgén en
lineas celulares tumorales y para la expresion in vivo en cerebro. En una divulgacion
mas reciente (Chtarto et al. Experimental Neurology 2007, 204:387-399) este mismo
grupo describe una versién mejorada del vector que porta un transactivador rtTA
mutado, y que permite expresar ¢l GDNF en el nticleo estriado en concentraciones
biologicamente activas que reprimen la tirosina-hidroxilasa en ratas tratadas con

doxiciclina pero no en controles no inducidos. Sin embargo, no se dispone de datos de si
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estos vectores son adecuados para obtener una expresion transgénica en el higado con

los requerimientos antes sefialados.

No obstante, existe la necesidad en la técnica de desarrollar sistemas alternativos para
la expresidon hepatoespecifica e inducible de genes de interés que no presenten las

desventajas de los sistemas descritos hasta la fecha.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencidon han demostrado que vectores de expresion
inducibles basados en el uso de transactivadores sensibles a tetraciclina y promotor
minimo de CMV no tienen un buen comportamiento para expresion controlada
especifica en higado pero que, por ¢l contrario, sistemas de expresién de genes
heterélogos que incluyen los promotores de la albumina humana (pAlb) en sustitucion
de los promotores pCMV minimo permiten no sélo obtener una expresion basal mas
baja y especifica en higado sino que ademas, de forma sorprendente, permiten obtener
niveles de expresion, tras la induccidn, superiores a los que se obtienen con promotores

mas fuertes del tipo de CMV minimo.

Asi, la presente invencion se refiere, en un primer aspecto, a una construccion génica
que permite la expresion inducible hepatoespecifica de un polinucledtido de interés en
respuesta a un agente inductor que comprende
(i)  un operador-promotor inducible bidireccional que comprende al menos
un elemento de respuesta a dicho agente inductor flanqueado por una
primera secuencia promotora hepatoespecifica y por una segunda
secuencia promotora hepatoespecifica en donde ambas secuencias
promotoras hepatoespecificas actiian de forma divergente,
(i)  una primera secuencia nucleotidica que comprende una secuencia que
codifica un transactivador activable por dicho agente inductor y una
sefial de poliadenilacion situada en posicion 3’ con respecto a la region

que codifica el transactivador, en donde dicha secuencia que codifica un
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transactivador se encuentra operativamente acoplada a la primera
secuencia promotora hepatoespecifica y
(i)  una segunda secuencia nucleotidica que comprende un polinucledtido
que se encuentra operativamente acoplado a la segunda secuencia
promotora hepatoespecifica y una sefial de poliadenilacion situada en
posicién 3’ con respecto al polinucledtido de intergs,
en donde la actividad promotora de dichas primera y segunda secuencias promotoras
hepatoespecificas se induce como consecuencia de la unidn del transactivador a la

region operadora del operador-promotor en presencia del agente inductor.

En un segundo aspecto, la invencion se relaciona con un vector, un genoma viral o un

viridén que comprende la construccion génica de la invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un viridén obtenible expresando un

genoma viral de la invencion en una célula empaquetadora adecuada.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para la expresion en una
c¢lula de origen hepatico de un polinucleotido de interés que comprende las etapas de
(1) poner en contacto dicha c¢lula con una construccidn génica segun la
invencion, con un vector segun la invencidn, con un genoma viral segun
la invencidn o con un virion segin la invencion en condiciones
adecuadas para la entrada en la célula de dicha construccion, de dicho
vector o de dicho virién y
(1) poner en contacto la célula con el agente inductor durante el tiempo
necesario para que se produzca la expresidon del polinucledtido de

interés.

En aspectos adicionales, la invencion se relaciona con una composicion farmacéutica
construccion génica segln la invencidn, con un vector segun la invencién, con un
genoma viral seglin la invencion o con un viridn segun la invencion asi como al uso de
los mismos como medicamento o para su uso en el tratamiento de una enfermedad

hepatica.
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En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un operador-promotor inducible
bidireccional adecuado para la expresidon hepatoespecifica e inducible por un agente
inductor de dos polinucledtidos de interés que comprende
(1)  al menos un elemento de respuesta a dicho agente inductor,

(i)  una primera secuencia promotora hepatoespecifica y

(i)  una segunda secuencia promotora hepatoespecifica,
en donde la primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica actiian de
forma divergente con respecto al elemento de respuesta al agente inductor y en donde la
actividad promotora de la primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica
se ve aumentada en presencia de dicho agente inductor y en presencia de un

transactivador que se une al elemento de respuesta.

En un aspecto adicional, la invencion se relaciona con una construccidon génica
adecuada para la expresion hepatoespecifica e inducible por un agente inductor de un
polinucleétido de interés que comprende

(a) Un operador-promotor inducible bidireccional que comprende

(1) al menos un elemento de respuesta a dicho agente inductor,
(i) una primera secuencia promotora hepatoespecifica y
(i) una segunda secuencia promotora hepatoespecifica,

(b) una secuencia nucleotidica que codifica un transactivador activable por
dicho agente inductor que se encuentra operativamente acoplada a la
primera secuencia promotora hepatoespecifica y una sefial de
poliadenilacién situada en posicidon 3’ con respecto a la regién que
codifica el transactivador,

en donde la primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica actiian de
forma divergente con respecto al elemento de respuesta al agente inductor y en donde la
actividad promotora de la primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica
se ve aumentada en presencia de dicho agente inductor y en presencia de un
transactivador que se une al elemento de respuesta en el operador-promotor inducible

bidireccional .
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Esquema de la estructura del sistema de expresion de un transgén inducible
por tetraciclinas de la invencion. (1) secuencia operadora-promotora bidireccional; (2)
elemento bidireccional de respuesta a la forma activa del transactivador; (3) secuencias
promotoras que comprenden un promotor hepatoespecifico (preferiblemente un
promotor de albumina (pAlb) o un promotor minimo de la albumina (pmAlb)); (4)
secuencia que codifica un transactivador reverso activable por un agente inductor,
preferiblemente por tetraciclinas (rtTA); (5) secuencia que codifica un transgén de
interés; (6) sefiales de poliadenilacion (poliA o pA). La secuencia operadora-promotora
bidireccional controla la transcripcidn de las secuencias que codifican el transactivador
(preferiblemente rtTA) (4) y el transgén de interés (5); su actividad promotora es a su
vez inducida por la proteina transactivadora (preferiblemente rtTA) (4) en presencia del
agente inductor (preferiblemente tetraciclina o un andlogo de la tetraciclina como la

doxiciclina).

Figura 2. Estructura de distintos virus adeno-asociados recombinantes, en los que se ha
incorporado un sistema de expresion de un transgén inducible por tetraciclinas,
utilizados en los e¢jemplos.

A) tAAV-pTet,igi-pCMV-luc: El genoma de este virus adeno-asociado lleva
incorporado un sistema de expresion bidireccional inducible por tetraciclinas que
incluye una regidn operadora con 7 copias de 42 bases del Operador de la tetraciclina
(tetO7), flanqueado por 2 promotores minimos del citomegalovirus (pCMV); el
operador-promotor controla la expresion de 2 secuencias, colocadas una a cada lado,
que codifican respectivamente un transactivador reverso rtTA-M2 y luciferasa (luc)
como transgén de interés; como sefales de poliadenilacion (pA) se han incorporado las
senales de poliadenilacién bidireccionales de SV40; flanqueando el casete de expresion
se han incluido el 5° ITR (inverted terminal repeat) y 3’ ITR del virus adeno-asociado
de tipo 2 (AAV2).

B) rAAV-pTetyai-pAlb-luc: El genoma de este virus adeno-asociado lleva incorporado
un sistema de expresion bidireccional inducible por tetraciclinas que incluye los mismos

elementos que el virus rAAV-pTetyigi-pCMV-luc, con la unica diferencia de que los
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promotores minimos pCMV han sido sustituidos por las secuencias promotoras del gen
de la albimina (pAlb).

C) rAAV-pTetpigi-pAlb-mIL12: El genoma de este virus adeno-asociado lleva
incorporado un sistema de expresion bidireccional inducible por tetraciclinas que
incluye los mismos elementos que el virus rAAV-pTetyigi-pAlb-luc, con la tunica
diferencia de que el gen de la luciferasa ha sido sustituido por las secuencia de la 1IL12

de ratén de cadena unica (Lieschke, G.J., et al. Nat Biotechnol, 1997. 15: 35-40).

Figura 3. Iméagenes de bioluminiscencia obtenidas mediante cdmara CCD. En ellas se
muestran las regiones que se seleccionan para la medicidn de los niveles de actividad de
luciferasa. A) Zona abdominal superior (incluye el higado), y B) Niveles de

bioluminiscencia emitidos por todo el animal.

Figura 4. Medicion de la actividad luciferasa (fotones/seg) en ratones hembras BALB/c
a los que se inyectaron viriones o particulas virales que contenian genomas del virus
recombinante rAAV-pTetyg-pCMV-luc (en dosis de 1x10'°, 3x10' y 1x10"" genomas
virales (gv) por raton, seglin los grupos). Los viriones inyectados eran viriones AAV2/8,
que contenian genomas construidos sobre ITRs del virus AAV2 pero empaquetados en
capsidas AAVS (formadas por proteinas de la cdpsida correspondientes a un AAV del
serotipo 8). Para inducir la expresion de la luciferasa, a los 21 dias de la administracion
del vector viral, a cada animal se le administré doxiciclina (50 mg/Kg de peso; via i.p.),
y tras 24 horas la induccion se mantuvo mediante la administracién de doxiciclina (dox)
durante 7 dias en el agua de bebida (2 mg/ml de doxiciclina; 5 % sacarosa). Las lincas
indican la actividad luciferasa medida en el tiempo, expresado en dias t(d) desde la
primera administracion i.p. de doxiciclina (dia 0). Los niveles de actividad en el area
hepatica se representan con lineas de trazo continuo; los niveles de actividad en todo el

animal se representan con lineas de trazo discontinuo.

Figura 5. Medida de la actividad luciferasa (fotones/seg) en ratones inyectados con
viriones AAV2/8 que contenian genomas del virus rAAV-pTetyigi-pCMV-luc (dosis
1x10'°, 3x10', y 1x10"" gv/raton). Las mediciones se realizaron tras inducciones

repetidas con dosis crecientes de doxiciclina (mg/Kg; via i.p.), separadas por un periodo
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de 15 dias. La actividad luciferasa se midid en el 4rea abdominal superior o hepética

una vez transcurridas 24 horas desde la administracion i.p. de la doxiciclina.

Figura 6. Actividad luciferasa (fotones/seg) medida en hembras BALB/c a las que se
inyectaron, por via intravenosa, viriones AAV2/8 que contenfan genomas del virus
recombinante rAAV-pTetyg-pAlb-luc (1x10"" gv/ratén). La actividad se midié en
estado basal antes de la induccidn con doxiciclina (Dosis 0), y en estado inducido 24
horas después de la administracion por via i.p. de 50 mg/Kg de peso (Dosis 50); estas
mediciones se realizaron tanto en el drea superior abdominal (Higado) y como en el

animal completo (Total).

Figura 7. Comparacion entre las actividades de luciferasa (fotones/seg) medidas en
estado basal (Dosis 0) ¢ inducido, 24 horas después de la administracion por via i.p. de
50 mg/Kg de doxiciclina (Dosis 50) en ratones hembras BALB/c inyectados con
viriones AAV2/8 que contenian genomas de rAAV-pTetya-pCMV-luc o de
rAAV-pTetyg-pAlb-luc (1x10" gv/ratén; viai.v.). Las medidas se realizaron en el area

superior abdominal (hepatica).

Figura 8. Actividad luciferasa (fotones/seg) en hembras BALB/c inyectadas con
viriones AAV2/8 que incorporan genomas del virus rAAV-pTetyai-pAlb-luc (a dosis de
1x10" y 1x10'" gv/raton segiin grupos; via i.v.). La medida de la actividad se realizo
en el estado basal (Induccion 0) y 24 horas después de inducir con 50 mg/Kg de
doxiciclina en 4 ciclos de induccion repetida (Induccidn 1, 2, 3 y 4 respectivamente).
Entre la induccién 1 y la induccidn 2, y entre la 2 y 3 transcurrieron 15 dias; entre la

Induccidén 3 y la Induccion 4 transcurrieron 80 dias.

Figura 9. A) Actividad luciferasa (fotones/seg) de hembras y machos C57BL/6
inyectados con viriones AAV2/8 portadores de genomas de rAAV-pTetyigi-pAlb-luc
(1x10"" gv/ratén; por via i.v.), medida en estado basal ¢ inducido, tras induccién con
distintas dosis de doxiciclina. Se administrd una dosis de diferente de doxiclina por
grupo (N = 5) de ratones (Dosis en mg/Kg de peso; via i.p.). La medicion de actividad

basal se realizo el dia 14 después de la inyeccion del virus correspondiente; la medicion
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en estado inducido se realizé 22 dias después de la inyeccidn del virus y 24 horas
después de la administracion de la dosis de doxiciclina.
B) Transformacidén logaritmica [Logio (fotones/seg)] de los datos de actividad

mostrados en A).

Figura 10. Actividad luciferasa (fotones/seg) medida en hembras y machos C57BL/6
inyectados con viriones AAV2/8 portadores de rAAV-pTetyg-pAlb-luc (1x10"
gv/raton; por via i.v.), en estado basal (dia 0) y en distintos dias durante el periodo de

administracion de doxiciclina en agua de bebida (2 mg/ml + 5% sacarosa).

Figura 11. Biodistribucion de la actividad luciferasa ex vivo. Se inyectaron hembras de
las cepas BALB/c (A), y C57BL/6 (B) (N = 4-8) con viriones AAV2/8 portadores de
rAAV-pTetyigi-pCMV-luc 0 rAAV-pTetyg-pAlb-luc (una dosis de 1x10'" gv/raton por
via i.v). 21 dias después de la inyeccidn de los virus se indujo la expresion de luciferasa
mediante la administracion de doxiciclina (50 mg/Kg; via i.p.); 24 horas después de la
induccidén se sacrificaron los animales; se extrajeron los 6rganos y se midi6 la actividad
luciferasa (RLU) en cada uno de ellos, normalizdndola por la cantidad de proteina total

(RLU/mg proteina).

Figura 12. Biodistribucion de la actividad luciferasa ex vivo. Se inyectaron machos de
las cepas BALB/c (A), y C57BL/6 (B) (N = 4-8) con viriones AAV2/8 portadores de
rAAV-pTetyigi-pCMV-luc 0 rAAV-pTetyg-pAlb-luc (una dosis de 1x10'" gv/raton por
via 1.v). 21 dias después de la inyeccidn de los virus indujo la expresidon mediante la
administracion de doxiciclina (50 mg/Kg; via i.p.); 24 horas después de la induccién se
sacrificaron los animales; se extrajeron los érganos y se midié la actividad luciferasa
(RLU) en cada uno de ellos, normalizandola por la cantidad de proteina total (RLU/mg

proteina).

Figura 13 Esquema del protocolo del tratamiento antitumoral administrado a ratones
hembras C57BL/6 tras la implantacion de cé¢lulas de la linea tumoral singénica MC38.
A dia 0 se les administraron 3 dosis diferentes de viriones AAV2/8 portadores de

rAAV-pTetygpAlb-mIL12 (3x10'°, 1x10" y 3x10° gv/ratén), y se dejé un grupo de
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ratones sin vector (N=5). Tras 30 dias, se implantaron 5x10° células MC38 de forma
intrahepatica. Diez dias después de la implantacion (dia 40 del protocolo) se comenzo la
induccién del sistema con una administracion i.p de doxiclina (50 mg/Kg). Al dia
siguiente se continud la induccidn en agua de bebida (2 mg/ml de dox + 5% sacarosa)
que se mantuvo durante los 6 dias posteriores (hasta el dia 47 del protocolo). A dia 90
se realizo un rechallenge subcutaneo con 1x10° células MC38/ratén, en los dos grupos
que recibieron mayor dosis de vector, y como control se usaron 5 ratones naive. Se
midi6 el tamafio tumoral a los 13, 23 y 42 dias post-rechallenge (dia 103, 113 y 132 del
protocolo). A dia 113 se sangraron los ratones, y se extrajeron PBLs. Por ultimo, a dia
132 se sacrificaron los animales y se extrajeron los tumores subcutdncos de aquellos
ratones que no fueron completamente protegidos. En lineas verticales rojas se indican
los dias de sangrado para medicion de pardmetros séricos. En lineas verticales azules se

indican los dias en que se realizd la medicidén del tamafio tumoral post-rechallenge.

Figura 14. Niveles de las transaminasas, ALT (A), y AST (B), en el suero de animales
hembras C57BL/6 inyectados con viriones AAV2/8 portadores de rAAV-pTetpigi-pAlb-
mIL12, a tres dosis diferentes: 3x10', 1x10' y 3x10° gv/raton. Se muestran los
niveles en el estado basal (dia 0 de induccién), a dia 1, 4 y 7 tras una administraciéon
inicial de 50 mg/Kg de doxiclina i.p., realizada a dia 0 de inducciéon seguido de la

administracidén de doxiclina en agua de bebida (2 mg/ml dox + 5% sacarosa).

Figura 15. Porcentaje de supervivencia en el tiempo, de los ratones C57BL/6 a los que
se les aplico el protocolo descrito en la Figura 13. Las leyendas muestran la dosis de
virus (en gv/ratdn) que recibid cada grupo de forma intravenosa al comienzo del
protocolo. El grupo control no recibid vector. Las evaluaciones estadisticas se realizaron

utilizando el test de Logrank (GraphPad Prism software) (***p<0.001).

Figura 16. Tamafo tumoral de los ratones tratados que fueron sometidos a un
rechallenge subcutaneo con 1x10° células MC38/raton (B) comparados con un grupo de
ratones sin tratar, control (A). Entre paréntesis (en B) se indica la dosis de virus
expresada en gv que recibio cada ratdn segun el protocolo descrito en la Figura 13. En

(C) se muestran los tamanos tumorales alcanzados por los diferentes grupos al finalizar
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el experimento (dia 132 del procotolo). Entre paréntesis se indica la dosis de virus

expresada en gv que recibid cada raton segun el protocolo descrito en la Figura 13.

Figura 17. Porcentaje de PBLs CD8'/Tet’ (MC38). Se extrajo sangre de los ratones a
dia 23 post-rechallenge (dia 113 del protocolo descrito en la Figura 13), se obtuvieron
PBLs y se marcaron con anticuerpos anti-CD8+ y con un tetrdmero cargado con un
péptido especifico de células MC38. Se analizé el porcentaje de PBLs CD8 -MC38Tet"
utilizando el programa informatico FlowJo. Las evaluaciones estadisticas se realizaron

utilizando el test t de Student (*p<0.05)

Figura 18. Porcentaje de linfocitos CD8" intra-tumorales especificos del tetramero de
MC38 y positivos para el marcador de activacion CD44. Se agruparon los grupos de los
ratones tratados por no presentar diferencias significativas entre ellos (A). En By C) se
muestran los diagramas de puntos correspondientes a un raton representativo del grupo
control y a uno del grupo tratado, respectivamente. Las evaluaciones estadisticas se

realizaron utilizando el test t de Student (***p<0.001).

Figura 19. Esquema del protocolo del tratamiento terapéutico antitumoral administrado
a ratones hembras C57BL/6. A dia 0 se realizé la implantacion de células de la linea
tumoral singénica MC38. 7 dias mas tarde se les inyecto una unica dosis de 1x10'
genomas virales (gv) de rAAV-pTetyaipAlb-mIL12 y se dejo un grupo de ratones sin
vector (N=5). 15 dias més tarde se comenzo la induccidn del sistema con una
administracion i.p de doxiciclina (50 mg/Kg). Al dia siguiente se continu6 la induccion
en agua de bebida (2 mg/ml de dox + 5% sacarosa) que se mantuvo durante los 6 dias

posteriores tras lo cual se analizo la supervivencia en ambos grupos.

Figura 20. Porcentaje de supervivencia en el tiempo, de los ratones C57BL/6 a los que
se les aplico el protocolo descrito en la Figura 19. Las leyendas muestran la dosis de
virus (en gv/raton) que recibieron los animales tratados. El grupo control no recibid
vector. Las evaluaciones estadisticas se realizaron utilizando el test de Logrank

(GraphPad Prism software) (***p<0.001).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

CONSTRUCCIONES GENICAS DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencidon han desarrollado un sistema de expresidon de
polinucledtidos de interés que permite una expresion precisa tanto temporal como
espacial de dichos polinucleétidos en el higado. Para ello, hacen uso de un operador-
promotor bidireccional activable que estd asociado a un primer promotor
hepatoespecifico que controla la expresion de un transactivador el cual activa la
expresion de dicho promotor bidireccional en presencia de un agente inductor y a un
segundo promotor hepatoespecifico que controla la expresion del gen de interés. En
estado basal (sin inducir), el promotor hepatoespecifico dirige la expresion de pequefias
cantidades tanto del transactivador como del transgén dando lugar a lo que se denomina
expresion residual del sistema. El transactivador en ausencia de agente inductor es
incapaz conformacionalmente de unirse a los sitios operadores en el promotor

bidireccional y, por lo tanto, de activar la transcripcidn del promotor bidireccional.

En presencia de inductor, éste se une a las moléculas de transactivador residuales
presentes en la célula, produciéndole un cambio conformacional que le permite unirse a
los sitios operadores del promotor-operador inducible bidireccional y activar su
transcripcion. De esta manera, se induce la expresidon del transgén, tanto como del
transactivador. Estas nuevas moléculas de transactivador sintetizadas son capaces de
unirse al agente inductor libre de la célula y de crear un bucle o “loop” de
retroalimentacion positiva, hasta que se llega a un estado en el cual pueden presentarse
dos situaciones:
(a) que todos los sitios operadores estén ocupados por moléculas del complejo
agente inductor-transactivador; o
(b) que se consuma ¢l agente inductor libre de la c€lula, en el caso de que no se haya
administrado en exceso, y las moléculas de transactivador sintetizado no puedan

seguir uniéndose a los sitios operadores.
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Por lo tanto, tras la administracion del inductor comenzard la etapa de induccién o
estado inducido. Los niveles de expresion tanto del transactivador como del transgén
dependerdn de la dosis de inductor administrada. Una vez retirado el inductor, el
transactivador vuelve a su estado conformacional inactivo, y no logra unirse
eficientemente a los sitios operadores, lo cual hace que la expresion transgénica
disminuya hasta volver al estado inicial o basal. La expresidon maxima se¢ obtiene
cuando todos los sitios operadores estén ocupados por moléculas del complejo agente

inductor-transactivador.

Los autores de la presente invencion han demostrado como, de forma sorprendente, los
vectores desarrollados permiten una expresion hepatoespecifica tras la induccidon que
alcanza niveles superiores a la que se obtiene mediante vectores en los que se utilizan
promotores cuya expresion basal es superior. Asi, aunque la expresion maxima de los
sistemas de induccidn descritos hasta la fecha correlaciona de forma directa con la
potencia del promotor en estado basal, en el sistema objeto de la presente invencidon en
donde se usan promotores especificos de tejido que son por lo general mas débiles que
los promotores ubicuos del tipo CMV, se obtiene una expresion en situacion basal tras
la induccidén que es mas alta que la obtenida con el CMV. En concreto, en el ejemplo 2
de la presente invencion se observa como la tasa de induccidon de un gen reportero
obtenida usando el sistema hepatoespecifico de la invencion tras la administracidn del
agente inductor es aproximadamente 85 veces mayor que la tasa de induccién del
sistema basada en el promotor ubicuo CMV (véase figura 7), lo que contrasta con los
resultados obtenidos por Zabala et al (Zabala, M., et al., Cancer Res. 2004; 64: 2799-
2804) en donde la utilizacion de un promotor Palb para dirigir la expresion transgénica
estaba asociada a una menor expresion del transgén, en comparacion con la obtenida
con un sistema en el que se utilizaba el promotor minimo del citomegalovirus. Ademas,
la diferencia en el estado inducido entre ambos sistemas para esta dosis de dox es
altamente significativa. Por otro lado, la expresidn en higado de un gen reportero
controlado por el sistema de expresidon hepatoespecifico ¢ inducible de la presente
invencidn alcanza niveles de induccion de la actividad de luciferasa mayores que el

sistema basado en el promotor ubicuo CMV (véase figura 11).
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Asi, en un primer aspecto, la invencion se relaciona con una construccion génica que

permite la expresion inducible hepatoespecifica de un polinucledtido de interés en

respuesta a un agente inductor que comprende

(1)  un operador-promotor inducible bidireccional que comprende un elemento de

respuesta a dicho agente inductor flanqueado por una primera secuencia
promotora hepatoespecifica y por una segunda secuencia promotora
hepatoespecifica en donde ambas secuencias promotoras hepatoespecificas se
orientan de forma divergente,

(i)  una primera secuencia nucleotidica que comprende una secuencia que codifica
un transactivador activable por dicho agente inductor y una sefal de
poliadenilacion situada en posicion 3’ con respecto a la regidon que codifica el
transactivador, en donde la secuencia que codifica un transactivador activable se
encuentra operativamente acoplada a la primera secuencia promotora
hepatoespecifica y

(i)  una segunda secuencia nucleotidica que comprende un polinucledtido que se
encuentra operativamente acoplada a la segunda secuencia promotora
hepatoespecifica y una sefial de poliadenilacion situada en posicidén 3’ con
respecto al polinucleodtido de interés,

en donde la actividad promotora de dichas primera y segunda secuencias promotoras

hepatoespecificas se induce como consecuencia de la union del transactivador a la

region operadora del operador-promotor en presencia del agente inductor.

La expresidn “construccion génica”, segiin se usa en la presente invencion, se refiere a
un 4cido nucleico, de cadena sencilla o de cadena doble, que comprende una region
capaz de expresarse y, opcionalmente, secuencias reguladoras que preceden a dicho
acido nucleico (secuencias 5’ no codificantes) o que se encuentran a continuacién de
dicho acido nucleico (secuencias 3’ no codificantes). Las expresiones “construccion
génica” y “construccion de dcidos nucleicos” se usan indistintamente en la presente

invencion.
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El término “expresién”, se refiere a la transcripcion de un gen o genes o construccidén
génica para dar lugar a RNA estructural (ARNr, ARNt) o ARNm con o sin la posterior

traduccion de dicho ARN en proteina.

La expresion “expresion inducible”, seglin se usa en la presente invencion, se refiere a

que la expresidon puede verse aumentada en respuesta a un activador/inductor.

La expresion “polinucledtido de interés”, seglin se usa en la presente invencion, se
refiere a una secuencia de 4cidos nucleicos que es parcial o totalmente heteréloga con
respecto a la célula o al sujeto en el que se introduce y que, en virtud de la presencia de
regiones reguladoras de la expresidn en posicion 5’ o 3’ con respecto a dicho
polinucleétido de interés, puede transcribirse y, eventualmente, traducirse para dar lugar
a un polipéptido con una actividad biologica deseada. La expresion “polinucledtido de
interés”, no debe entenderse Unicamente como un polinucledtido con capacidad de
codificar un polipéptido, sino que también puede utilizarse para referirse a una
secuencia de acidos nucleicos que es parcial o totalmente complementaria a un
polinucledtido enddgeno a la célula o sujeto en el que se va a introducir, de forma que
tras su transcripcion, genere una molécula de ARN (microRNA, shRNA o siRNA)
capaz de hibridar ¢ inhibir la expresion del polinucledtido endogeno. El polinucledtido

de interés puede ser ADN o ADNCc.

La expresidon “agente inductor”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a
cualquier molécula que sea capaz de provocar un aumento en la transcripciéon de un gen.
Habitualmente, el gen cuya transcripcion se induce en respuesta a dicho agente inductor
se encuentra bajo control operativo de una region reguladora de la transcripcidon que, a
su vez, presenta sitios de union para un activador transcripcional cuya actividad
aumenta en presencia de dicho agente inductor. Asi, en el contexto de la presente
invencion, la expresion “elemento de respuesta para el agente inductor”, al referirse a la
region reguladora de la transcripcion de un gen de interés, se usa para referirse a los
sitios de unidn para un activador transcripcional cuya actividad se ve aumentada por la
union del agente inductor. Preferiblemente, el agente inductor es un compuesto de facil

administracion y distribucion en el organismo ¢ inocuo a las dosis empleadas para
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activar el sistema. Ademads debe ser capaz de penetrar en ¢l tejido u 6rgano deseado, y

contar con una vida media de unas cuantas horas (no minutos, ni dias).

Operador-promotor bidireccional regulable

El elemento (a) de la construccidon génica de la invencidn comprende un operador-
promotor inducible bidireccional que comprende un elemento de respuesta a un
transactivador en su forma activa flanqueado por una primera secuencia promotora
hepatoespecifica y por una segunda secuencia promotora hepatoespecifica en donde

ambas secuencias promotoras hepatoespecificas se orientan de forma divergente,

La expresion “operador-promotor bidireccional regulable” seglin se usa en la presente
invencidn, se refiere a un promotor que es capaz de activar la transcripcion de
polinucledtidos especificos en direcciones opuestas a partir de dicho “operador-

promotor” en presencia de una sefial determinada.

El término “clemento de respuesta a un agente inductor” se refiere a uno o mas
elementos de ADN que actuan en cis y que confieren a un promotor la capacidad de
activar la transcripcion en respuesta a la interaccidn de dicho elemento con los dominios
de union de ADN de un factor de transcripcion o de un transactivador cuya actividad
transcripcional se induce en presencia del agente inductor, normalmente a consecuencia
de un cambio conformacional en el transactivador resultante de la union al agente
inductor. Por tanto, la expresion “elemento de respuesta a un agente inductor” debe de
entenderse como elemento de respuesta a un activador transcripcional en presencia de
un agente inductor. El dominio de unién de ADN del factor de transcripcion o del
transactivador es capaz de unirse, en presencia o ausencia del agente activador, a la
secuencia de ADN del elemento de respuesta para iniciar o inhibir la transcripcion de
genes situados en posicidon 3’ con respecto al promotor. El término “elemento de
respuesta” se usa indistintamente con “elemento de respuesta transcripcional” o TRE

(transcripcional response element).
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En una forma preferida de realizacion, el promotor-operador bidireccional regulable
comprende al menos un elemento de respuesta a un transactivador activable por
antibidticos, preferiblemente un elemento de respuesta a tetraciclina y, atin més
preferiblemente, un elemento de respuesta a tetraciclina que comprende un numero
variable de copias de la secuencia operadora de 42 pares de bases (denominado TetO)
tal y como fue descrita originalmente en Baron et al. (Nucleic Acids Res., 1995,
17:3605-3606). El nimero de copias del TetO puede ser de al menos 2, al menos 5 o,
preferiblemente, no més de 7. Este tipo de elementos de respuesta tetraciclina puede
activar la transcripcion de forma bidireccional en presencia del transactivador reverso
activado por tetraciclina (o su andlogo doxiciclina) segiin fue descrito originalmente por
Gossen et al. (Science, 1995, 278:1766-1769). En una forma preferida de realizacidn, el
elemento de respuesta a transactivador+tetraciclina comprende 7 copias de la secuencia
operadora, en cuyo caso se¢ denomina TetO7. En una forma atin més preferida, el

operador-promotor comprende o consiste en la secuencia SEQ.ID.NO.:1.

El elemento (a) de la construccion génica comprende, adicionalmente, una primera y

una secuencia promotora hepatoespecifica.

La expresion “secuencia promotora de la transcripcidn” segun se usa en la presente
invencion, se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que es reconocida por una
célula huésped y que resulta en la activacion de la transcripcion de secuencias de acidos
nucleicos presentes en posicidén 3’ con respecto a dicha region promotora.
Generalmente, la secuencia promotora contiene secuencias de control transcripcional

que permite la expresion del polinucledtido de interés.

La expresion “hepatoespecifica”, segin se usa en la presente invencion para referirse a
la regidon promotora de la transcripcion, se refiere a que dicha regidn es capaz de activar
la transcripcion de forma selectiva en células hepaticas o en lineas celulares derivadas
de células hepaticas. Promotores especificos de higado adecuados para la presente
invencion incluyen, sin limitacion, el promotor de al-anti-tripsina (AAT), el promotor
de globulina de unién a hormona tiroidea, el promotor de alfa fetoproteina, el promotor

de alcohol deshidrogenasa, el promotor de IGF-II, el promotor del factor VIII (FVIII),
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el promotor de la proteina ntcleo basico (Basic Core Protein o BCP) de HBV y
promotor PreS2, el promotor de globulina de unidn a tiroxina (TBG), el promotor de
hibrido region de control hepatica (HCR)-ApoCll, el promotor hibrido HCR-hAAT, el
promotor AAT combinado con el elemento potenciador del gen de la albumina de ratéon
(Ealb), el promotor de apolipoproteina E, el promotor de lipoproteina de baja densidad,
el promotor de piruvato quinasa, el promotor de fosfenol piruvato carboxiquinasa, el
promotor de lecitina-colesterol acil transferasa (LCAT), el promotor de apolipoproteina
H (ApoH), ¢l promotor de la transferrina, el promotor de transtiretina, los promotores de
alfa-fibrindgeno y beta-fibrindgeno, el promotor de alfa 1-antiquimiotripsina, el
promotor de glicoproteina alfa 2-HS, el promotor de haptoglobina, el promotor de
ceruloplasmina, el promotor de plasmindgeno, promotores de las proteinas del
complemento (Clq, Clr, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C9, factor I y factor H del
complemento), el promotor del activador del complemento C3, el promotor de la
hemopexina y el promotor de la glicoproteina al-dcida. Se pueden encontrar
promotores especificos de tejido adicionales en Tissue-Specific Promoter Database,
TiProD (Nucleic Acids Research, J4:D104-D107 (2006). Alternativamente, es posible
el uso de promotores hibridos que comprenden un potenciador especifico de higado y
un promotor especifico de higado. Este tipo de promotores incluyen el promotor hibrido
de la region de control hepatica (HCR)-ApoCll, el promotor hibrido HCR-hAAT, el
promotor AAT combinado con el elemento potenciador del gen de la albiumina de ratén
(Ealb) y un promotor de apolipoproteina E, el promotor hibrido formado por el
potenciador del gen de la albiimina de ratéon (Ealb) y el promotor de la alfal-antitripsina

(AAT) de ratén (Ealb-AATp).

En una forma preferida de realizacion, el promotor hepatoespecifico que forma parte del
primer casete de expresion es el promotor del gen de albimina de origen murino o de
origen humano. En particular, la presente invencion contempla el uso del promotor
completo del gen de albimina (SEQ.ID.NO.:2) o la regiéon minima de dicho promotor
(SEQ.ID.NO.:3), correspondiente a los nucledtidos 113 a 196 del promotor completo
definido en SEQ.ID.NO.:2. La invencion contempla el uso de cualquier fragmento del
promotor que incluya al menos el promotor minimo (residuos 113-196 de la secuencia

SEQ ID NO:2).
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En el contexto de esta invencion, un promotor especifico de higado es un promotor que
es mas activo en higado comparado con su actividad en cualquier otro tejido del cuerpo.
Tipicamente, la actividad de un promotor especifico de higado serd considerablemente
mayor en higado que en otros tejidos. Por ejemplo, tal promotor puede ser al menos 2,
al menos 3, al menos 4, al menos 5 6 al menos 10 veces mas activo en tejido hepatico
que en otro tipo de células. La actividad de dicho promotor en células de origen
hepético con respecto a una célula de referencia puede ser determinado mediante su
capacidad de dirigir la expresion en un tejido determinado al tiempo que previene la
expresion en otras c€lulas o tejidos. Segun esto, un promotor especifico de higado
permite una expresion activa del gen unido en el higado y previene la expresion en otras

células o tejidos.

El experto en la materia apreciard que la primera y la segunda regidén promotora de la
transcripcion hepatoespecifica pueden ser iguales o pueden ser distintas. En una forma
preferida de realizacion, ambas regiones reguladoras de la transcripcion son iguales. En
una forma de realizacién aun mas preferida, tanto la primera regidén promotora de la
transcripcidon como la segunda region promotora de la transcripcién comprenden el
promotor del gen de albumina. En una forma de realizacion atin mas preferida, el
promotor del gen de albimina que forma la primera y/o la segunda regién promotora de
la transcripcion comprende una secuencia seleccionada del grupo de SEQ.ID.NO.:2 y

SEQ.ID.NO.:3.

En una forma preferida de realizacion, el promotor-operador bidireccional regulable
comprende un elemento de respuesta a tetraciclina formado por siete sitios de union a al
transactivador activable por el agente inductor, preferiblemente tetraciclina, que se
encuentra flanqueado por dos promotores del gen de albumina orientados de forma
divergente. En una forma aun mas preferida de realizacion, dicho operador promotor
que comprende el operador TetO7 y dos promotores de albimina comprende la

secuencia de SEQ.ID.NO. 4.
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Las secuencias con actividad promotora hepatoespecifica se encuentran orientadas en
forma divergente con respecto a la region operadora. La expresion “orientacidon
divergente”, seglin se usa en la presente invencidn para referirse a los promotores
hepatoespecificos, se refiere a parejas de promotores en donde la activacion de la
transcripcion mediada por el primer promotor del par tiene lugar sobre una de las hebras
de la molécula de ADN permitiendo la actuacién de la RNA polimerasa en sentido
5’-3’, mientras que el segundo promotor actuaria sobre la hebra opuesta lo que
resultaria en el desplazamiento de la RNA polimerasa en direccidén opuesta a la que

actua junto con el primer promotor.

Los elementos que forman el operador-promotor bidireccional de la construccion génica
de la invencion se encuentran organizados de forma que la actividad promotora de la
primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica se induzca como
consecuencia de la unidn del transactivador a la region operadora del operador-
promotor en presencia del agente inductor. El experto en la materia apreciard que dicha
induccidn de la actividad promotora de la transcripcidn dependerd, entre otros factores,
de la distancia existente entre el elemento operador y las secuencias promotoras
hepatoespecificas. Preferiblemente, la distancia entre el operador y la primera o segunda
secuencia promotora puede variar entre 0 y 30 nucledtidos, més preferiblemente entre 0

y 20 y atin mas preferiblemente entre 0 y 15 nucledtidos.

Primera secuencia nucleotidica de la construccion génica de la invenciéon

El elemento (b) de la construccion génica de la invencion es una secuencia nucleotidica
que comprende: una secuencia que codifica un transactivador activable por dicho agente
inductor que se encuentra operativamente acoplada a la primera secuencia promotora
hepatoespecifica; y una sefial de poliadenilacion situada en posicidn 3’ con respecto a la

region que codifica el transactivador.

La expresién “secuencia nucleotidica”, “4cido nucleico” o “polinucledtido” se usan
indistintamente en la presente invencidn para referirse a la forma polimérica del éster

fosfato de ribonucleosidos (adenosina, guanosina, uridina o citidina; "moléculas de
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ARN") o deoxi ribonucleosidos (deoxiadenosina, deoxiguanosina, deoxitimidina o
deoxicitidina; " moléculas de ADN") o cualquier andlogo fosfoester de los mismos tales
como fosforotioatos y tioesteres, en forma de hebra sencilla o de doble hebra. Asi, son
posibles las hé¢lices formadas por ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. El término
“secuencia de 4cidos nucleicos” y, en particular, la molécula de ADN o ARN, se refiere
unicamente a la estructura primaria o secundaria de la molécula y no limita a ningun
tipo particular de estructura terciaria. Asi, este término engloba ADN de doble cadena
tal y como aparece en moléculas de ADN lineales o circulares, pldsmidos ADN

superenrrollado y cromosomas.

La expresion “transactivador activable por el agente inductor”, segin se usa en la
presente invencion, se refiere a un polipéptido que, cuando se encuentra unido a dicho
agente inductor, es capaz de promover la transcripcion de un determinado gen mediante
su union a regiones especificas de reconocimiento para dicho polipéptido en la regioén
no codificante de dicho gen, es decir, que su actividad puede ser modulada por medio de
factores adicionales que pueden ser aportados o eliminados en funcion de la necesidad
de promover la transcripcion de los genes que comprenden sitios de unidn especificos
para tales reguladores. El experto en la materia apreciard que el transactivador
codificado por la primera secuencia nucleotidica de la invencidn es capaz de unirse a la
region del operador-promotor que comprende los elementos de respuesta a dicho agente
inductor, de forma que el transactivador active la transcripcion de dichas primera y
segunda secuencias promotoras hepatoespecificas tras su unidén a la region operadora

del operador-promotor en presencia del agente inductor.

Adicionalmente, el experto en la materia apreciara que la invencion contempla cualquier
método para regular la expresion del regulador transcripcional siempre que permita la
expresion de forma regulada y con un minimo de transcripcion basal. En particular, la
invenciéon contempla el uso de reguladores transcripcionales cuya induccion tiene lugar
no mediante un aumento de los niveles de expresion del regulador transcripcional sino
mediante un cambio conformacional en respuesta a la unidn del agente inductor que
puede resultar en la translocacion del factor de transcripeidn al nucleo donde ejerce su

efecto o en un aumento de la actividad transcripcional. En este tipo de reguladores
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transcripcionales suelen estar formados por un dominio de union a ADN o DBD (DNA
binding domain), un dominio de unién a un ligando o LBD (ligand binding domain), y

un dominio de activacion de la transcripcidn o AD (activating domain).

El dominio de unidon de ADN puede ser cualquier dominio para el que exista un
elemento de unidn especifico conocido, incluyendo dominios de unién a ADN
sintéticos, quiméricos o andlogos. Dominios de uniéon a ADN adecuados para la
presente invencidn incluyen (i) homeodominios (Scott et al., 1989, Biochim. Biophys.
Acta 989:25-48; Rosenfeld ef al., 1991, Genes Dev. 5:897-907) formados, por regla
general, por una cadena de aproximadamente 61 amino 4cidos que presenta una
estructura secundaria compuesta por tres hélices alfa, (ii) dedos de zinc formados por
dos a tres docenas de dedos de ADN de formula general Cys,His, organizados en
tandem (por ejemplo TFIIIA, Zif268, Gli, and SRE-ZBP) en donde cada mddulo
comprende una hélice alfa capaz de contactar con una regién de ADN de 3 a 5 pares de
bases siendo necesarios al menos 3 dedos de zinc para generar un sitio de union a ADN
de alta afinidad y al menos dos dedos de zinc para generar sitios de unién a ADN de
baja afinidad, (iii) los dominios de unién a ADN denominados hélice-giro-hélice o HLH
(helix-turn-helix) tales como TetR, MATI, MAT2, MATal, Antennapedia,
Ultrabithorax, Engrailed, Paired, Fushi tarazu, HOX, Unc86, Octl, Oct2 y Pit-1, (iv)
dominios de unién a ADN del tipo cremalleras de leucina (leucine zipper) tales como
GCN4, C/EBP, c-Fos/c-Jun y JunB. Ejemplos de dominios de unién a ADN adecuados
en la presente invencion incluyen el dominio de unién a ADN de GAL4, de LexA, de
factores de transcripcidn, de receptores nucleares del grupo H, receptores nucleares de
la superfamilia de las esteroides/hormonas tiroideas. El experto en la materia apreciard
que la invencidén contempla el uso de dominios de unidon a ADN hibridos formados por
varios motivos de unién a ADN que pueden reconocer sitios de unién a ADN distintos a
los de los elementos que los componen. Asi, es posible el uso de dominios de union de
ADN formados por la union de un dedo de zinc y un someobox. En una forma preferida
de realizacion, el dominio de unidén a ADN es el procedente del represor transcripcional

Tet de E.coli.
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Las secuencias de unidén a ligando capaces de promover la localizacién nuclear de un
activador transcripcional que los contienen, adecuadas para el uso en la presente
invencion, incluyen la secuencia de localizacion derivada de PPAR (receptores
activados por activadores peroxisomales), que se translocan al nicleo en presencia de
15-desoxy-[Delta]-prostaglandina J2, receptores del acido retinoico que se translocan al
nucleo en presencia de los isdémeros alfa, beta o gamma del 4cido 9-cis-retinoico,
receptores de farnesoide X, activables por acido retinoico y TTNPB, receptores X
hepéticos activables por 24-hidroxicolesterol, receptores de benzoato X, activables por
4-amino-butilbenzoato, receptor constitutivo de androstano, receptores de pregnano,
inducibles por pregnolono-16-carbonitrilo, receptores de esteroides y xenobioticos,
inducibles por rifampicina, receptores de progesterona, activables por
medroxiprogesterona asi como por agonistas y antagonistas de mifepristona y derivados
de 19-nortestosterona, receptores de glucocorticoides activables por glucocorticoides,
receptores de hormonas tiroideas, activables por T3 y/o T4, y receptores de estrogenos,
activables por estrogenos y sus derivados tales como el 17-betaestradiol y el estradiol,
transactivadores tTA activables por tetraciclina/doxiciclina “tet-off” (Gossen y Bujard,
1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 5547-5551), transactivadores rtTA activables por
tetraciclinas “tet-on” (Gossen et al., 1995, Science, 268: 1766-1769), transactivador
inducible por muristerona A o ligandos andlogos del receptor de la ecdisona (No et al.,
1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 3346-3351), transactivadores activables por el
ligando RSL1, como ¢l sistema RheoSwitch inicialmente descrito por Palli ef al. (2003,
Eur. J. Biochem., 270: 1308-1315), un transactivador activable por rapamicina o
analogos de la rapamicina (Ho et al., 1996, Nature, 382: 822-826; Amara et al., 1997,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 10618-10623), y un transactivador activable por
coumermicina/novobiocina, que actlian competitivamente como inductor y represor

respectivamente (Zhao et al., 2003, Hum. Gene Ther., 14: 1619-1629).

Por tltimo, el dominio de activacidn transcripcional puede ser un dominio de
activacién acidico, un dominio de activacidn rico en prolinas, un dominio de activacion
rico en serinas/treoninas y un dominio de activacidon rico en glutamina. Ejemplos de
dominios de activacidn acidicos incluyen las regiones de VP16 y la region de GAL4

formada por los aminoéacidos 753-881. Ejemplos de dominios de activacion
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transcripcional ricos en prolina incluyen los aminoéacidos 399-499 de CTF/NF1 y los
aminoacidos 31-76 de AP2. Ejemplos de dominios de activacidn ricos en serina-
treonina incluyen los aminoécidos 1-427 de ITF1 y los aminoacidos 2-452 de ITF2.
Ejemplos de dominios de activacidn ricos en glutamina incluyen los aminoacidos 175-
269 de Octl y los aminoédcidos 132-243 de Spl. Las secuencias de cada uno de las
regiones descritas asi como otros dominios de activacion transcripcional han sido
descritos por Seipel, K. et al. (EMBO J. (1992) 13:4961-4968). Adicionalmente, otros
dominios de activacion transcripcional pueden ser obtenidos a partir de los anteriores
usando métodos conocidos en el estado de la técnica. Adicionalmente, el dominio de
activacion puede ser el dominio de activacidon de los receptores nucleares del grupo H,
de los receptores nucleares de hormonas tiroideas o esteroideas, el dominio de

activacion de VP16, de GAL4, de NF-xB, de B42, de BP64, o de p65.

En una forma preferida de realizacion, el domino de activacidn transcripcional es la
proteina 16 del virion del herpes simplex (en adelante VP16), cuya secuencia de amino
acidos ha sido descrita por Triezenberg, S. J. et al. (Genes Dev., 1988, 2:718-729). Este
dominio puede estar formado por en torno a 127 amino acidos del extreme C-terminal
de VP16. Alternativamente, el dominio de activacidn transcripcional puede estar
formado por los 11 aminodcidos de la region C-terminal de VP16 y que mantienen la
capacidad de activar la transcripcion. Regiones adecuadas del extremo C-terminal de
VP16 adecuadas para su uso como dominios de activacidon transcripcional han sido
descritos por Seipel, K. et al. (EMBO J. (1992) 13:4961-4968). En una forma atin mas
preferida, el activador transcripcional comprende la region minima de dicha proteina
formada por 13 aminodacidos cuya secuencia es PADALDDFDLDML (SEQ.ID.NO.:5)
tal y como ha sido descrito por Baron et al. (Nucleics Acids. Res., 1997, 25:2723-2729).

En una forma preferida de realizacion el activador transcripcional es un activador

transcripcional activable por tetraciclina o sus analogos.

El término “andlogo de tetraciclina”, seglin se usa en la presente invencion, se refiere a

compuestos estructuralmente relacionados con tetraciclina con capacidad de unién al

represor de tetraciclina (TetR) con una Ka de al menos en torno a 10° M.
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Preferiblemente, el andlogo de tetraciclina tiene una afinidad por el TetR de al menos
10° M. Ejemplos de anilogos de tetraciclina adecuados para la presente invencion
incluyen, sin limitacidén, anhidrotetraciclina, doxiciclina (Dox), clorotetraciclina,
oxitetraciclina, epioxitetraciclina, cianotetraciclina, demeclociclina, meclociclina,
metociclina y otros de los que han sido descritos por Hlavka and Boothe, "The
Tetracyclines," en “Handbook of Experimental Pharmacology 78, R. K. Blackwood et
al. (eds.), Springer-Verlag, Berlin-New York, 1985; L. A. Mitscher, "The Chemistry of
the Tetracycline Antibiotics", Medicinal Research 9, Dekker, N.Y., 1978; Noyee
Development Corporation, "Tetracycline Manufacturing Processes” Chemical Process
Reviews, Park Ridge, N.J., 2 volumes, 1969; R. C. Evans, "The Technology of the
Tetracyclines", Biochemical Reference Series 1, Quadrangle Press, New York, 1968;
and H. F. Dowling, "Tetracycline", Antibiotic Monographs, no. 3, Medical
Encyclopedia, New York, 1955.

En una forma preferida de realizacidon, el transactivador activable por tetraciclinas
puede ser el denominado proteina represora de tetraciclina reversa, o tetR reverso, que
se refiere a un polipéptido que (i) muestra afinidad especifica por el agente inductor, (ii)
muestra afinidad especifica por el elemento de respuesta del tipo tet cuando se
encuentra unido al agente inductor y (iii) se desplaza del elemento tet cuando no se
encuentra unido al agente inductor. Este activador incluye tanto formas naturales del
mismo como derivados funcionales. En una forma preferida de realizacion, el activador
regulable por tetraciclinas puede ser el denominado transactivador reverso dependiente
de tetraciclina (rtTA) caracterizados por que en presencia de tetraciclina o de sus
analogos sufren un cambio conformacional que los permite convertirse en activadores
de la transcripcion, siendo inactivos en ausencia de tetraciclina. De esta forma se evitan
los problemas asociados con los transactivadores derivados del represor TetR de E.coli
que es capaz de activar la transcripcion de genes que presentan elementos de respuesta a
tetraciclina en ausencia de tetraciclina y que, en presencia de tetraciclina, dejarian de
activar. Los transactivadores reversos dependiente de tetraciclina (rtTA) incluyen,
preferiblemente, el transactivador rtTA o cualquiera de las variantes de rtTA descritas
por Urlinger, S. et al. (Proc.Natl.Acad.Sci USA, 2000; 97:7963-7968). En una forma

preferida de realizacidn, la variante de rtTA es la variante conocida como rtTA-M2,
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caracterizada en que requiere para su activacion una concentracion doxiciclina 10 veces
menor que la que requiere el rtTA orignal. El transactivador rtTA-M2 es un polipéptido

codificado por el polinucleotido de secuencia SEQ.ID.NO.: 6.

El elemento (b) de la primera secuencia nucleotidica de la construccion génica de la
invencion comprende, adicionalmente, una secuencia de poliadenilacion que se
encuentra en posicion 3’ con respecto al polinucleodtido que codifica el transactivador.
La expresion “secuencia de poliadenilacion” o “sefial de poliadenilacidén”, seglin se usa
en la presente invencidn, se refiere a un dcido nucleico que contiene una sefial de
terminacién de la transcripcidn y que, cuando aparece en un transcrito de ARN, permite
que dicho transcrito sea poliadenilado en presencia de una enzima con actividad
poliadenil transferasa. La “polidenilacion”, seglin se usa aqui, se refiere a la adicion de
un tramo de poliadeninas al extremo 3’ del ARNm. Sefiales de poliadenilacion
adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen sin limitacion, la sefial de
poliadenilacion temprana-tardia de SV40, la sefal de poliadenilacion de la timidina
quinasa de HSV, la sefial de poliadenilacidn del gen de la protamina, la sefial de
poliadenilacion de ElIb de adenovirus 5, la sefial de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento bovina, la sefial de poliadenilacién de la variante humana de la hormona de

crecimiento y similares.

En una forma preferida de realizacidon, la sefial de poliadenilaciéon es una sefial de
poliadenilacion bidireccional. El uso de una sefial poliadenilacién bidireccionales es
particularmente ventajoso cuando la construccion génica de la invencidn se va a
expresar usando vectores virales en los que las secuencias de terminacion tienen cierta
actividad promotora de la transcripcion (en particular AAVs, lentivirus). De esta manera
se evita que pueda interferir con el sistema inducible, y reducir asi la actividad basal).
En una forma de realizacion atin més preferida, la senal de poliadenilacion bidireccional
corresponde a la senal de poliadenilacion de SV40. En una forma de realizacion atin
mads preferida, la sefial de poliadenilacion de SV40 comprende la secuencia

SEQ.ID.NO.:7.

Segunda secuencia nucleotidica de la construccion génica de la invencidon
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La construccion génica de la invencion comprende, adicionalmente, un polinucleétido
que se encuentra operativamente acoplado a la segunda secuencia promotora
hepatoespecifica y una sefial de poliadenilacién situada en posicion 3’ con respecto al
polinucledtido de interés.

EE Y

Los términos “secuencia nucleotidica”, “polinucledtido”,  “secuencia promotora
hepatoespecifica”, “control operativo” y “sefial de polidenilacion” han sido definidos
con anterioridad y se utilizan en la primera secuencia nucleotidica de la misma forma
que en la primera secuencia nucleotidica de expresion. El termino “polinucledtido de
interés”, segin se usa en la presente invencion, se refiere a una secuencia de ADN cuya
manipulacion es deseable por distintos motivos ¢ incluye ADN, ADNc¢, ADN
gendémico, ARN o andlogos de 4cidos nucleicos asi como las correspondientes
moléculas antisentido que son capaces de generar una proteina o molécula de ARN

como por e¢jemplo, y de manera no limitante, ARN interferente pequefio (ARNip), ARN
de bucle corto (sShRNA) o ribozimas.

En una forma preferida de realizacidon, el polinucledtido de interés codifica un
polipéptido. Este polipéptido puede ser un gen reportero de tipo de luciferasa, proteina
verde fluorescente (GFP), variantes de GFP (EGFP. YFP o BFP), fosfatasa alcalina,

beta-galactosidasa, beta-glucuronidasa, catecol deshidrogenasa.

Alternativamente, el polinucledtido de interés codifica un polipéptido cuya expresion en
el higado o en células hepaticas es util para la correccidon de transtornos hepaticos que se
befeneficiaran mediante la expresion de dicho polipéptido. Asi, polipéptidos adecuados
para su uso en ¢l tratamiento de alteraciones hepaticas incluyen, sin limitacion,un
interferédn o y, en concreto, un IFN-a seleccionado del grupo de IFN-a2a, IFN-a2b,
IFN-04, IFN-a5, IFN-a8, oncostatina, cardiotrofina, IL-6, IGF-I y variantes del mismo,
anfiregulina, IL-15, IL-12, CD134, CD137, PBGD, anticuerpos, inhibidores de TGF-$1
tales como los péptidos P17 Y P144 descritos en las solicitudes internacionales de

patente WOO0031135, W0200519244 y W00393293 que se incorporan aqui mediante
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referencia, inhibidores de IL-10, inhibidores FoxP3, inhibidores TNFaq, inhibidores
VEGF, inhibidores PD-1 ¢ inhibidores CD152.

En una forma preferida de realizacion, el polinucledtido de interés codifica IL-12 o una
variante funcionalmente equivalente de la misma. La interleuquina-12 (IL-12) es una
citoquina de tipo I que se secreta mayormente por macrofagos y células dendriticas, que
incluye tanto la IL-12 nativa como la IL-12 preparada de forma recombinante y que es
capaz de aumentar la inmunidad antitumoral a través de multiples mecanismos que
incluyen: (1) aumento de las respuestas de linfocitos T citotéxicos, (2) activacion de
c¢lulas citoliticas naturales (NK, natural killer), (3) fomento de la proliferacion de
c¢lulas citoliticas naturales y linfocitos T, (4) induccién de la polarizacion de una
subserie de cé¢lulas T auxiliares de tipo 1 (Thl1, T helper 1), y (5) induccién de un efecto
antiangiogénico. Muchas de estas actividades estdn mediadas por la produccién y
secrecidn de interferdn-y (INF-y) por las células citoliticas naturales y linfocitos T

activados.

La citoquina IL-12 es un heterodimero que consta de una cadena pesada (p40) y una
cadena ligera (p35). Las secuencias de las cadenas ligera y pesada de origen humano
han sido descritas por Gubler et al. (Proceedings of the National Academy of Sciences,
USA, 1991, 88:4143). El polinucleétido de interés puede codificar la cadena pesada si
la cadena ligera se aporta de forma exdgena, puede codificar la cadena ligera si la
cadena pesada se aporta exdgenamente o puede codificar ambas cadenas. El
polinucleotido que codifica IL-12 da lugar a un inico ARN que comprende dos marcos
abierto de lectura separados entre si por una sitio interno de entrada ribosomal lo que
lleva a la expresion de cada una de las cadenas a partir de cada uno de los marcos
abiertos de lectura. Preferiblemente, el polinucleétido que codifica IL-12 comprende un
unico marco abierto de lectura que codifica una proteina de fusién que comprende las
cadenas ligeras y pesadas unidas entre si por un enlazador tal y como ha sido descrito en
W09624676 y en Lieschke GJ. et al. (Nat Biotechnol. 1997, 15:35-40). En una forma
preferida, el polinucleétido que codifica IL-12 de cadena sencilla comprende la

secuencia de SEQ.ID.NO.:8.
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El término “variante funcionalmente equivalente”, segun se usa en la presente
invencion, se refiere a polipéptidos que difieren de la secuencia de la IL-12 por medio
de una o més inserciones, deleciones o sustituciones pero que mantienen
sustancialmente la actividad bioldgica de IL-12. La variante funcionalmente equivalente
de IL-12 adecuadas para su uso en la presente invencidon presentan una identidad de
secuencia con dicha citoquina de al menos el 50%, al menos el 60%, al menos ¢l 70%,
al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 91%, al menos el 92%, al menos el
93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos
el 98% o al menos el 99%. El grado de identidad entre las variantes y las citoquinas
inmunoestimuladoras se determina utilizando algoritmos y métodos de ordenador que
son ampliamente conocidos por los expertos en la materia. La identidad entre dos
secuencias de aminodcidos se determina preferiblemente utilizando el algoritmo
BLASTP [BLASTManual, Altschul, S., ¢t al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894,
Altschul, S., et al., J Mol Biol, 215: 403-410 (1990)]. Funciones de IL-12 que puede ser
monitorizadas para determinar si un determinado polipéptido es una variante
funcionalmente equivalente de IL-12 incluye, sin limitacion, diferenciacion de células T
inmaduras en células Thl, estimulacion del crecimiento y funcidn de las células T,
sintesis de IFN-y y TNF-a por c¢lulas NK (natural killer), reduccién de la supresion de
IFN-y mediada por IL-4, aumento de la actividad citotdxica de las células NK y de los
linfocitos CD8+, estimulacion de la expresidn de las cadenas beta 1 y beta 2 del
receptor de IL-12 y actividad anti-angiogénica. Preferiblemente, la determinacién de la
actividad IL-12 de una variante se lleva a cabo mediante la medida de la capacidad de
aumentar la inmunidad antitumoral, determinada por ejemplo por medio del ensayo

descrito por Zabala, M. 2007 et al., [J Hepatology, vol. 47(6): 807-815].

VECTORES, GENOMAS VIRALES Y VIRIONES DE LA INVENCION

La construcciéon génica de la invencidn puede presentarse de forma aislada. No
obstante, con el fin de facilitar su manipulacion y propagacién, es conveniente
incorporar la construccion en un vector. Asi, en otro aspecto, la invencion se relaciona

con un vector que comprende una construccion génica de la invencidn.
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Segun se usa en la presente invencion, el término “vector”, se refiere a un vehiculo por
el que un polinucledtido o una molécula de ADN puede ser manipulada o introducida en
una c¢lula. El vector puede ser un polinucleétido linear o circular o puede ser un
polinucledtido de mayor tamafio o cualquier otro tipo de construccidn tal y como el
ADN o ¢l ARN de un genoma viral, un virion o cualquier otra construccion biologica
que permite la manipulaciéon del ADN o su introduccién en la célula. Se entiende que la
expresiones “vector recombinante”, “sistema recombinante” se pueden usar de forma
intercambiable con el término vector. El experto en la materia apreciara que no existe
limitacion en cuanto al tipo de vector que puede ser utilizado ya que dicho vector puede
ser un vector de clonaje adecuado para la propagacion y para obtener los
polinucledtidos o construcciones génicas adecuadas o vectores de expresion en distintos
organismos heterdlogos adecuados para la purificacion de los conjugados. Asi, vectores
adecuados de acuerdo a la presente invencidn incluyen vectores de expresion en
procariotas tales como pUC18, pUC19, Bluescript y sus derivados, mp18, mp19,
pBR322, pMB9, ColEl, pCRI, RP4, fagos y vectores “shuttle” tales como pSA3 y
pAT28, vectores de expresion en levaduras tales como vectores del tipo de plasmidos de
2 micras, plasmidos de integracidn, vectores YEP, pldsmidos centroméricos y similares,
vectores de expresidn en células de insectos tales como los vectores de la serie pAC y
de la serie pVL, vectores de expresion en plantas tales como vectores de la serie pIBI,
pEarleyGate, pAVA, pCAMBIA, pGSA, pGWB, pMDC, pMY, pORE y similares y
vectores de expresion en células eucariotas superiores bien basados en vectores virales
(adenovirus, virus asociados a los adenovirus asi como retrovirus y lentivirus) asi como
vectores no virales tales como pSilencer 4.1-CMV (Ambion), pcDNA3, pcDNA3.1/hyg
pHCMV/Zeo, pCR3.1, pEFI/His, pIND/GS, pRc/HCMV?2, pSV40/Zeo2, pTRACER-
HCMYV, pUB6/V5-His, pVAXI, pZeoSV2, pCI, pSVL y pKSV-10, pBPV-1, pML2d y
pTDTL

El vector de la invencidn puede ser utilizado para transformar, transfectar o infectar
c¢lulas susceptibles de ser transformadas, transfectadas o infectadas por dicho vector.
Dichas células pueden ser procariotas o eucariotas. A modo de ejemplo, el vector donde
se introduce dicha secuencia de ADN puede ser un plasmido o un vector que, cuando se

introduce en una célula hospedadora, se integra en el genoma de dicha célula y se
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replica junto con el cromosoma (o cromosomas) en ¢l que (o en los que) se ha
integrado. La obtencidn de dicho vector puede realizarse por métodos convencionales

conocidos por los técnicos en la materia (Sambrook et al., 2001, citado supra).

Por tanto, en otro aspecto, la invencion se relaciona con una célula que comprende un
polinucledtido, una construccidn génica o un vector de la invencion, para lo cual dicha
c¢lula ha podido ser transformada, transfectada o infectada con una construccién o
vector proporcionado por esta invencion. Células transformadas, transfectadas o
infectadas pueden ser obtenidas por métodos convencionales conocidos por los expertos
en la materia (Sambrook et al., 2001, citado supra). En una realizacion particular, dicha
célula hospedadora es una célula animal transfectada o infectada con un vector

apropiado.

C¢lulas huésped adecuadas para la expresion de los conjugados de la invencion
incluyen, sin estar limitado, células de mamiferos, plantas, insectos, de hongos y de
bacterias. Células bacterianas incluyen, sin estar limitado, células de bacterias Gram
positivas tales como especies del género Bacillus, Streptomyces y Staphylococcus y
c¢lulas de bacterias Gram negativas tales como células del género Escherichia y
Pseudomonas. C¢lulas de hongos incluyen, preferiblemente, células de levaduras tales
como Saccharomyces, Pichia pastoris y Hansenula polymorpha. Células de insectos
incluyen, sin limitacién, células de Drosophila y células Sf9. Células de plantas
incluyen, entre otros, células de plantas de cultivos tales como cereales, plantas
medicinales, ornamentales o de bulbos. Células de mamiferos adecuadas para en la
presente invencidn incluyen lineas celulares epiteliales (porcinas, etc.), lineas celulares
de osteosarcoma (humanas, etc.), lineas celulares de neuroblastoma (humanas, etc.),
carcinomas epiteliales (humanos, etc.), c¢lulas gliales (murinas, etc.), lineas celulares
hepaticas (de mono, etc.). células CHO (Chinese Hamster Ovary), células COS, células
BHK, células Hela, 911, AT1080, A549, 293 o PER.C6, celulas ECCs humana
NTERA-2, células D3 de la linca de mESCs, células troncales embrionarias humanas
tales como HS293 y BGVO01, SHEF1, SHEF2 y HS181, células NIH3T3, 293T, REH y
MCF-7 y células hMSCs.
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Alternativamente, la construccion génica de la invencidon puede estar formando parte de
un genoma viral recombinante. Asi, en otra forma de realizacidn, la invencién se
relaciona con un genoma viral recombinante que comprende una construccidon génica de
acuerdo a la invencion. El término “genoma viral”, segun se usa en la presente
invencion, se refiere al complemento genético de un virus bien completo o bien
manipulado de forma que se hayan eliminado los elementos no esenciales manteniendo
los elementos esenciales de forma que se mantenga la funcionalidad adecuada para
infectar, transducir ¢ introducir una secuencia de nucledtidos de interés a una célula

diana.

En una forma preferida de realizacion, el genoma viral que comprende la construccion
de la invencioén es el genoma es de un virus adeno-asociado recombinante. Seglin se usa
aqui, el término “virus adenoasociado” (AVV) incluye cualquier serotipo de AAV. En
general, los serotipos de AAV tienen secuencias genomicas de homologia significativa
a nivel de aminoécidos y acido nucleico, proporcionan un serie idéntica de funciones
genéticas, producen viriones que son esencialmente fisica y funcionalmente
equivalentes, y se replican y ensamblan mediante mecanismos practicamente idénticos.
En particular, la invencion se puede llevar a cabo usando el serotipo 1 de AAV (AAV1),
AAV2, AAV3 (incluyendo los tipos 3A y 3B), AAV4, AAVS5, AAV6, AAV7, AAVS,
AAV9, AAV10, AAV11, AAV aviar, AAV bovino, AAV canino, AAV equino, AAV
ovino, y cualquier otro AAV conocido ahora o descubierto mas adelante. Ver por
ejemplo, Fields et al., Virology, volumen 2, capitulo 69 (4* ed., Lippincott-Raven
Publishers). Recientemente, se han identificado un numero de putativos nuevos
serotipos y clados de AAV (ver, por e¢jemplo, Gao et al., (2004) J. Virology 78:6381-
6388; Moris et al., (2004) Virology 33:375-383). Las secuencias gendmicas de varios
serotipos de AAV y los parvovirus autéonomos, asi como las secuencias de las
repeticiones terminales invertidas (ITR), proteinas Rep, y subunidades de la capside son
conocidas en la técnica. Tales secuencias se pueden encontrar en la bibliografia o en
bases de datos publicas tal como GenBank. Ver por ejemplo, Numeros de acceso de
GenBank NC 002077, NC 001401, NC 001729, NC 001863, NC 001829,
NC_ 001862, NC 000883, NC 001701, NC 001510, NC 006152, NC 006261,
AF063497, U89790, AF043303, AF028705, AF028704, J02275, J01901, J02275,
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X01457, AF288061, AH009962, AY 028226, AY028223, NC 001358, NC_001540,
AF513851, AF513852, AY530579; las divulgaciones de los cuales se incorporan aqui
mediante referencia para ensefianza de secuencias de dcidos nucleicos y aminoacidos de
parvovirus y AAV. Ver también, por ejemplo, Srivistava et al., (1983) J. Virology
45:555; Chiorini et al., (1998) J. Virology 71:6823; Chiorini et al., (1999) J. Virology
73:1309; Bantel-Schaal et al., (1999) J. Virology 73:939; Xiao et al., (1999) J. Virology
73:3994; Muramatsu et al., (1996) Virology 221: 208; Shade et al., (1986) J. Virol.
58:921; Gao et al,, (2002) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 99:11854; Moris et al., (2004)
Virology 33-: 375-383; publicaciones de patentes internacionales WO 00/28061, WO
99/61601, WO 98/11244; y patente de EE.UU. No. 6156303; las divulgaciones de los
cuales se incorporan aqui mediante referencia para una descripcion de las secuencias de

acidos nucleicos y aminoacidos de AAV.

Tipicamente, el “genoma recombinante de AAV” (o “genoma rAAV”) se refiere a un
vector que comprende una o mas secuencias de polinucleotidos de interés, genes de
interés o “transgenes” que estan flanqueados por al menos una secuencia de repeticion
terminal invertida (ITR) de parvovirus o AAV. Tales vectores rAAV se pueden replicar
y empaquetar en particulas viricas infecciosas cuando estan presentes en una célula
huésped que expresa los productos de los genes rep y cap de AAV (es decir las
proteinas Rep y Cap de AAV). Cuando un vector rAAV se incorpora en una
construccién de dcido nucleico mayor (por ejemplo, en un cromosoma o en otro vector
tal como un plasmido o baculovirus usado para clonacién o transfeccién), el vector
rAAV se refiere tipicamente como un “pro-vector” que se puede “rescatar” mediante
replicacion y encapsidacidon en presencia de funciones empaquetadoras de AAV y

funciones auxiliares necesarias.

Asi, en una forma preferida de realizacidon, el genoma viral recombinante de la
invencién comprende la construccidon génica de la invencion y al menos una ITR de
AAV. Preferiblemente, la construccion génica de la invencidn se encuentra flanqueada
por ITRs de AAV. Las repeticiones terminales invertidas (ITR) estdn tipicamente
presentes en al menos dos copias en el vector AAV, tipicamente flanqueando la

construccion génica de la invencion. Las ITR tipicamente estaran en los extremos 5’ y
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3’ de la construccidon génica de la invencion pero no necesitan ser contiguas a ella. Las
repeticiones terminales pueden ser iguales o diferentes entre si. El término “repeticion
terminal” incluye cualquier repeticidn terminal virica y/o secuencias parcial o
completamente sintéticas que forman estructuras en horquilla y funcionan como
repeticiones terminales invertidas, tal como la “secuencia doble D” descrita en la
patente de los Estados Unidos No. 5478745 a Salmulski y col. Una “repeticion terminal
de AAV” puede ser de cualquier AAV, incluyendo pero no limitado a los serotipos 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11,6 12 o cualquier otro AAV conocido ahora o descubierto con
posterioridad. La repeticion terminal de AAV no necesita tener una secuencia salvaje
(por ejemplo, una secuencia salvaje puede estar alterada por insercion, delecion,
truncamiento o mutaciones sin sentido), mientras la repeticion terminal medie las
funciones deseadas, por ejemplo, replicacién, corte, empaquetamiento de virus,
integracidn, y/o rescate de provirus, y similares. El genoma del vector puede
comprender una o més (por ejemplo, dos) repeticiones terminales de AAV, que pueden
ser iguales o diferentes. Ademas, una o mas repeticiones terminales de AAV pueden ser
del mismo serotipo de AAV que la capside de AAV, o puede ser diferente. En formas
de realizacion particulares, el genoma del vector comprende una repeticion terminal de
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAV6, AAVT, AAVE, AAV9, AAV10, AAV1I
y/o AAV 12, en particular de AAV1, AAV2 y/o AAV4. En una forma de realizacion
preferida, las ITR pueden derivar de AAV2 y se pueden definir mediante SEQ.ID.NO.:9
(5’-ITR) y SEQ.ID.NO.:10 (3’-ITR).

Aunque se prefiere que las secuencias de 4cidos nucleicos que codifican los genes de la
capside estén proporcionadas en trans por la célula empaquetadora o por un segundo
vector, la invencidén también contempla genomas AAV que comprenden ademds una
secuencia que codifica una o més proteinas de la capside que empaqueta la secuencia de
polinucleétido mencionada anteriormente. Las secuencias que codifican las proteinas de
capside VP1, VP2 y VP3 para su uso en ¢l contexto de la presente invencidon pueden
proceder de cualquiera de los 42 serotipos conocidos, més preferiblemente de AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAV6, AAVT, AAVS o0 AAV9 o particulas similares a
AAYV recién desarrolladas obtenidas mediante, por e¢jemplo técnicas de mezcla de la

capside y librerias de capside de AAV. Cuando las secuencias que codifican las
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proteinas de la cépside derivan de un serotipo de AAV diferente que las ITR, el genoma
de AAV se conoce como genoma de AAV “hibrido” (es decir, en ¢l que la cépside de
AAV vy las repeticiones terminales de AAV son de diferentes AAV) como se describe
en la publicacién de patente internacional WO 00/28004 y Chao et al., (Molecular
Therapy 2000, 2:619). Segun se describe aqui, el vector rAAV puede ser cualquier
vector rAAV adecuado conocido ahora o descubierto mas adelante. De forma
alternativa, las secuencias que codifican los genes de la capside se pueden proporcionar
en trans mediante cotransfeccion en la célula empaquetadora de un polinucledtido que
codifica dichas proteinas de la cdpside. En una forma de realizacion preferida, el vector
viral comprende ITR de AAV1, AAV2 y/o AAV4 y uno o mas o todos los genes de la
capside de AAV1, AAV2, AAV5, AAV6 o0 AAVS.

Opcionalmente, los genomas de AAV de la invencidn pueden comprender secuencias
adicionales que codifican proteinas Rep. Las secuencias que codifican Rep (Rep78/68 y
Rep52/40) derivan preferiblemente de AAV1, AAV2 y/o AAV4. Las secuencias Rep ¢
ITR de AAV estan particularmente conservadas entre la mayoria de los serotipos. Las
proteinas Rep78 de varios serotipos de AAV son por ¢jemplo, mas del 89% idénticas y
la identidad total de la secuencia de nucledtidos a nivel del genoma entre AAV2,
AAV3A, AAV3B y AAV6 es alrededor del 82% (Bantel-Schaal et al., 1999, J. Virol.,
73:939-947). Ademas, se sabe que las secuencias Rep y las ITR de la muchos serotipos
de AAV trans-complementan (es decir, se sustituyen funcionalmente) de forma eficaz
las secuencias correspondientes de otros serotipos en la produccidon de particulas de
AAV en células de mamifero. US2003148506 describe que las secuencias Rep ¢ ITR de
AAYV también trans-complementan eficazmente otras secuencias Rep ¢ ITR de AAV en

células de insecto.

Se sabe que las proteinas VP de AAV determinan el tropismo celular del virién AAV.
Las secuencias que codifican las proteinas VP estan significativamente menos
conservadas que las proteinas y genes Rep entre los diferentes serotipos de AAV. La
capacidad de las secuencias Rep ¢ ITR para trans-complementar las secuencias
correspondientes de otros serotipos permite la produccidn de particulas rAAV

pseudotipadas que comprenden las proteinas de la capside de un serotipo (por ejemplo,
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AAYV5) vy las secuencias Rep y/o ITR de otro serotipo de AAV (por ejemplo, AAV?2).

Tales particulas rAAV pseudotipadas son parte de la presente invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un viridn obtenible expresando un
genoma viral de acuerdo con la presente invencién en una célula empaquetadora
adecuada. Los términos “viridon”, “particula de virus recombinante” y “vector viral” se
usan aqui de forma intercambiable y se refieren a una particula de virus infecciosa,
deficiente en replicacidén, que comprende el genoma virico empaquetado en una capside
y, opcionalmente, en una envuelta lipidica rodeando la cdpside. En una forma de
realizacion preferida, el viridn es un virion AAV. En otra forma de realizacidn, si el
virién se obtiene empaquetando un vector AAV de la invencion, el virion de la
invencion es un “virion AAV recombinante”. El término, “viridon AAV recombinante” o
“viridbn rAAV”, como se usa aqui, se refiere a un virus infeccioso, deficiente en
replicacion compuesto de un armazoén proteico de AAV encapsidando un polinucleodtido
que comprende la construccidon génica de la invencion flanqueada en ambos extremos

por los ITRs de AAV.

El término “proteina Cap”, como s¢ usa aqui, se refiere a un polipéptido que tiene al
menos una actividad funcional de una proteina Cap nativa de AAV (por ejemplo, VPI,
VP2, VP3). Ejemplos de actividades funcionales de proteinas Cap (por ejemplo, VP1,
VP2, VP3) incluyen la capacidad de inducir la formacidn de una cépside, facilitar la
acumulacién de ADN monocatenario, facilitar el empaquetamiento de ADN de AAV en
capsides (es decir, encapsidacidn), unidn a receptores celulares, y facilitar la entrada del
virion en las células huésped. En una forma de realizacion preferida, la secuencia de
polinucledtidos que codifica el gen cap corresponde al gen cap de AAVS. El armazén
de un virion AAV muestra simetria icosaédrica y normalmente contiene una proteina
Cap principal, normalmente la menor de la proteina Cap, y una o dos proteina o

proteinas Cap minoritarias.

El término “proteina Rep”, como se usa aqui, se refiere a un polipéptido que tiene al
menos una actividad funcional de una proteina Rep nativa de AAV (por ejemplo, Rep

40, 52, 68, 78). Una “actividad funcional” de una proteina Rep (por ejemplo, Rep 40,
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52, 68, 78) es cualquier actividad asociada con la funcion fisiolégica de la proteina,
incluyendo facilitar la replicacion del ADN mediante reconocimiento, union y corte del
origen de replicacion de ADN de AAV asi como actividad ADN helicasa. Funciones
adicionales incluyen la modulacién de la transcripcion de promotores de AAV (u otro
heterdlogo) ¢ integracion especifica de sitio de ADN de AAV en un cromosoma
huésped. En una forma de realizacion preferida, la secuencia de polinucledtidos que

codifica el gen rep corresponde al gen rep de AAV2.

El experto en la materia entenderd que los viriones AAV de la invencion pueden
comprender proteinas de capside de cualquier serotipo de AAV. Sin embargo, debido al
diferente tropismo de los serotipos conocidos de AAV por diferentes células, los
viriones AAV contendrdn una proteina de la cadpside que es més adecuada para la
distribucién a las células hepaticas. Para la transduccion de células hepaticas los
viriones TAAV con proteinas de la capside de AAV1, AAVSE y AAVS son preferidos
(Nathwani et al., 2007, Blood 109: 1414-1421; Kitajima et al., 2006, Atherosclerosis
186:65-73).

Las secuencias que codifican Rep (Rep78/68 y Rep52/40) pueden ser de cualquier
serotipo de AAV, pero preferiblemente derivan de AAV1, AAV2 y/o AAV4. Las
secuencias que codifican las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 para su uso en el
contexto de la presente invencion se pueden sin embargo tomar de cualquiera de los 42

serotipos conocidos, mas preferiblemente de AAV1, AAV2, AAVS, AAV6 o AAVS.

La invencién también contempla viriones que comprenden una cdpside y un genoma
virico recombinante, en donde se ha insertado o sustituido una secuencia exégena de
direccionamiento en la capside nativa. El viridén se dirige preferiblemente (es decir,
dirigida a un tipo o tipos particulares de célula) mediante la sustitucion o insercion de la
secuencia exdgena de direccionamiento en la capside. Expresado de forma alternativa,
la secuencia exogena de direccionamiento preferiblemente confiere un tropismo
alterado al viribn. Como una exposicion adicional alternativa, la secuencia de

direccionamiento aumenta la eficacia de distribucion del vector dirigido a una célula.
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La(s) secuencia(s) exdgena(s) de direccionamiento pueden cambiar o sustituir parte de o
toda una subunidad de la cépside, alternativamente, més de una subunidad de la capside.
Como una alternativa adicional, se puede introducir mas de una secuencia exogena de
direccionamiento (por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco o mas secuencias) en la capside
del viriébn. En formas de realizacidn alternativas, se prefieren las inserciones y
sustituciones en las subunidades minoritarias de la capside (por ejemplo, VP1y VP2 de
AAV). Para cépsides AAV, las inserciones o sustituciones en VP2 y VP3 también son

preferidas.

En formas de realizacion més preferidas, la secuencia exdgena de direccionamiento
puede ser una secuencia de aminodcidos que codifica un péptido o proteina, que se
inserta o sustituye en la capside del viridn para cambiar el tropismo del virion. El
tropismo del viridon nativo se puede reducir o eliminar mediante insercion o sustitucion
de la secuencia de aminoacidos. Alternativamente, la insercidén o sustitucion de la
secuencia exogena de aminoacidos puede dirigir el virion a un tipo de células particular.
La secuencia exodgena de direccionamiento puede ser cualquier secuencia de
aminoacidos que codifique una proteina o péptido que cambia el tropismo del virion. En
formas de realizacion particulares, el péptido o proteina de direccionamiento puede ser
natural o, de forma alternativa, completa o parcialmente sintética. Péptidos y proteinas
ejemplares incluyen ligandos y otros péptidos que se unen a receptores de la superficie
celular presentes en células de higado incluyen ligandos capaces de unirse al receptor
Sr-B1 para apolipoproteina E, lectinas especificas de galactosa y lactosa, ligandos del
receptor de lipoproteinas de baja densidad, ligandos de asialoglicoproteina (galactosa-

terminal) y similares.

De forma alternativa, la secuencia exdgena de direccionamiento puede ser un anticuerpo
o un grupo de reconocimiento del antigeno del mismo. El término “anticuerpo” como se
usa aqui se refiere a todos los tipos de inmunoglobulinas, incluyendo IgG, IgM, IgA,
IgD, ¢ IgE. Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales y pueden ser de
cualquier especie de origen, incluyendo (por ejemplo) raton, rata, concejo, caballo, o ser
humano, o pueden ser anticuerpos quiméricos. El término “anticuerpo” también abarca

anticuerpos biespecificos o “de puente” conocidos por los expertos en la materia. Los
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fragmentos de anticuerpos dentro del &mbito de la presente invencion incluyen, por
ejemplo, fragmentos Fab, F(ab”)2 y Fc, y los fragmentos correspondientes obtenidos de
anticuerpos diferentes de IgG. Tales fragmentos se pueden producir por técnicas
conocidas. Marcadores hepaticos de superficie que pueden ser usados para ¢l
direccionamiento de los rAAV de la invencidn incluyen, sin limitacion, el antigeno de

superficie del virus de la hepatitis B y LDL.

La secuencia exdgena de aminoédcidos insertada en la capside del viridn puede ser una
que facilite la purificacion o deteccidn del viridn. Segun este aspecto de la invencidn, no
es necesario que la secuencia exdgena de aminodcidos también cambie el viridn del
parvovirus modificado. Por e¢jemplo, la secuencia exdgena de aminoécidos puede incluir
una secuencia de poli-histidina que es til para purificar el virion sobre una columna de
niquel, como saben los expertos en la materia o se puede emplear un péptido o proteina
antigénicos para purificar el viridon mediante técnicas estdndar de inmunopurificacion.
Alternativamente, la secuencia de aminoacidos puede codificar un ligando de receptor o
cualquier otro péptido o proteina que se puede usar para purificar el virién modificado
mediante purificacion de afinidad o cualquier otro método conocido en la técnica (por
ejemplo técnicas de purificacidon basadas en tamafo, densidad, carga, o punto
isoeléctrico diferencial, cromatografia de intercambio i6nico, o cromatografia de
péptidos). Las inserciones de secuencias exdgenas de direccionamiento o de
purificacidén se pueden insertar en cualquier proteina de la capsida siempre que la
insercién no implique la capacidad de dicha proteina de ensamblarse. En particular, es
preferible insertar la secuencia exdgena de aminoacidos en las subunidades Cap
minoritarias del AAV, por ejemplo en las subunidades VP1 y VP2 de AAV. De forma
alternativa, es posible realizar las inserciones en VP2 o VP3. Los viriones AAV
preferidos pueden ser modificados para reducir la respuesta del huésped (véase, por
ejemplo, Russell (2000, J. Gen. Virol. 81:2573-2604), US20080008690 y Zaldumbide y
Hoeben (Gene Therapy, 2008:239-246).

Los viriones recombinantes de la invencidon se pueden preparar usando tecnologia
estandar para la preparacion de AAV. Tipicamente, los rAAV se preparan mediante la

introduccion en una célula hospedadora adecuada del genoma viral de acuerdo a la
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invencidn y la co-expresion en dicha c¢lula de proteina rep de AAV, una proteina cap
de AAV y, opcionalmente, una secuencia de 4dcidos nucleico que codifica funciones

viricas y/o celulares de las que depende AAV para la replicacion.

Para facilitar el empaquetamiento, el genoma del vector recombinante es generalmente
de alrededor del 80% hasta alrededor del 105% del tamafio del genoma salvaje y
comprende una sefial de empaquetamiento adecuada. Para facilitar el empaquetamiento
en una cépside AAV, el genoma es preferiblemente aproximadamente 5,2 kb de tamano
o menos. En otros formas de realizacion, el genoma es preferiblemente mayor de
alrededor de 3,6, 3,8, 4,0, 4,2 6 4,4 kb de longitud y/o menos de alrededor de 5.4, 5,2,
5,0 6 4,8 kb de longitud. Dicho de forma alternativa, la(s) secuencia(s) heterdloga(s) de
nucleotidos serdn tipicamente de menos de alrededor de 5,0 kb de longitud (mas
preferiblemente menos de alrededor de 4,8 kb, todavia més preferiblemente menos de
alrededor de 4,4 kb de longitud, aun mas preferiblemente menos de alrededor de 4,2 kb
de longitud) para facilitar el empaquetamiento del genoma recombinante por la capside

de AAV.

La secuencias de 4cidos nucleicos necesarias para la produccidn del viridon de la
invencion son las denominadas “funciones auxiliares de AAV” y comprenden una, o
ambas de las ORF principales de AAV, es decir las regiones que codifican rep y cap, u
homologos funcionales de las mismas. Secuencias de dcido nucleicos adecuadas que
codifican las proteinas rep y cap para su uso en ¢l método de la invencion se han
descrito en detalle anteriormente en relacion con los viriones de la invencion. El experto
en la materia apreciard, sin embargo, que las secuencias auxiliares que codifican las
proteinas rep y cap de los AAV se pueden proporcionar a partir de uno, dos o mas
vectores en varias combinaciones. Como se usa aqui, el término “vector” incluye
cualquier elemento genético, tal como un plasmido, fago, transposén, céosmido,
cromosoma, cromosoma artificial, virus, virion, etc., que es capaz de replicacion cuando
se asocia con los elementos de control adecuados y que puede transferir secuencias de
genes entre c¢lulas. De esta manera, el término incluye vehiculos de clonacion y
expresion, asi como vectores virales. Alternativamente, los genes rep y/o cap de AAV

se pueden proporcionar de forma alternativa por una célula empaquetadora que expresa
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estos genes establemente (ver, por ¢jemplo, Gao et al., (1998) Human Gene Therapy
9:2353; Inoue et al., (1998) J. Virol. 72:7024; patente de EE.UU. No. 5837484; WO
98/27207; patente de EE.UU. No. 5658785; WO 96/17947).

En una forma de realizacion preferida, los polinucledtidos que codifican las proteinas
rep y cap se¢ pueden proporcionar a partir de un unico vector individual, al que
normalmente se refiere como un vector de funcidon auxiliar de AAV. Ejemplos de
vectores adecuados para su uso con la presente invencion incluyen pHLP19, descrito en
la patente de EE.UU. No. 6001650, y el vector pRep6cap6, descrito en la patente de
EE.UU. No. 6156303, la divulgacion de las cuales se incorpora aqui mediante

referencia en su totalidad.

En otras formas de realizacion particulares, las secuencias adicionales estdn en forma de
un virus adenovirus auxiliar que puede ser un virus auxiliar hibrido que codifica las
proteinas Rep y/o de la capside de AAV. Los vectores hibridos ayudantes Ad/AAV que
expresan los genes rep y/o cap de AAV y métodos para producir las reservas de AAV
usando estos reactivos son conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, patente de EE.UU.
No. 5589377, y patente de EE.UU. No. 5871982, patente de EE.UU. No. 6251677; y
patente de EE.UU. No. 6387368). Preferiblemente, ¢l Ad hibrido de la invencion
expresa las proteinas de la cépside de AAV (es decir, VP1, VP2 y VP3). De forma
alternativa, o adicional, el adenovirus hibrido puede expresar una o mas de las proteinas
Rep de AAV (es decir, Rep40, Rep52, Rep68 y/o Rep78). Las secuencias de AAV
pueden estar operativamente asociadas con un promotor especifico de tejido o

inducible.

El componente optativo para la generacion de viriones recombinantes puede
comprender una secuencia de acido nucleico que codifica funciones viricas no derivadas
de AAV y/o celulares de las que AAV depende para la replicacién (es decir, “funciones
accesorias”). Las funciones accesorias incluyen aquellas funciones requeridas para la
replicacion de AAV, incluyendo, sin limitacion, aquellos grupos implicados en la
activacion de la transcripcion génica de AAV, ayuste de ARNm de AAV especifico de

fase, replicaciéon de ADN de AAV, sintesis de productos de expresion de cap, y
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ensamblaje de la capside de AAV. Las funciones accesorias basadas en virus pueden
derivar de cualquiera de los virus auxiliares conocidos tales como adenovirus,
herpesvirus (diferentes del virus del herpes simple de tipo 1), y virus de la vacuna.
Tipicamente, el plasmido de empaquetamiento del vector AAV segun la invencién
contiene como secuencias de ADN de virus auxiliar los genes E2A, E4 y VA de Ad5,
que pueden derivar del plasmido pDG descrito en la solicitud de patente alemana
DE196 44 500.0-41, y que estan controladas por el promotor original respectivo o por

promotores heterdlogos.

Alternativamente, es posible la expresion de los componentes estructurales de los AAV
y la puesta en contacto de éstos con ¢l genoma viral de la invencidn de forma que la
encapsidacion tenga lugar in vitro. Para la preparacion de las proteinas estructurales, se
puede usar cualquier tipo de célula hospedadora adecuada. Preferiblemente, se usan
células de insecto tal y como ha sido descrito por Urabe et al., (Hum. Gene Ther. 2002,
13: 1935-1943; US6723551 y US20040197895). Lineas celulares adecuadas para la
expresion de los componentes estructurales de los rAAV incluyen, sin limitacidn, la
lineas celulares de Spodoptera frugiperda, lineas celulares de Drosophila, o lineas
celulares de mosquito, por ejemplo, lineas celulares derivadas de Aedes albopictus. La
c¢lulas o lineas celulares de insecto preferidas son de especies de insecto que son
susceptible de infeccion por baculovirus, incluyendo, por ejemplo, Se301, SelZD2109,
SeUCRL, S9, SO00+, Sf21, BTI-TN-5B1-4, MG-I, Tn368, HzAml, Ha2302, Hz2ES,
High Five (Invitrogen, CA, EE.UU.) y expresSF+* (US 6,103,526; Protein Sciences
Corp., CT, EE.UU.).

Una vez que se han ensamblado los viriones de la invencidn, es posible la purificacion
de los mismos para separarlos de aquellos componentes que no hayan pasado a formar
parte de los viriones. Tipicamente, los viriones se separan del resto de componentes
mediante un gradiente de densidad, tipicamente un gradiente de iodixanol. Tras la
recuperacion de la fraccion que contiene los rAAV, es posible la posterior purificacion
de esta mediante el uso de cromatografia, que puede ser una cromatografia de

intercambio i6nico o de hidroxiapatito. Este tipo de purificacion es el preferido para la
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purificacidon de viriones que tienen capsides que contienen proteinas de los serotipos 1y

5 de AAV porque estos serotipos no se unen a columnas de heparina.

Para la purificacion de viriones rAAV2, la cromatografia en heparina-agarosa es

preferida. Ver, por ejemplo, la patente de EE.UU. No. 6146874.

Los viriones también se purifican usando cromatografia en ausencia de centrifugacion
en gradiente de densidad. Como ejemplo, los lisados de células infectadas se pueden
someter directamente a cromatografia para la purificacidén de viriones rAAV. Para
métodos de produccion a gran escala de vectores rAAV que implican cromatografia, ver

Potter et al. (Methods Enzymol., 2002, 346:413—430).

Los viriones recombinantes se pueden usar o se puede incluir un paso adicional de
purificacién por afinidad de los vectores viriones usando un anticuerpo anti-AAV,
preferiblemente un anticuerpo inmovilizado. El anticuerpo anti-AAV preferiblemente es
un anticuerpo monoclonal. Un anticuerpo particularmente adecuado es un anticuerpo de
cam¢lido de cadena sencilla o un fragmento del mismo, obtenible por ejemplo, de
camellos o llamas (ver, por ejemplo, Muyldermans, 2001, Biotechnol. 74: 277-302). El
anticuerpo para la purificacion por afinidad de rAAV preferiblemente es un anticuerpo
que se une especificamente a un epitopo de una proteina de la capside de AAV, en
donde el epitopo preferiblemente es un epitopo que estd presente en proteinas de la
capside de més de un serotipo de AAV. Por ¢jemplo el anticuerpo se puede producir o
seleccionar en base de la union especifica a la capside de AAV2 pero al mismo tiempo

también se puede unir especificamente a las capsides de AAV1, AAV3 y AAVS.

METODO IN VITRO PARA LA EXPRESION IN VITRO DE POLINUCLEOTIDO
DE INTERES

Las construcciones génicas, vectores y viriones de la invencidn permiten la expresion in
vitro de polinucledtidos de interés en una célula de origen hepético. Por tanto, en otro
aspecto, la invencidn se relaciona con un método in vitro para la expresion en una célula

de origen hepético de un polinucleotido de interés que comprende las etapas de
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(i)  poner en contacto dicha célula con una construccion génica de la
invencién, con un vector de la invencion, con un genoma viral de la
invencion o con un virién de la invencion en condiciones adecuadas
para la entrada en la célula de dicha construccidn, de dicho vector o de
dicho virioén y

(i)  poner en contacto la c¢lula con el agente inductor durante el tiempo
necesario para que se produzca la expresion del polinucledtido de

interés.

Células de origen hepatico en las que se puede expresar un polinucledtido de interés
usando el método in vitro de la presente invencidn incluyen no sélo células de cultivos
primarios de hepatocitos, sino c¢lulas inmortalizadas de origen hepatico tales como las
lineas celulares de hepatoma HepG2, COLO 587, FaO, HTC, HuH-6, HuH-7, PLC,
Hep3B, BPRCL, MCA-RH777, BEL-7404, SMMC-7221, L-02, CYNK-1, PLC/PRF/5
y MCA-RH8994, asi como lincas inmortalizadas de forma experimental mediante la
expresion de oncogenes virales o celulares, tales como las células de las lincas Fa2N-4 y

EalC-35.

El método de expresion in vitro de acuerdo a la invencidén comprende una primera etapa
en el que la célula de origen hepético se pone en contacto con una construccion génica,
un vector, un genoma viral o con un virion de la invencion en condiciones adecuadas
para la entrada en la célula de dicha construccion, de dicho vector o de dicho virion.
M¢todos adecuados para promover la entrada de un 4cido nucleico al interior de una
célula incluyen, sin limitacién, la inyeccidén directa de ADN desnudo, métodos
balisticos, transferencia mediada por liposomas, transferencia mediada por receptores
(complejo ligando-ADN), electroporacion, y precipitacion con fosfato calcico (véase,
por ejemplo, US 4970154, WO 96/40958, US 5679559, US 5676954 y US 5593875).
En el caso de que la construccidn génica se aporte en forma de viridn, la entrada en la
c¢lula del material genético tiene lugar gracias a la capacidad intrinseca de los viriones
de unirse a la superficie de la célula hepética y de liberar el material genético en su
interior. En este sentido y tal como se menciond anteriormente, es preferible el uso de

rAAV en los que las proteinas de la capsida pertenezcan a los serotipos AAV1, AAV8 y
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AAVS5 tal y como ha sido descrito con anterioridad (Nathwani et al., 2007, Blood 109:
1414-1421; Kitajima et al., 2006, Atherosclerosis 186:65-73).

En la segunda etapa del método de la invencidn, las cé¢lulas que contienen en su interior
la construccion génica de la invencidn se ponen en contacto con un agente inductor, de
forma que se active la transcripcidn tanto del transactivador como del polinucleotido de
interés. La concentracion optima de agente inductor asi como ¢l tiempo adecuado de
incubacién de las células con dicho agente inductor deberdn ser determinados de forma

experimental.

La determinacion de la expresion del polinucledtido de interés en respuesta al agente
inductor se puede determinar usando técnicas conocidas para un experto en la materia
para la determinacion de los niveles de ARNm en una muestra (RT-PCR, Northern blot
y similares) o para la determinacion de los niveles de proteina (ELISA, Western blot,

RIA y similares)

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y USOS TERAPEUTICOS DE LA
INVENCION

Los compuestos de la invencion resultan de utilidad para la expresion controlada
temporal y hepatoespecifica de productos de interés terapéutico. Por tanto, en otro
aspecto, la invencion se relaciona con una preparacion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de una construccion génica de la invencion, de un
vector de la invencion, de un virién de la invencidn y un vehiculo (carrier) o excipiente

farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con una construccion génica de la invencion,

un vector de la invencidn o un virion de la invencidn para su uso en medicina.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidon pueden ser administradas por
cualquier ruta, incluyendo, sin ser limitante, oral, intravenosa, intramuscular,

intrarterial, intramedular, intratecal, intraventricular, transdérmica, subcutanea,
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intraperitoneal, intranasal, entérica, todpica, sublingual o rectal. Una revision de las
distintas formas de administracidon de principios activos, de los excipientes a utilizar y
de sus procedimientos de fabricacion puede encontrarse en el Tratado de Farmacia
Galénica, C. Fauli i Trillo, Luzdn 5, S.A. de Ediciones, 1993 y en Remington’s
Pharmaceutical Sciences (A.R. Gennaro, Ed.), 20* edicidén, Williams & Wilkins PA,
USA (2000). Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables son conocidos en el
estado de la técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua,
emulsiones, tales como emulsiones aceite/agua, diferentes tipos de agentes humectantes,
soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden dichos vehiculos se
pueden formular por procedimientos convencionales conocidos en el estado de la

técnica.

En el caso de que se administren acidos nucleicos (los polinucléotidos de la invencidn,
los vectores, las construcciones génicas o los vectores virales), la invencién contempla
composiciones farmacéuticas especialmente preparadas para la administracion de
dichos 4cidos nucleicos. Las composiciones farmacc¢uticas pueden comprender dichos
acidos nucleicos en forma desnuda, es decir, en ausencia de compuestos que protejan a
los 4cidos nucleicos de su degradacion por las nucleasas del organismo, lo que conlleva
la ventaja de que se elimina la toxicidad asociada a los reactivos usados para la
transfeccion. Rutas de administracion adecuadas para los compuestos desnudos
incluyen intravascular, intratumoral, intracraneal, intraperitoneal, intraesplénica,
intramuscular, subretinal, subcutdnea, mucosa, topica y oral (Templeton, 2002, DNA
Cell Biol., 21:857-867). Alternativamente, los 4cidos nucleicos pueden administrarse
formando parte de liposomas, conjugadas a colesterol o conjugados a compuestos
capaces de promover la translocacion a través de membranas celulares tales como el
péptido Tat derivado de la proteina TAT de HIV-1, la tercera hélice del homeodominio
de la proteina Antennapedia de D.melanogaster, la proteina VP22 del virus del herpes
simplex, oligdmeros de arginina y péptidos tales como los descritos en WO07069090
(Lindgren, A. et al., 2000, Trends Pharmacol. Sci, 21:99-103, Schwarze, S.R. et al.,
2000, Trends Pharmacol. Sci., 21:45-48, Lundberg, M et al., 2003, Mol. Therapy 8:143-
150 y Snyder, E.L. y Dowdy, S.F., 2004, Pharm. Res. 21:389-393).
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En caso de que se administren viriones, la cantidad de éstos y el tiempo de
administracidon dependeran de las circunstancias y deberan ser optimizadas en cada caso
por el experto en la materia usando tecnologia estandar. Asi, es posible la
administracidon de cantidades terapéuticamente eficaces de viriones de la invencién
mediante una unica administracion, tal como por ejemplo, una unica inyeccion de un
numero suficiente de particulas infecciosas para proporcionar beneficio terapéutico al
paciente que se somete a tal tratamiento. De forma alternativa, en algunas
circunstancias, puede ser deseable proporcionar administraciones multiples o sucesivas
de las composiciones de viriones, bien durante un periodo de tiempo relativamente corto
o relativamente prolongado, como puede ser determinado por el médico que supervisa
la administracién de tales composiciones. Por ejemplo, el numero de particulas
infecciosas administrado a un mamifero puede ser del orden de alrededor de 107, 10°,
10°, 10", 10", 10", 10", o incluso mayor, particulas infecciosas/ml dadas como una
dosis tnica, o divididas en dos o mas administraciones como se pueda requerir para
alcanzar la terapia de la enfermedad o trastorno particular que se va a tratar. De hecho,
en ciertas formas de realizacidn, puede ser deseable administrar dos o mas
composiciones de diferentes de vectores de viriones, bien solas 0 en combinacion con
uno o mas farmacos para alcanzar los efectos desecados de la pauta terapéutica
particular. En la mayoria de las pautas de terapia génica basada en viriones, ¢l uso de un
promotor especifico de higado para controlar la expresion del polinucledtido de interés
resultard en que se requerird un titulo menor de particulas infecciosas cuando se usan
los viriones segun la invencién que comparado con protocolos de terapia génica

convencionales.

En otra forma de realizacion, las composiciones y polinucledtidos de la invencidn se
administran mediante la llamada “administracion hidrodindmica” segun ha sido descrito
por Liu, F., et al., (Gene Ther, 1999, 6:1258-66). Segun dicho método, los compuestos
se introducen en el organismo por via intravascular a alta velocidad y volumen, lo que
resulta en unos elevados niveles de transfeccion con una distribucion mas difusa. Se ha
demostrado que la eficacia del acceso intracelular depende de forma directa del
volumen de fluido administrado y de la velocidad de la inyeccion (Liu et al., 1999,

Science, 305:1437-1441). En ratones, la administracion se ha optimizado en valores de
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Iml/10 g de peso corporal en un periodo de 3-5 segundos (Hodges et al., 2003,
Exp.Opin.Biol.Ther, 3:91-918). El mecanismo exacto que permite la transfeccion
celular in vivo con polinucleétidos tras su administracion hidrodindmica no es del todo
conocido. En el caso de ratones, se piensa que la administracion por la vena de la cola
tiene lugar a un ritmo que excede el ritmo cardiaco, lo que provoca que el fluido
administrado se acumule en la vena cava superior. Este fluido accede posteriormente a
los vasos en los 6rganos y, posteriormente, a través de fenestraciones en dichos vasos,
accede al espacio extravascular. De esta forma, el polinucledtido entra en contacto con
las células del 6rgano diana antes de que se mezcle con la sangre reduciendo asi las

posibilidades de degradacion por nucleasas.

Las composiciones de la invencidon pueden ser administradas en dosis de menos de 10
mg por kilogramo de peso corporal, preferiblemente menos de 5, 2, 1, 0.5, 0.1, 0,05,
0,01, 0,005, 0,001, 0,0005, 0,0001, 0,00005 6 0,00001 mg por cada kg de peso corporal
y menos de 200 nmol de agente ARN, es decir, en torno a 4.4 x 10'° copias por kg de
peso corporal o menos de 1500, 750, 300, 150, 75, 15, 7,5, 1,5, 0,75, 0,15 6 0,075 nmol
por Kg de peso corporal. La dosis unitaria se puede administrar por inyeccion, por
inhalacién o por administracion topica. En el caso de que se administren viriones AAV,
estos pueden ser administrados sistémicamente puesto que gracias a su tropismo por
células hepaticas, accederan a este organo. No obstante, en ¢l caso de que se
administren las construcciones génicas de la invencion o los plasmidos de la invencion,
estos deben ser preferiblemente administrados de forma dirigida al higado mediante la
administracidon en la arteria hepatica o mediante otros sistemas de administracion
hepatica conocidos en el estado de la técnica tales como los descritos por Wen et al,
(World J. Gastroenterol, 2004, 10, 244-9), Murao et al, (Pharm. Res., 2002, 19, 1808-
14), Lin et al, (Gene Ther., 2003, 10, 180-7), Hong et al, (, J. Pharm. Pharmacol., 2003,
54, 51-8), Herrmann et al., (Arch Virol, 2004, 149, 1611-7) y Matsuno et al., (Gene
Ther, 2003, 10, 1559-66). Las composiciones s¢ pueden administran a dosis de entre
0.00001 mg a 3 mg, preferiblemente entre 0.0001 y 0.001 mg, aun més preferiblemente
en torno a 0,03 y 3.0 mg por 6rgano, en torno a 0,1 y 3,0 mg por organo o entre 0,3 y

3,0 mg por organo.
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La dosis a administrar de las composiciones de la invencion depende de la severidad y
respuesta de la condicion a tratar y puede variar entre varios dias y varios meses o hasta
que se observe que la condicion remite. La dosificacidon optima se puede determinar
realizando mediciones periodicas de las concentraciones de agente en el organismo del
paciente. La dosis dptima se puede determinar a partir de los valores de EC50 obtenidos
mediante ensayos previos in vitro o in vivo en modelos animales. La dosis unitaria se
puede administrar una vez al dia o menos de una vez al dia, preferiblemente, menos de
una vez cada 2, 4, 8 o 30 dias. Alternativamente, es posible administrar una dosis inicial
seguida de una o varias dosis de mantenimiento, generalmente de menos cantidad que la
dosis inicial. El régimen de mantenimiento puede implicar tratar al paciente con dosis
que oscilan entre 0,01 ug y 1,4 mg/kg de peso corporal por dia, por ejemplo 10, 1, 0,1,
0,01, 0,001, 0 0,00001 mg por kg de peso corporal por dia. Las dosis de mantenimiento
se administran, preferiblemente, como mucho una vez cada 5, 10 6 30 dias. El
tratamiento se debe continuar durante un tiempo que variard segun el tipo de alteracion
que sufra el paciente, su severidad y el estado del paciente. Tras el tratamiento, se debe
monitorizar la evolucidn del paciente para determinar si se debe incrementar la dosis en
caso de que la enfermedad no responda al tratamiento o se disminuye la dosis si se
observa una mejora de la enfermedad o si se observan efectos secundarios indeseados.

La dosis diaria se puede administrar en una nica dosis o en dos o mas dosis segun las
circunstancias particulares. Si se desea una administracion repetida o administraciones
frecuentes, es aconsejable la implantacidn de un dispositivo de administracion tal como
una bomba, un catéter semipermanente (intravenoso, intraperitoneal, intracisternal o

intracapsular) o un reservorio.

Dado que las construcciones de la invencidon permiten la expresion de un polinucledtido
de interés de forma regulada cuando la célula que contienen dicha construccion se pone
en contacto con un agente inductor, los usos terapéuticos de las construcciones génicas
de la invencion contemplan una segunda etapa de administracion de agente inductor. El
agente inductor puede administrarse en forma de prodroga, sal, solvato o clatrato, bien
de forma aislada o bien en combinacién con agentes activos adicionales. Excipientes
preferidos para su uso en la presente invencion incluyen azicares, almidones, celulosas,

gomas y proteinas. Los agentes inductores se pueden administrar como formulados en
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una forma farmacéutica de administracion sélida (por ejemplo comprimidos, capsulas,
grageas, granulos, supositorios, sélidos estériles cristalinos o amorfos que pueden
reconstituirse para proporcionar formas liquidas etc.), liquida (por ejemplo soluciones,
suspensiones, emulsiones, elixires, lociones, ungiientos etc.) o semisolida (geles,
pomadas, cremas y similares). La dosis de agente inductor, la via de administracion y el
tiempo de espera entre la administracion de la construccion génica o de los viriones y la
administracion del agente inductor pueden ser determinados en cada caso concreto de

forma rutinaria por el experto en la materia.

Dada la capacidad de las construcciones de la invencidon de permitir la expresion
regulada de forma temporal y espacial en el higado, estas construcciones son
particularmente adecuadas para la expresion en el higado de polipéptidos cuya funcidén
es de utilidad para el tratamiento y prevencion de enfermedades hepaticas. Asi, en otro
aspecto, la invencidn se relaciona con una construccidon génica de la invencion, con un
vector de la invencidon, con un genoma viral de la invencidon, con un viridon de la
invencion o con una composicion farmacéutica de la invencion para su uso en el
tratamiento de una enfermedad hepatica. Alternativamente, la invencidn se relaciona
con ¢l uso de una construccidon génica de la invencidn, de un vector de la invencion, de
un genoma viral de la invencidn, de un viriéon de la invencidén o de una composicion
farmacéutica de la invencion para la fabricacion de un medicamento para su uso en el
tratamiento de una enfermedad hepéatica. Alternativamente, la invencion se relaciona
con un método para el tratamiento de una enfermedad hepética que comprende la
administracion a un individuo que lo necesita de una construccion génica de la
invencién, de un vector de la invencion, de un genoma viral de la invencidon, de un

virion de la invencidn o de una composicion farmacéutica de la invencion.

El término “tratamiento”, como se usa aqui, se refiere al acto de revertir, mejorar o
inhibir la evolucion del trastorno o afeccion para el que se aplica tal término, o uno o

mas sintomas de tal trastorno o afeccion.

El término “prevencidn”, como se usa aqui, se refiere al acto de evitar que se produzca,

exista, o de forma alternativa retrasar el inicio o reaparicion de una enfermedad,
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trastorno o afeccion para la cual se aplica tal término, o uno o mas de los sintomas

asociados con una enfermedad, trastorno o afeccion.

Trastornos hepaticos que pueden ser tratados o prevenidos de forma adecuada mediante
el uso de las construcciones, vectores y viriones de la invencién se muestran en la Tabla

1 junto el polipéptido que deberia ser codificado por el polinucledtido de interés:
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Polipéptido codificado por
el polinucleotido de interés

Enfermedad

IFNa5

hepatitis crénica C
hepatitis crénica B
adyuvante vacunas
hepatocarcinoma

Oncostatina M

hepatitis crénica C
hepatitis crénica B
hepatocarcinoma

Cardiotrofina

Transplante hepético
Transplante renal
Hepatectomias
hepatitis crénica C
hepatitis cronica B
hepatocarcinoma

L6

Transplante hepético
Transplante renal
Hepatectomias

Anfiregulina

Transplante hepatico
Hepatectomias

Adyuvante de vacunas

Adyuvante inmunoterapia
hepatitis crénica C
hepatitis cronica B
hepatocarcinoma

Hepatocarcinoma
Adyuvante inmunoterapia
hepatitis crénica C
hepatitis cronica B

CDI134:

Adyuvante inmunoterapia

CDI37:

Adyuvante inmunoterapia

PBGD:

Porfiria aguda intermitente

pl7(inhibidor TGF-$1)

Adyuvante en el cancer de colon
Fibrosis Pulmonar
Metastasis a hueso

pl44(inhibidor TGF-1)

Adyuvante en el cancer de colon
Proétesis mamarias

Esclerosis sistémica

Morfea

Quemaduras

Fribrosis cardiaca

Fibrosis renal

Inhibidores IL10

Infecciones virales
Infecciones bacterianas
Infecciones parasitarias
Linfoma no Hodgking

Inhibidores FoxP3

Adyuvante inmunoterapia
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(bloqueo células T reguladoras)
Iinhibidores TNFa. Artritis reumatoide
Inhibidores VEGF Antiangiogénesis
Inhibidores PD-1 Adyuvante inmunoterapia
Inhibidores CD132 Adyuvante inmunoterapia
IGF-I cirrosis

Tabla 1: Polinucleodtidos de interés que pueden ser incoporados en
las construcciones génicas de la invencion y transtornos en los que

pueden ser utilizados.

En una forma de realizacion preferida, el polinucledtido de interés codifica IL-12 o una
variante funcionalmente equivalente en cuyo caso la construccidén génica de la
invencidn, un vector de la invencidn, el genoma viral de la invencién o el virién de la
invencién o la composicion farmacéutica de la invencion se emplean para el tratamiento
del cancer hepatico. El término “cancer hepético”, segiin se usa en la presente
invencidn, se refiere tanto al cdncer primario como al cancer secundario incluyendo el
formado a partir de cualquier tipo de tumor primario. El tipo de cadncer hepético incluye,
sin limitacion, carcinoma hepatocelular (Ilamado a veces hepatoma o HCC), carcinoma,
HCC fibrolamelar, colangiocarcinoma, hemangioma, adenoma hepdticos, hiperplasia

focal nodular, angiosarcoma y hepatoblastoma.

CONSTRUCCIONES Y VECTORES DE USO GENERAL DE LA INVENCION

El experto en la materia apreciard que el promotor bidireccional hepatoespecifico de
acuerdo a la invencion no tiene porque encontrarse necesariamente formando parte de
una construccidn génica que comprende adicionalmente un activador transcripcional y
un polinucledtido de interés sino que puede ser usado aisladamente como elemento

integrante de otros vectores, genomas virales o construcciones génicas.

Asi, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un operador-promotor inducible
bidireccional adecuado para la expresion hepatoespecifica ¢ inducible por un agente
inductor de dos polinucledtidos de interés que comprende

(1)  al menos un elemento de respuesta al transactivador en su forma activa,

es decir en presencia del inductor,
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(1) una primera secuencia promotora hepatoespecifica y

(i)  una segunda secuencia promotora hepatoespecifica,
en donde la primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica actiian de
forma divergente con respecto al elemento de respuesta al agente inductor y en donde
la actividad promotora de la primera y la segunda secuencia promotora
hepatoespecifica se ve aumentada en presencia de un transactivador que tras la

administracion del agente inductor se une al elemento de respuesta.

Los elementos que forman el operador inducible bidireccional, en concreto, ¢l elemento
de respuesta al transactivador en su forma activa, la primera secuencia promotora
hepatoespecifica y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica han sido descritos
en detalle con anterioridad y se interpretan de la misma forma que se ha descrito

anteriormente en relacion con la construccion génica de la invencidn.

En una forma preferida de realizacion, el operador-promotor bidireccional regulable
comprende al menos un elemento de respuesta a transactivador+tetraciclina. En una
forma de realizacion atin mas preferida, ¢l elemento de respuesta a la tetraciclina

comprende un secuencia de acidos nucleicos definida en SEQ.ID.NO.:1.

En otra forma preferida de realizacion, la primera secuencia promotora hepatoespecifica
y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica son iguales. En una forma de
realizacion atin més preferida, la primera secuencia promotora hepatoespecifica y la
segunda secuencia promotora hepatoespecifica comprenden el promotor del gen de
albumina o una variante funcionalmente equivalente del mismo. En una forma de
realizacidén atin mas preferida, el promotor del gen de albumina comprende una

secuencia seleccionada del grupo de SEQ.ID.NO.:2 y SEQ.ID.NO.:3.

En otra forma preferida de realizacion, el operador-promotor inducible bidireccional

comprende la SEQ.ID.NO.: 4.
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Asi, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con una construccidon génica adecuada
para la expresion hepatoespecifica e inducible por un agente inductor de un
polinucleétido de interés que comprende

(a) Un operador-promotor inducible bidireccional que comprende

(1) al menos un elemento de respuesta al transactivador en su forma
activa, es decir en presencia del inductor,
(i) una primera secuencia promotora hepatoespecifica y
(i) una segunda secuencia promotora hepatoespecifica,

(b) una secuencia nucleotidica que codifica un transactivador activable por
dicho agente inductor que se encuentra operativamente acoplada a la
primera secuencia promotora hepatoespecifica y una sefial de
poliadenilaciéon situada en posicion 3’ con respecto a la regidn que
codifica el transactivador,

en donde la primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica actiian de
forma divergente con respecto al elemento de respuesta al agente inductor y en donde la
actividad promotora de la primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica
se ve aumentada en presencia de dicho agente inductor y en presencia de un
transactivador que se une al elemento de respuesta en el operador-promotor inducible

bidireccional .

Los elementos que forman el operador inducible bidireccional, en concreto, ¢l elemento
de respuesta al agente inductor, el tipo de transactivador, la primera secuencia
promotora hepatoespecifica, la segunda secuencia promotora hepatoespecifica y la sefial
de poliadenilacion han sido descritos en detalle con anterioridad y se interpretan de la
misma forma que se ha descrito anteriormente en relacion con la primera construccion

génica de la invencion.

En una forma preferida de realizacion, el operador-promotor bidireccional regulable
comprende al menos un clemento de respuesta a una tetraciclina. En una forma de
realizacidon aiin mas preferida, el elemento de respuesta a la tetraciclina comprende una

secuencia de acidos nucleicos definida en SEQ.ID.NO.:1.
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En otra forma preferida de realizacion, el transactivador es un transactivador reverso
dependiente de tetraciclina. En una forma de realizacidén ain més preferida, el

transactivador activable por tetraciclinas reverso rtTA es rtTA-M2.

En otra forma preferida de realizacion, la primera secuencia promotora hepatoespecifica
y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica son iguales. En una forma de
realizacion atin mas preferida, la primera secuencia promotora hepatoespecifica y la
segunda secuencia promotora hepatoespecifica comprenden el promotor del gen de
albimina o una variante funcionalmente equivalente del mismo. En una forma de
realizacién aun mas preferida, el promotor del gen de albumina comprende una

secuencia seleccionada del grupo de SEQ.ID.NO.: 2 y SEQ.ID.NO.:3.

En otra forma preferida de realizacion, el operador-promotor inducible bidireccional

comprende la SEQ.ID.NO.: 4.

En otra forma preferida de realizacion, la sefial de poliadenilacion es una sefial de
poliadenilacion bidireccional. En una forma de realizacion aun mas preferida, la sefial

de poliadenilacién es una sefial de poliadenilacidn bidireccional del virus SV40.

La segunda construccion génica de la invencidn puede aportarse de forma aislada o,
preferiblemente, puede aportarse formando parte de un vector para facilitar su
propagacidén y manipulacion. En una forma preferida de realizacion, el vector
comprende, adicionalmente y en posicidn 3’ con respecto a la segunda secuencia
promotora hepatoespecifica uno o varios sitios que permite ¢l clonaje de polinucledtidos
de interés de forma que puedan ser expresados de forma hepatoespecifica en respuesta a
la adicion del agente activador. Preferiblemente, los sitios de clonaje se encuentran
agrupados formando un sitio de clonaje multiple tal y como aparece frecuentemente en
vectores de clonaje. Asi, el término “sitio de clonaje multiple”, tal y como se usa en la
presente invencion, se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que comprende una
serie de dos o mas secuencias diana para endonucleasas de restriccion proximas entre si.
Sitios de clonaje multiple incluyen dianas para endonucleasas de restriccion que permite

la insercion de fragmentos que muestran extremos romos, extremos 5’ protuberantes o
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extremos 3’ protuberantes. La insercion de polinucledtidos de interés se lleva a cabo
usando métodos estandar de bilogia molecular tal y como se describen, por ejemplo, por

Sambrook et al (supra.)

La invencion se describe a continuacién por medio de los siguientes ejemplos que

tienen cardcter meramente ilustrativo y en ningtn caso limitativo de la invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Construccion y caracterizacion del virus recombinante

l'AAV-pTetbidi-pCMV-lllC.

El objetivo principal era obtener un vector inducible basado en AAV8 que permitiera
regular la expresion del transgén en el tiempo, variando la dosis de inductor
administrada, y que dirigiera la expresion del transgén especificamente a los
hepatocitos, actuando de esta manera en el sitio diana de nuestra terapia, y evitando
posibles efectos adversos téxicos del transgén. Dado que el AAVS transduce
mayoritariamente el higado con alta eficiencia, quisimos averiguar si el sistema rAAV-
pTetpiai-pCMV-luc cumplia con las caracteristicas anteriormente explicadas al ser

administrado mediante via intravenosa por la vena de la cola.

Este sistema habia sido previamente caracterizado por Chtarto y cols (Chtarto, A., et al.
Gene Ther, 2003. 10: 84-94), pero su administracion habia sido intracerebral, por lo

cual se desconocia la biodistribucion del sistema tras su administracion sistémica.

Para ello se utilizé como gen reportero el gen de la luciferasa, que permitié analizar in
vivo la biodistribucidén de la expresion del transgén, ademas de permitir su
cuantificacion. Para ello se reemplazd el gen de la eGFP presente en el plasmido,
amablemente cedido por la Dra. Lilianne Tenenbaum de la Universidad de Libre de
Bruselas, por el gen de la luciferasa de luciérnaga, para obtener el sistema rAAV-
pTethiai-pCMV-luc (Figura 2.A) con el cual produjimos los viriones rAAV2/8-pTetyigi-
pCMV-luc.
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1.1 Construccion del vector

Detalladamente, el plasmido que contiene ¢l genoma recombinante de AAV con el
sistema inducible pTetyig-pCMV-luc (pACIM2-pCMV-luc) se generd de la siguiente
manera: se amplificd el gen de la luciferasa a partir del plasmido pAlb-luc (Kramer G.
et al. Molecular Therapy 2003, 7: 375-385) con los cebadores A (cebador sentido) y B
(cebador antisentido) (A: GTCGAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC
(SEQ.ID.NO.:11) y B: GCGGCCGC TTA CAC GGC GAT CTT TCC
(SEQ.ID.NO.:12) que contienen en sus extremos 5°, los sitios Sall (cebador sentido), y
Notl (cebador antisentido). Este fragmento se subclond en el vector de clonaje
pCDNA3.1/V5-His TOPO TA (Invitrogen), y se extrajo de ¢l mediante digestion con
las enzimas anteriormente mencionadas. El fragmento extraido se insertd en el vector
pACIM2-EGFP (Chtarto, A., et al. Gene Ther, 2003. 10: 84-94; Chtarto, A, et al. Exp
Neurol, 2007, 204: 387-399) previamente digerido con las mismas enzimas, obteniendo

el plasmido pACIM2-pCMV-luc.

Una vez obtenido el plasmido conteniendo el sistema pTetyai-pCMV-luc, se produjeron
viriones rAAV2/8 mediante transfeccion con PEI en células HEK 293T para lo que se

sigui6 el siguiente protocolo:

Veinticuatro horas antes de la transfeccion se plaquearon 8,5x10° células/placa en
medio DMEM completo, y en placas de 150 mm de didmetro (30 placas
aproximadamente/produccidn), para alcanzar una confluencia del 70-80% en el
momento de la transfeccidn. Momentos antes de la transfeccion se cambié el medio por

DMEM al 1-2%.
Se prepararon los complejos PEI-ADN de la siguiente manera:
a) Preparacion de la solucion de ADN: Se prepard una solucién de ADN con la

cantidad apropiada de los plasmidos poF6 (40 ug/placa), p518 (20 pg/placa) y el

que contenia al genoma de AAV-2 recombinante correspondiente (20 pg/placa), en
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solucidn salina o suero fisiologico estéril, en un volumen final de 1 ml por placa. Se
mezcld e incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Las caracteristicas de los

plasmidos se describen al final del protocolo.

Preparacion de la solucion de PEIL: Simultdneamente a la preparacion de la solucion
de ADN se prepard la solucion del agente de transfeccion, PEI, en un volumen final
de 1ml de suero fisioldgico estéril por placa. Para calcular el volumen de PEI
10mM que se disolvio en suero salino por placa utilizamos la ecuacion

_ ugADNx 3 x(N/P)
concentraciéonPE| ’

ulPEI en la cual: ug ADN = 80; ¢l cociente N/P=10; y la

concentracion de PEI = 10mM. Se mezclo el volumen de PEI calculado y se incubd

durante 5 min a T.amb.

Una vez transcurridos los 5 minutos, se agrego la solucion del PEI sobre la ADN y
se agitd vigorosamente con vortex durante 15 segundos, tras lo cual se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacion y

estabilizacion de los complejos PEI-ADN.

Posteriormente se afiadieron 2 ml de los complejos PEI-ADN por placa, gota a gota

utilizando micropipetas y distribuyéndose por toda la placa. Se agitd suavemente la

placa en forma de cruz, y se incubd a 37°C durante 4-6 horas. Transcurrido ese periodo

de tiempo, se agregaron 10 ml de medio DMEM al 5% de FBS por placa, y se incubd a

37°C en una atmosfera con 5% de CO,, durante 48 horas.

A las 48 horas post-transfeccion se quitd ¢l medio a las células, y se despegaron

mecanicamente, utilizando raspador (Costar, Corning). Se lavd cada placa con 3 ml de

medio DMEM limpio y se recogieron en tubo Falcon de 50 ml. Se centrifugaron las

células a 1800 rpm durante 5 minutos, y se descarto el sobrenadante. El total de células

se resuspendid en 18,5 ml de medio DMEM limpio y se congeld a -80 °C para su

posterior purificacion.
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Para liberar el virus producido en el interior de las células 293T se realizaron 3 pasos
sucesivos de congelacion y descongelacion a —80 °C y 37 °C, respectivamente. A
continuacion se centrifugd a 3000 rpm y 4 °C durante 5 minutos para eliminar los restos
celulares. El sobrenadante se incub6 con 0.1 mg por placa de DNAsa I y RNAsa A
(Roche) durante 30 minutos a 37 °C y se filtré6 empleando filtros de un tamafio de poro

de 0.22 um (MILLIPORE).

Nota: a) el plasmido pdF6 fue cedido amablemente por la empresa AMT (Amsterdam
Molecular Therapeutics). Contiene los genes de adenovirus necesarios para la
replicacion viral de un AAV, b) el plasmido p518 fue cedido amablemente por la
empresa AMT (Amsterdam Molecular Therapeutics). Contiene los genes que codifican

las proteinas Rep del serotipo AAV-2 y las proteinas VP del serotipo 8.

Para la purificacion de los vectores adeno-asociados se empled el método de
ultracentrifugacion en gradiente de iodixanol. Para preparar las fases, se prepard el
tampén 7,4X PBS-MK fresco (500 ml PBS sin Mg”" y sin Ca®" + 50 ml de 1M MgCl,
+ 125 ml 1M KCI). En la Tabla 2 se resume la preparacion de las fases del gradiente

utilizado.

15 125 ml 67,57 ml 100 ml 207,43 ml 500 ml
25 125 ml 40,5 ml - 134,5 ml 300 ml
40 200 ml 40,5 ml - 59,5 ml 300 ml
60 60 ml - - - 60 ml

Tabla 2: Composicion de las fases del gradiente utilizado para la purificacion de los

AAV
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Los volumenes totales de cada fase preparados dependen de la cantidad de

purificaciones a realizar en cada ocasion.

Todos los tampones utilizados en este protocolo se esterilizaron por filtracion utilizando
filtros con un tamafio de poro de 0,22 um (MILLIPORE). Para la ultracentrifugaciéon se
utilizaron tubos de 25x89 mm Quick-Seal-Ultra-Clear (Beckman). El gradiente de
iodixanol se formé utilizando pipetas pasteur de vidrio de 23 mm. Se introdujo una
pipeta hasta el fondo del tubo y se comenzo a preparar el gradiente por la fase menos
densa, constituida por el lisado celular enriquecido con los vectores adeno-asociados
(18,5 ml), seguido de 9 ml de la solucién de iodixanol al 15%, 5 ml de la solucion al
25%, 5 ml de la solucion al 40% y finalmente 3 ml de la solucion al 60%. Se
equilibraron los tubos y se sellaron. Posteriormente se realizo la ultracentrifugacion a

69000 rpm y 16 °C durante 1 hora, utilizando el rotor Beckman 70 Ti.

Tras la ultracentrifugacion, las particulas de AAV concentradas en la interfase 40%-
60% de iodixanol, se recogieron pinchando el fondo del tubo con aguja y jeringa de 5
ml. Los 5 ml obtenidos, enriquecidos en particulas virales (fraccion 1), se lavaron y
concentraron en PBS + sacarosa al 5%, utilizando centricén (Amicon Ultra-15,
Centrifugal Filter Devices-MILLIPORE). Para ello los centricones se centrifugaron a
5000 rpm y 4 °C durante 10 minutos. La cantidad de lavados y los tiempos de
centrifugacion varian en cada produccidn, y se realizaron hasta que se observo ausencia
de viscosidad propia del iodixanol. El virus se concentré en 1 ml de PBS 5% sacarosa, y
se almacend a — 80°C hasta su utilizacidén. El porcentaje de recuperacion fue de

aproximadamente 94%.

1.2 Medida de actividad luciferasa en animal vivo mediante determinacién de

bioluminiscencia con camara CCD.

Para realizar las mediciones de la actividad luciferasa obtenida tras la administracion de
los viriones rAAV?2/8 conteniendo ¢l sistema inducible rAAV-pTetigi-pCMV-luc, los
ratones fueron anestesiados con ketamina/xilacina y se les administrd, por via

intraperitoneal, 100 ul de D-luciferina (Xenogen/Alameda, EE.UU) diluida en PBS a
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una concentracién de 30 mg/ml. Tras 5 minutos, los animales se colocaron en una
camara oscura luminométrica (CCD, del inglés: “cooled-charged couple device”, IVIS,
Xenogen Corp., Alameda, EE.UU) y se obtuvo una imagen de luminiscencia
superpuesta a una fotografia en escala de grises. La imagen de luminiscencia representa
la intensidad de luz mediante una escala de color, siendo ¢l azul la intensidad menor, y
el rojo la intensidad mayor. Para el tratamiento de estas imagenes se utilizé el programa
informatico Livinglmage (Xenogen Corp., Alameda, EE.UU.) que permite cuantificar la
sefial. Las unidades empleadas para medir la bioluminiscencia son fotones/segundo. Los
fundamentos de la metodologia utilizada se describen en los siguientes articulos:
Bronstein 1, et al., Chemiluminescent and Bioluminescent Reporter Gene Assays. Anal
Biochem, 1994. 219: p.196-181; y Contag CH, et al, Advances in in vivo
bioluminescence imaging of gene expression. Annu Rev Biomed Eng., 2002. 4: p.235-
60.

1.3 Expresion basal e inducibilidad del sistema en ratones BALB/c:

Como primera aproximacion a la caracterizacion del sistema rAAV2/8-pTetpigi-pCM V-
luc, inyectamos 3 dosis diferentes de virus por via intravenosa, en 3 grupos de 4
hembras BALB/c: 1x10'", 3x10'°, y 1x10'° gv/raton. Esperamos 15 dias (ya que la
transduccién hepatica por un rAAVS tarda 14 dias aproximadamente en llegar a su
maximo de expresidén (Pafieda, A., et al. Hum. Gene Ther. 2009, 20: 908-917), y
medimos los niveles de actividad de la luciferasa en ausencia de inductor, o expresion
en estado basal. El dia 15 post inyeccidn, realizamos una inyeccidon intraperitoneal
(i.p.). de 50 mg/Kg de dox, y al dia siguiente mantuvimos la induccién mediante la
administracioén de la doxiciclina en agua de bebida durante 6 dias consecutivos (2
mg/ml de dox, y 5% de sacarosa). Este protocolo de induccién fue puesto a punto en
nuestro departamento para otro sistema inducible TetON (Zabala, M., et al., Cancer
Res. 2004; 64:2799-2804), y fue con ¢l cual se obtuvieron mayores niveles de

induccion del transgén, sin llegar a niveles de toxicidad mediada por el inductor.

Las mediciones de actividad de luciferasa se realizan delimitando un area de interés

clegida por el usuario. En este caso, elegimos el area abdominal superior o hepética,
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representada por una circunferencia en la Figura 3.A, y el 4rea total del animal,

representada por un 6valo en la Figura 3.B.

Las mediciones de bioluminiscencia a lo largo del tiempo se muestran en la Figura 4.

Como se puede comprobar en la Figura 4, los niveles de actividad de luciferasa total, es
decir cuando se analiza todo el animal, son significativamente superiores a los niveles
obtenidos al medir solamente el area abdominal superior o hepética tanto en el estado
basal como en el inducido, y durante todo ¢l periodo de induccion, indicando que el
transgén se expresa considerablemente en otros 6rganos aparte del higado, como
también se observa en las imagenes de bioluminiscencia capturadas por la camara CCD,
que no se muestran por poseer un cddigo de colores imposible de interpretar en escala

de grises.

Por otra parte, la actividad basal o residual del sistema es dependiente de la dosis de
virus administrada. Considerando que ¢l ruido de fondo de la cdmara de
bioluminiscencia para el area seleccionada es aproximadamente 1x10°, podemos decir
que la actividad basal de luciferasa en el area hepética es relativamente baja en los tres

casos, siendo muy cercana al ruido de fondo con la menor dosis de virus utilizada.

Como se puede ver en la Figura 4, tras la administracion de la doxiciclina, se observa un
aumento de aproximadamente 3 a 4 veces en la expresion de luciferasa en todos los
grupos, tanto en el drea hepatica como en el animal completo. Por otra parte, se
comprucba que la expresidon del transgén se mantiene estable durante los 7 dias de

induccién mediante la administracién de doxiciclina en agua de bebida.

Respecto a la cinética de inducibilidad del sistema se observa que, a las 10 horas post
administracion intraperitoneal de doxiciclina, el transgén alcanza el mismo nivel de
expresion que a las 24 horas (sin haber agregado atin la dox en agua de bebida). Por lo
tanto, de aqui en adelante, tras la administracion de una inyeccion i.p. de doxiciclina, se
medird la actividad luciferasa del estado de induccidn 24 horas post administracion de la

droga.
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1.4 Dosis-respuesta del sistema a la doxiciclina y toxicidad.

En vista de que los niveles de actividad de luciferasa obtenidos en el estado inducido
fueron muy bajos, se decidido aumentar la dosis de inductor. Para ello, se administraron
dos dosis consecutivas de 100 y 200 mg/kg de dox i.p separadas por un periodo de 14

dias.

Se midié la actividad luciferasa del area hepatica, 24 horas post induccion. Comparando
los niveles de actividad luciferasa en estado inducido se observa una respuesta lineal
respecto a la dosis de dox administrada (Figura 5), pero esta linealidad se pierde al
alcanzar la dosis de 200mg/Kg de dox. Al llegar a este punto, varios ratones murieron y
el resto fueron sacrificados, ya que mostraban sintomas de toxicidad mediada por dox
(fiebre, adherencias abdominales, etc). Estos sintomas también se observaron en los
ratones control, sin vector. La tasa de induccion maxima del sistema se alcanza a una

dosis de 100 mg/Kg de dox, y es aproximadamente de 10 veces.

1.5 Biodistribuciéon de rAAV-pTetyigi-pCMV-luc

Para realizar un estudio de la biodistribucion de la actividad del transgén obtenida tras
la induccidn del sistema rAAV-pTetyigi-pCMV-luc en ratones de ambas cepas y sexos,
s¢ indujeron 4-8 ratones por grupo (que habian sido infectados 21 dias antes con 1x10"
gv/raton del rAAV2/8 con ¢l correspondiente sistema de induccion), con 50 mg/Kg de
dox i.p. A las 24 hs se determind la actividad de luciferasa in vivo en la cdmara CCD y
posteriormente, se sacrificaron los animales y se extrajeron varios de sus organos,
congelandolos inmediatamente para luego medir la actividad luciferasa de cada uno de

ellos y normalizarla por la cantidad de proteina total.

En la Figura 11 sec observa claramente como en hembras de las dos cepas estudiadas
(BALB/c y C57BL/6), el sistema rAAV2/8-pTetpigi-pCMV-luc se expresa tanto en
higado como en corazdn, utero y ovario, lo que se corresponde con las imagenes in vivo

recogidas de la cdmara luminométrica, en las cuales hay una distribucion de la
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bioluminiscencia dispersa por todo el animal, pero mas intensa en la zona abdominal
baja (datos no mostrados). Estos datos también corroboran lo observado en un estudio
con varios serotipos de AAV realizado en nuestro grupo (Pafieda, A., et al. Hum. Gene
Ther. 2009, 20: 908-917). Ademaés, transduce otros érganos como el pancreas, el
musculo esquelético, etc, en concordancia con lo descrito para el serotipo AAVE con
promotores constitutivos por varios autores (Nakai, H., et al. J. Virol, 2005, 79: 214-

224; Wang, Z., et al., Nat. Biotechnol. 2005, 23: 321-328).

En el caso de los machos, los patrones de biodistribucion de la actividad de luciferasa
de ambos sistemas son muy similares entre las dos cepas de raton (Figura 12), al igual
que lo observado en las hembras, y se corresponde con las imdgenes de
bioluminiscencia obtenidas con la cdmara CCD antes del sacrificio (datos no
mostrados). Encontramos expresion de luciferasa principalmente en el higado y en el

corazon, seguido de los rifiones, ¢l estdmago, intestino y musculo.

En conclusion, el virus rAAV-pTetyiai-pCMV-luc disefiado no es adecuado para regular
la expresion transgénica en higado, ya que su tasa de induccidon méxima es reducida
(aproximadamente 10), y la biodistribucion de la actividad del transgén no se restringe

mayoritariamente al higado, sino que se dispersa por varios 6rganos del animal.

Ejemplo 2. Construccion y caracterizacion del virus recombinante

rAAV-pTetpigi-pAlb-luc.

Tras comprobar que ¢l vector con el sistema rAAV-pTetigi-pCMV-luc presentaba muy
pobre inducibilidad y una significativa expresion fuera del higado, se intenté construir
un sistema que lograra, por una parte, una tasa de induccién maxima mayor que el
anterior, y por otra, una expresion localizada del transgén en el 6érgano de nuestro
interés, el higado. Para ello, se sustituyeron los promotores CMV minimos por
promotores de la albumina (pAlb). Estudios realizados por Zabala y cols. (Zabala, M., et
al., Cancer Res. 2004; 64: 2799-2804) habian demostrado que el pAlb tiene una
expresion residual baja (ain menor que ¢l pCMV minimo), cuando se utiliza en otros

sistemas inducibles, y sin embargo, presenta muy alta tasa de inducibilidad cuando se
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sitia junto a los sitios TetO7. Por otra parte, ya se conocia que su expresion es
especifica de hepatocitos (Frain, M., et al. Mol Cell Biol, 1990, 10: 991-999; Cereghini,
S., et al. Cell, 1987, 50: 627-633). Sin embargo, los niveles maximos de induccion
alcanzados con este promotor precedido de los sitios TetO7 eran significativamente
menores a los obtenidos con el promotor CMV minimo (también precedido por los
sitios TetO7), en el contexto de un sistema inducible por tetraciclina en el cual el
transactivador se expresaba constitutivamente a partir del promotor CMV (Zabala, M.,

et al., Cancer Res. 2004; 64: 2799-2804).

Este nuevo sistema se denomina rAAV2/8-pTetyigi-pAlb-luc (Figura 2.B).

2.1 Construccidn del vector

El plasmido que contiene el genoma recombinante de AAV con el sistema inducible
pTethigi-pAlb-luc (pACIM2-pAlb-luc) se generd de la siguiente manera: se amplificéd el
fragmento que contiene los 7 sitios operadores de respuesta a tetraciclina y el promotor
de la albumina (TetO7-pAlb) a partir del plasmido pTonL2(T)-mIL12 generado en
nuestro departamento (Zabala, M., et al., Cancer Res. 2004; 64: 2799-2804) con los
cebadores C (cebador sentido) y D (cebador antisentido) (C: AGC GCT TTA CGC
GTC GAG TTT ACC ACT (SEQ.ID.NO.:13); D: GTCGAC TTA GTG GGG TTG
ATA GGA AAG (SEQ.ID.NO.:14)) que contienen en sus extremos 5°, los sitios Afel
(cebador sentido), y Sall (cebador antisentido). Este fragmento se subcloné en el vector
de clonaje pCDNA3.1/V5-His TOPO TA (Invitrogen) y se denomin6: pCDNA3.1-
TetO7-pAlb.

Por otra parte se amplificd el promotor de la albumina a partir del plasmido pAlb-luc
(Kramer G. et al. Molecular Therapy 2003, 7: 375-385) con los cebadores E (sentido) y
F (antisentido) (E: AGC GCT ACA GCT CCA GAT GGC AAA (SEQ.ID.NO.:15);
F: AGC GCT GAA TTC TTA GTG GGG TTG ATA GGA AAG (SEQ.ID.NO.:16))
que contienen en sus extremos 5°, los sitios Afel (cebador sentido) y los sitios Afel, y
EcoRI (cebador antisentido). Este fragmento se subcloné en el vector de clonaje

pCDNA3.1/V5-His TOPO TA (Invitrogen) y se denomind: pCDNA3.1-pAlb. El
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promotor de la albumina se extrajo de este vector mediante digestion con Afel, y se
inserto en el plasmido: pCDNA3.1-TetO7-pAlb, digerido con la misma enzima. Se
seleccionaron los plasmidos cuya digestion con EcoRI/Sall dieron como resultado una
banda de aproximadamente 700 pb, correspondiente al fragmento pAlb-TetO7-pAlb.
Este fragmento de digestion se insertd en el plasmido pAC1M2-pCMV-luc digerido con

las mismas enzimas, obteniendo ¢l pldsmido pAC1M2-pAlb-luc.

La produccidn y la purificacion del vector rAAVE-pTetyigi-pAlb-luc se realizo de la

misma forma que la descrita para el sistema inducible anterior.

2.2 Expresion basal e inducibilidad del sistema en ratones BALB/c

Como primera aproximacion se inyectd una dosis de virus rAAV2/8-pTetpigi-pAlb-luc
de 1x10"" gv/ratén a 4 ratones hembras BALB/c por via intravenosa, y se midi6 tanto la
actividad basal (a los 14 dias post inyeccidn intravenosa del vector) como inducida (24
hs post administracion i.p de 50 mg/Kg de dox, y dia 22 post administracion del vector)
de luciferasa en el area hepatica y en el animal total. Se eligié esta dosis de dox i.p. para
estar seguros de no inducir efectos toxicos no deseados debido a una excesiva dosis de

inductor.

Al comparar la actividad de luciferasa tanto en el estado basal como inducido, en el area
abdominal superior (hepatica) y en ¢l animal total, se observd que no existen diferencias
significativas entre ellas (Figura 6) indicando que el sistema rAAV2/8-pTetpigipAlb-luc
se expresa especificamente en el area hepatica. Por ello, a partir de ahora, siempre que
se muestren datos de actividad luciferasa se referirdn a la medida en el drea hepética de

los ratones.

Por otra parte, al comparar los datos de las mediciones del drea hepatica con los
correspondientes para el sistema rAAV2/8-pTetyigi-pCMV-luc (con la misma dosis de
vector, y la misma dosis de dox administrada), se observa que en el estado basal, la
actividad de luciferasa es significativamente menor con el sistema rAAV2/8-pTetyigi-

pAlb-luc, aunque no despreciable (Figura 7).
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Sin embargo, ¢l dato mas destacable es la tasa de induccion obtenida con el nuevo
sistema rAAV2/8-pTetygi-pAlb-luc tras la administracion de una dosis i.p. de 50 mg/Kg
de dox, que es aproximadamente 250 (Figura 7), casi 85 veces mayor que la tasa de
induccién del sistema rAAV2/8-pTetuigi-pCMV-luc, dato no esperado, a la vista de los
resultados obtenidos por Zabala ef a/ en un ya citado estudio (Zabala, M., et al., Cancer
Res. 2004; 64: 2799-2804). Ademas, la diferencia en el estado inducido entre ambos

sistemas para esta dosis de dox es altamente significativa.

2.3 Re-inducibilidad del sistema a largo plazo

Una de las caracteristicas importantes que debe cumplir todo sistema inducible es su
capacidad de re-inducirse a lo largo del tiempo, por lo cual se realizaron
administraciones repetidas de dox i.p. (50 mg/Kg), separadas por intervalos de 15 dias
(entre la 1* y 2%, y entre la 2* y 3* induccion) y 80 dias (entre la 3* y 4%). Se midié la
expresion de luciferasa 24 horas post induccion. La Figura 8 muestra que tanto a dosis
de 1x10" como de 1x10'"" gv/ratén, la capacidad de re-induccion del sistema se
mantiene durante al menos 4 meses. Sin embargo, se puede observar que la tasa de
induccidon méxima es dependiente de la dosis de virus administrada, dado que la
obtenida con la dosis més baja de virus es aproximadamente 10, mientras que la

obtenida con la dosis alta es 250.

2.4 Dosis-respuesta a la doxiciclina en ratones C57B6/L vy comparaciéon de la

inducibilidad del sistema entre sexos.

Al comparar los niveles de luciferasa obtenidos en el estado basal ¢ inducido con el
sistema rAAV2/8-pTetyigi-pAlb-luc en hembras C57BL/6 vs. hembras BALB/c,
observamos que ambos niveles son significativamente superiores en las hembras
C57BL/6, sugiriendo que el rAAV2/8 transduce mejor el higado de esta cepa de ratdén
que el de la cepa BALB/c, sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la
tasa de induccidn del sistema en este experimento. A partir de aqui, se seguird

caracterizando el sistema inducible rAAV2/8-pTetygi-pAlb-luc en ratones C57BL/6.
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Se quiso evaluar, por una parte, la dependencia existente entre la actividad del transgén
en el estado inducido y la dosis de inductor administrada. La existencia de una
linealidad entre ambos pardmetros permite un control preciso de la expresion de
transgén, lo cual es importante cuando el rango terapéutico del transgén es acotado, o

cuando la toxicidad del mismo requiere un control estricto de sus niveles.

Por otra parte, dada la diferencia entre sexos que existe en la transduccion hepatica del
rAAVS, y nos pareci6 interesante estudiar su influencia sobre el sistema inducible. Por
ello se quisé comparar la dosis respuesta a dox en hembras y en machos de la misma

cepa.

Para ello, se formaron 5 grupos de 5 animales cada uno, para cada sexo, a los cuales se
les inyecté una dosis de virus rAAV2/8-TetygpAlb-luc de 1x10'" gv/raton. Se midié la
actividad basal a los 14 dias post-inyeccidn del virus (pre-induccién), y a los 21 dias
post-inyeccion del vector, les administramos una dosis i.p. de dox a cada grupo: 2, 10,

25,50y 100 mg/Kg. La actividad luciferasa se midié a las 24 horas post-induccion.

Se observan diferencias significativas entre los niveles de luciferasa en estado inducido
de machos y hembras a partir de la dosis de 2 mg/Kg de dox, y hasta la dosis de 50
mg/Kg, siendo la actividad luciferasa en los machos superior que en las hembras
(Figura 9A). La tasa de induccion méxima del sistema rAAV2/8-pTetyigi-pAlb-luc en
esta cepa se alcanza a la dosis de 100 mg/kg en el caso de las hembras (ya que a una
dosis mayor los efectos toxicos de la dox impedirian ver un aumento en los niveles de
luciferasa) y es 650, mientras que en los machos se alcanza a la dosis de 50 mg/kg y es

450.

Tras la administracion de la dosis de 100 mg/kg de dox, se observa que tanto machos
como hembras alcanzan niveles similares de actividad luciferasa. Esto, y el hecho de
que los machos alcancen los mismos niveles de actividad luciferasa cuando se inducen

con 50 y con 100 mg/kg de dox, sugiere que se esta alcanzando el estado de saturacion
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del sistema, en ¢l cual todos los sitios operadores del sistema presentes en la célula se

encuentran ocupados por el complejo transactivador-inductor.

En la Figura 9.B, se muestran los valores logaritmicos de las actividades de luciferasa
observadas en la Figura 9.A, que se ajustan a una curva sigmoidea propia de sistemas
saturables, que nos permiten estimar la actividad luciferasa a una dosis de inductor
determinada dentro del rango lineal de cada curva (2 a 25 mg/kg de dox para los

machos, y de 10 a 50 mg/kg para las hembras).

2.5 Evaluacion de la via de administracion oral de inductor.

Otro punto a tener en cuenta es la toxicidad de la droga inductora en funcion de la via
de administracién utilizada. Estd descrito que la administracion oral de dox es mucho
més segura que la intraperitoneal, en términos de toxicidad asociada, en modelos
animales. El hecho de que se utilice la administracion intraperitoneal en modelos
animales es debido a razones de reproducibilidad, ya que el investigador se asegura la
administracion correcta de la dosis calculada, mientras que oralmente (en agua de
bebida en el caso de pequefios animales) se corren mayores riesgos de dispersion de los
datos, debido a las cantidades dispares de agua consumida por animal. De todas
maneras, la forma clinica de administracion oral de este antibidtico también asegura la
correcta dosificacion de la droga. Por todo ello se quiso estudiar si la inducibilidad del
sistema se veia afectada por la via de administracidn del inductor, y para ello indujimos
el sistema mediante administracion oral de dox en agua de bebida (2 mg/ml dox, 5%
sacarosa). Como se observa en la Figura 10, los niveles de actividad luciferasa en estado
inducido obtenidos mediante la administracion oral de la droga son algo menores (un
50% aproximadamente) que los obtenidos a las 24 horas de induccion i.p. con 50 mg/kg
de dox, lo que indica que la via oral puede ser utilizada eficazmente y de forma segura
para inducir este sistema, aunque no alcanza los mayores niveles alcanzados por las
dosis i.p. de dox mas elevadas. No se han ensayado concentraciones mayores de dox en
agua de bebida, sino que se han usado protocolos similares a los ya descritos para los

sistemas de induccidn por tetraciclina en la literatura.
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2.6 Biodistribucion de rAAV-pTetyigi-pAlb-luc.

Ya se¢ habia observado que la actividad luciferasa se encontraba més restringida al
higado al comparar los niveles medidos en el 4rea hepatica versus el animal total

(Figura 6) en animales vivos utilizando cdmara CCD.

Ahora bien, para realizar un estudio més detallado y exhaustivo de la biodistribuciéon de
la actividad del transgén obtenida tras la induccion del nuevo sistema en ratones de
ambas cepas y sexos, indujimos 4-8 ratones por grupo (que habian sido infectados 21
dias antes con 1x10"" gv/ratén del rAAV2/8 con el correspondiente sistema de
induccién), con 50 mg/Kg de dox i.p. A las 24 hs medimos la actividad de luciferasa in
vivo en la cdmara CCD y posteriormente, sacrificamos los animales y extrajimos varios
de sus d6rganos, congelandolos inmediatamente para luego medir la actividad luciferasa
de cada uno de ellos y normalizarla por la cantidad de proteina total. Este protocolo es

el mismo que se aplico para el caso del anterior sistema inducible.

Tanto en hembras como en machos, se observa expresion de luciferasa exclusivamente
en ¢l higado de los animales de ambas cepas con el sistema rAAV-pTetygi-pAlb-luc
(Figura 11 y 12). Si se fija la atencion en cada 6rgano, la expresion debida a este
sistema es siempre mayor (y en casi todos los casos de forma significativa) que la
debida a la del sistema rAAV-pTetygi-pAlb-luc, con excepcion del higado. En el higado,
vemos que el sistema rAAV-pTetyigi-pAlb-luc alcanza niveles de induccion de la
actividad de luciferasa mayores que el sistema rAAV-pTetyigi-pCMV-luc en ambas
cepas, lo que corrobora lo predicho por las mediciones de bioluminiscencia in vivo,
realizadas en la zona hepatica con ambos sistemas. De esta manera queda demostrada la
hepato-especificidad del sistema inducible rAAV2/8-pTetyai-pAlb-luc en ratones

hembras y machos de ambas cepas.

En conclusidn, el sistema rAAV-pTetygi-pAlb-luc es el primer sistema inducible y
hepato-especifico descrito para vectores adeno-asociados (ya han sido descrito sistemas

inducibles hepato-especificos vehiculizados mediante inyeccion hidrodindmica (Zabala,
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M., et al., Cancer Res. 2004; 64: 2799-2804), y mediante adenovirus de alta capacidad
(Wang, L., et al. Gastroenterology, 2004. 126: 278-289) cuyo tamano es superior al
méaximo aceptado por los rAAVS), y constituye una herramienta muy importante para el
tratamiento a largo plazo de enfermedades hepaticas que requieran una regulacion
estricta de la expresion del transgén, ya sea por presentar un rango terapéutico acotado
(como en el caso de la IGF-1 en modelos de cirrosis hepaticas), como por presentar
efectos toxicos al ser expresado incontroladamente (como en el caso de varias

citoquinas inmunopotenciadoras como la IL-12, el IFNy, el IFNa, etc).

Ejemplo 3. Construccion y  caracterizacion del virus recombinante

l'AAV-pTetbidi-pAlb-IL 12.

Numerosos estudios preclinicos mostraron la eficacia antitumoral derivada de la
transferencia génica de la IL-12. Estos datos impulsaron la realizacion de un ensayo
clinico fase I para el tratamiento de tumores digestivos utilizando un adenovirus de
primera generacion, portador de IL-12 (Sangro, B., et al. J Clin Oncol. 2004, 22: 1389-
1397). El ensayo clinico puso en evidencia la necesidad de una expresién mas
prolongada de la IL-12 para lograr obtener un efecto terapéutico. En este sentido en el
departamento se esta trabajando desarrollando vectores virales de larga expresion
portadores de sistemas de expresion inducibles de IL-12 (Wang, L., et al

Gastroenterology, 2004. 126: 278-289).

Dentro de los vectores virales con los que contamos, el AAV representa un candidato
muy prometedor, ya que se trata de un vector de larga expresidon y su produccion en
grado clinico y en altas dosis ya habia sido constatada (Meghrous, J., et al. Biotechnol

Prog. 2005, 21:154-160).

Por ello se intentd desarrollar un vector adenoasociado capaz de producir de forma
inducible y hepatoespecifica la IL-12 y testar su actividad antitumoral en modelos

animales.
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La implantacion de ciertas lineas de cancer de colon en el higado de ratones singénicos,
como la linca MC38 en ratones C57, constituye un tipo de modelo de cdncer
intrahepatico muy utilizado en aproximaciones de inmunoterapia y otras terapias pre-
clinicas (Heijstek, M.W., et al. Dig Surg, 2005, 22: 16-25), por lo que va a ser el modelo

elegido para probar el nuevo vector terapéutico.

Se utiliz6 la mIL-12 de simple cadena (mIL-12 sc), formada por las subunidades p40 y
p35 fusionadas en una sola secuencia proteica. La mIL-12 sc tiene un tamafio bastante
menor que la construccion que habitualmente se usa para expresar la IL-12, que consta
de la subunidad P35, un elemento IRES (del inglés: “Internal Ribosomal Entry Site”) y
la subunidad P40 (Wacehler, R., et al. Hum Gene Ther, 2005, 16: 307-317). Esto permite
subclonarla en el esqueleto viral del rAAV y generar el virus recombinante
correspondiente. Ademas, se¢ ha descrito que la proteina resultante de la expresion de
esta construccion es mas activa que aquella obtenida de la construccion en la cual
ambas subunidades se encuentran asociadas mediante una secuencia de unién interna de

ribosoma o IRES.

Por lo tanto, se sustituyd el gen de la luciferasa por el de la mIL-12 sc obteniendo la
construccion que se muestra en la Figura 2.C. Esta nueva construccidén se denomina
rAAV-pTetyigi-pAlb-mIL12. Posteriormente se pasé a producir el virus rAAV2/8-
pTetpigi-pAlb-mIL12.

3.1 Construccidn del vector

Para generar el plasmido pACIM2-pAIbIL12 que contiene el genoma recombinante de
AAV con el sistema inducible pTetyigi-pAlb-mIL12 , se amplificé por PCR la mIL12sc a
partir del plasmido pCDNA3.1-mIL12sc (Cedido amablemente por el Dr. Crettaz de
nuestro departamento. La construccion y secuencia de la mlIL12sc se encuentran
detalladas en Lieschke, G.J., et al. (Nat. Biotechnol. 1997, 15: 35-40) con los cebadores
G (sentido) y H (antisentido) (G: GTC GAC ATG GGT CCT CAG AAG
(SEQ.ID.NO.:17), H: GCG GCC GCT TAG GCG GAG CTC AGA TAG CC
(SEQ.ID.NO.:18) que contienen en sus extremos 5’ los sitios Sall (cebador sentido), y

Notl (cebador antisentido). Este fragmento se subclond en el vector de clonaje
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pCDNA3.1/V5-His TOPO TA (Invitrogen), y se extrajo de ¢l mediante digestion con
las enzimas anteriormente mencionadas. El fragmento extraido se insertd en el vector
pACIM2-pAlb-luc, previamente digerido con Sall/Notl, obteniendo ¢l plasmido
pACIM2-pAlb-mIL12sc.

La produccion y purificacion del virus rAAV2/8-pTetyigi-pAlb-mIL12, se realizd de la

misma forma que la descrita para los otros vectores ya descritos.

3.2 Protocolo antitumoral.

Descripcidn del modelo tumoral

Como se menciona anteriormente, se utilizard el modelo de metdstasis hepaticas de
cancer colorrectal implantando células MC38 en el higado de ratones singénicos
C57BL/6. El procedimiento utilizado consiste en la implantacidon hepatica (mediante
laprarotomia) de 500.000 células MC38 en el 16bulo mayor del higado). Siete dias tras
la implantacidon hepatica de las células se detectan tumores de 4-6 mm de didmetro
(mediante laparotomia), que crecen ininterrumpidamente hasta producir la muerte del

raton alrededor de 30-50 dias post-implantacion.

El protocolo que se siguid fue el siguiente: se administraron 3 dosis distintas del vector
rAAV2/8-pTetyigi-pAlb-IL12 por via intravenosa, a 3 grupos de ratones hembras
C57BL/6 (N=5): 3x10", 1x10' y 3x10° gv/raton. Tras un mes de la inyeccién del
vector, se implantaron 5x10° células MC38 en el 16bulo mayor del higado (se afiadieron
5 ratones control, a los que no se les habia administrado el vector previamente), y 10
dias después se realizo una induccidén i.p. de dox 50mg/Kg mantenida durante una
semana en agua de bebida (2mg/ml de dox) al 5% de sacarosa. Se esperd un mes antes
de implantar las células tumorales con ¢l objeto de prevenir una posible respuesta
inmune contra la cadpside del rAAVSE que pudiera estar presente a tiempos cortos tras la
administracion del vector. Se extrajo sangre de los ratones en varios puntos, y s¢ midid

la concentracion en suero de mIL12sc, mIFNy, y transaminasas (Figura 13).
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Se corrobord una relacion lineal entre los niveles de mIL-12 sc ¢ mIFNgamma en el
estado inducido y la dosis de virus administrada. La expresion de mIL12sc fue
transitoria, descendiendo hasta niveles indetectables a dia 7 de induccion (inhibicion
mediada por mIFNgamma, ya descrita por Reboredo, M., et al (Reboredo, M., et al.
Gene Ther. 2008, 15: 277-288). Los niveles de mIFNgamma alcanzaron su pico de
expresion a dia 7 de induccidn. La expresion de ambas citoquinas fue indetectable para
las tres dosis de virus administradas en el estado basal, previo a la induccidon, medida

mediante ELISA.

3.3 Ausencia de toxicidad.

Uno de los problemas més importantes a la hora de utilizar la IL-12 como agente anti-
tumoral es su alta toxicidad sistémica cuando su expresion es alta y no regulada. Por
ello se quiso analizar los efectos toxicos debidos a la expresion de la mIL-12 sc por el
vector en el higado. Para ello se midieron las transaminasas séricas (AST: aspartato

aminotransferasa, y ALT: alanina aminotransferasa) durante y después de la induccién.

En ninguin caso se observaron efectos toxicos visibles en los animales, y las mediciones
de transaminasas séricas indican ausencia de fallo hepatico importante en los puntos de
tiempo elegidos (Figura 14), aunque se observan aumentos puntuales y transitorios de
ambas enzimas, principalmente 24 horas post induccion i.p. de dox. Esto indica que la

induccion regulada de IL-12 es segura en términos de toxicidad.

3.4 Eficacia antitumoral en profilaxis: Supervivencia

La primera forma de medir la eficacia antitumoral del tratamiento fue la determinacion
del porcentaje de supervivencia de los diferentes grupos de ratones en el tiempo. Se dio
por finalizado el experimento a dia 132 del protocolo, correspondiente al dia 102 post-
implantacién de las células tumorales (Figura 13). Los ratones que a este dia estaban
vivos no presentaba tumores intrahepéticos, sin embargo, todos los animales que
murieron durante el estudio presentaban tumores de gran tamafio (aproximadamente 4
cm’). No sc observd mortalidad debida a la expresion de IL-12. Todos los ratones
control y los inyectados con la dosis més baja del virus murieron, aunque en estos

ultimos se observa un ligero retraso en el crecimiento del tumor. En la Figura 15 se
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muestra que la dosis minima de virus rAAV2/8-pTetyigi-pAlb-mIL12 terapéutica fue
1x10' gv/ratén, obteniéndose el 100% de ratones libres de tumor. La dosis de 3x10'°

gv/ratén produjo un porcentaje del 80% de ratones libres de tumor.

3.5 Eficacia antitumoral: Evaluacidn de la respuesta inmune de memoria.

Para evaluar la eficacia de la respuesta inmune memoria inducida por la administracion
del vector, realizamos un rechallenge (o segundo desafio) de células MC38 (1x10°
c¢lulas/ratén) administradas subcutaneamente en aquellos ratones. La Figura 16 muestra
la progresion tumoral en el tiempo de los ratones previamente tratados, comparados con
5 ratones no tratados, control. Se observa proteccion en el 40 % de los ratones
previamente tratados, mientras que el tamafo tumoral al final del experimento (dia 42
post rechallenge y dia 132 del protocolo) es significativamente menor en los grupos
tratados, que en los ratones sin tratar. Estos datos indican el desarrollo de una respuesta

memoria efectora eficaz en los ratones tratados, frente a aquellos sin tratar.

Por otra parte, se marco y analizé el porcentaje de PBLs CD8'-MC38Tet" (tetrameros
especificos cargados con péptido inmunodominante de la linea MC38) presentes a dia
23 post rechallenge (dia 113 del protocolo) en todos los grupos. Se observo que el grupo
tratado, en el que se agrupan los ratones tratados con las dos dosis mas altas de vector
por no presentar diferencias significativas entre ellos, presentaba niveles

significativamente mayores que los controles sin tratar de estos linfocitos (Figura 17).

Por ultimo, se analizd la presencia de estos linfocitos efectores en el entorno tumoral,
para lo cual se sacrificaron los animales y se marcaron los CD8" presentes en el
homogeneizado tumoral. Se analiz6 mediante FACS y el programa FlowlJo, el
porcentaje de linfocitos CDS" especificos del tetramero de MC38 utilizado
anteriormente, y positivos para el marcador de activacion CD44. Ya que no se
observaron diferencias significativas entre los grupos tratados, se presentan los datos
agrupados en la Figura 18. Se observan diferencias significativas entre los ratones
previamente tratados y los controles, indicando que no solamente existen células
efectoras memoria en sangre periférica, sino que también se localizan en el tumor,

donde realizardn su funcién citotoxica. Aproximadamente el 50% de los linfocitos CD8"
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efectores son especificos de tetrdmero y se encuentran activados en los ratones que

recibieron tratamiento.

En conclusion, se demuestra que el sistema inducible rAAV-pTetyigi-pAlb codificante
para la mIL12 de cadena unica constituye un buen tratamiento antitumoral para
metastasis hepaticas de carcinoma colorrectal, con ausencia de efectos toxicos asociados
a la expresion de 1L-12, y el desarrollo de una respuesta celular efectiva. Ademas,
observamos la induccién mediada por el vector, de una eficiente respuesta celular de
tipo memoria al volver a desafiar a los ratones tratados con las mismas células
transformadas. Esta podria constituir una posible aplicacion al sistema inducible y

hepato-especifico presentado en este trabajo.

3.6 Eficacia antitumoral terapéutica: Supervivencia

Tras comprobar que el tratamiento lograba prevenir el desarrollo de tumores
comprobamos si ¢l mismo tratamiento era capaz de eliminar tumores ya implantados.
Para ello en primer lugar se implantaron las células tumorales MC38 sicte dias mas tade
se inyecto una unica dosis del vector terapéutico. Sicte dias tras la inyeccidén del vector
se comenzd la induccion de la expresion de IL-12 (Figura 19). Se dio por finalizado el
experimento al dia 100 post-implantacion de las células tumorales Los ratones que a
este dia estaban vivos no presentaba tumores intrahepéticos, sin embargo, todos los
animales que muriecron durante el estudio presentaban tumores de gran tamafio
(aproximadamente 4 cm’). No se observé mortalidad debida a la expresion de IL-12.

Todos los ratones control murieron (Figura 20).
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REIVINDICACIONES

1. Una construccion génica que permite la expresion inducible hepatoespecifica de
un polinucledtido de interés en respuesta a un agente inductor que comprende

(1)  un operador-promotor inducible bidireccional que comprende al menos
un elemento de respuesta a dicho agente inductor flanqueado por una
primera secuencia promotora hepatoespecifica y por una segunda
secuencia promotora hepatoespecifica en donde ambas secuencias
promotoras hepatoespecificas actuan de forma divergente,

(i)  una primera secuencia nucleotidica que comprende una secuencia que
codifica un transactivador activable por dicho agente inductor y una
sefial de poliadenilacion situada en posicion 3’ con respecto a la region
que codifica el transactivador, en donde dicha secuencia que codifica un
transactivador se encuentra operativamente acoplada a la primera
secuencia promotora hepatoespecifica y

(i)  una segunda secuencia nucleotidica que comprende un polinucledtido
que se encuentra operativamente acoplado a la segunda secuencia
promotora hepatoespecifica y una sefial de poliadenilacion situada en
posicién 3’ con respecto al polinucledtido de intergs,

en donde la actividad promotora de dichas primera y segunda secuencias
promotoras hepatoespecificas se induce como consecuencia de la unién del
transactivador a la regidén operadora del operador-promotor en presencia del

agente inductor.

2. Una construccion génica segun la reivindicaciéon 1 en donde el elemento de
respuesta al agente inductor comprende al menos un elemento de respuesta a

tetraciclina y el transactivador es un transactivador de tetraciclina reverso.

3. Una construccion segin la reivindicacion 2 en donde el elemento de respuesta
tetraciclina comprende la secuencia de 4cidos nucleicos definida en

SEQ.ID.NO.:1.
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Una construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones 2 ¢ 3 en donde
el transactivador de tetraciclina reverso esta codificado por un polinucleétido que

comprende la secuencia SEQ ID NO:6.

Una construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en donde
la primera secuencia promotora hepatoespecifica y la segunda secuencia

promotora hepatoespecifica son iguales.

Una construccion génica segun la reivindicacidon 5 en donde la primera secuencia
promotora hepatoespecifica y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica
comprenden el promotor del gen de albiumina o una variante funcionalmente

equivalente del mismo.

Una construccidn génica segun la reivindicacion 6 en donde el promotor del gen
de albumina comprende una secuencia seleccionada del grupo de SEQ.ID.NO.: 2

y SEQ.ID.NO.:3.

Una construccion génica segun la reivindicacion 7 en donde el operador-promotor

inducible bidireccional comprende la SEQ.ID.NO.: 4.

Una construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en donde
al menos una de las sefiales de poliadenilacién es una sefial de poliadenilacion

bidireccional.

Una construccidén génica segun la reivindicacion 9 en donde la sefal de

poliadenilacién es una sefial de poliadenilacion bidireccional del virus SV40.

Una construccion génica segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en el que
el polinucledtido de interés codifica la cadena pesada y/o la cadena ligera de

IL-12 o una variante funcionalmente equivalente de las mismas.
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Una construccidn génica segun la reivindicacion 11 en donde el polinucledtido de

interés codifica una IL-12 de cadena sencilla.

Un vector que comprende una construccidon génica segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 12,

Un genoma viral recombinante que comprende una construccidon génica segun

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

Un genoma viral seglin la reivindicacion 14 en donde dicho genoma es de un virus

adeno-asociado recombinante.

Un virion obtenible expresando un genoma viral segun las reivindicaciones 14 6

15 en una célula empaquetadora adecuada.

Un método in vitro para la expresion en una célula de origen hepético de un
polinucleétido de interés que comprende las etapas de
(1) poner en contacto dicha célula con una construccion génica segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, con un vector segin la
reivindicacion 13, con un genoma viral segun cualquiera de las
reivindicaciones 14 o 15 o con un viridon seguin la reivindicacion 15 en
condiciones adecuadas para la entrada en la célula de dicha
construccion, de dicho vector o de dicho virion y
(1) poner en contacto la célula con el agente inductor durante el tiempo
necesario para que se produzca la expresion del polinucledtido de

interés.

Una composicion farmacéutica que comprende una construccion génica segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, un vector segun la reivindicacion 13, un
genoma viral segun las reivindicaciones 14 6 15 o un viridn segin la

reivindicacidén 16 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Una construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, un
vector segun la reivindicacion 13, un genoma viral segun las reivindicaciones 14 6
15 o un virion segun la reivindicacidon 16 o una composicion farmacéutica segun

la reivindicacion 18 para uso como medicamento.

Una construccidn génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, un
vector segun la reivindicacidon 13, un genoma viral segun las reivindicaciones 14 6
15 o un virion segun la reivindicacion 16 o una composicion farmacéutica segun

la reivindicacion 18 para su uso en el tratamiento de un enfermedad hepética.

Una construccidon génica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, un
vector segun la reivindicacidén 13, un genoma viral segun las reivindicaciones 14 6
15 o un virion segun la reivindicacion 16 o una composicion farmacéutica segun
la reivindicacidon 18 en donde el polinucledtido de interés codifica IL-12 o una
variante funcionalmente equivalente de la misma para su uso en el tratamiento del

cancer hepatico.

Un operador-promotor inducible bidireccional adecuado para la expresion
hepatoespecifica e inducible por un agente inductor de dos polinucledtidos de
interés que comprende
(1)  al menos un elemento de respuesta a dicho agente inductor,

(i)  una primera secuencia promotora hepatoespecifica y

(i)  una segunda secuencia promotora hepatoespecifica,
en donde la primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica actiian de
forma divergente con respecto al elemento de respuesta al agente inductor y en
donde la actividad promotora de la primera y la segunda secuencia promotora
hepatoespecifica se ve aumentada en presencia de dicho agente inductor y en

presencia de un transactivador que se une al elemento de respuesta.

Un operador inducible bidireccional segun la reivindicacién 22 en donde el
elemento de respuesta al agente inductor en el operador-promotor bidireccional

regulable comprende al menos un elemento de respuesta a una tetraciclina.
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Un operador inducible bidireccional segun la reivindicaciéon 23 en donde el
clemento de respuesta a la tetraciclina comprende un secuencia de acidos

nucleicos definida en SEQ.ID.NO.:1.

Un operador inducible bidireccional segin cualquiera de las reivindicaciones 22 a
24 en donde la primera secuencia promotora hepatoespecifica y la segunda

secuencia promotora hepatoespecifica son iguales.

Un operador inducible bidireccional segln la reivindicacién 25 en donde la
primera secuencia promotora hepatoespecifica y la segunda secuencia promotora
hepatoespecifica comprenden el promotor del gen de albimina o una variante

funcionalmente equivalente del mismo.

Un operador inducible bidireccional segun la reivindicacién 26 en donde el
promotor del gen de albimina comprende una secuencia seleccionada del grupo

de SEQ.ID.NO.: 2y SEQ.ID.NO.:3.

Un operador inducible bidireccional segun la reivindicacién 27 en donde la
secuencia nucleotidica del operador-promotor inducible bidireccional comprende

la SEQ.ID.NO.: 4.

Una construccion génica adecuada para la expresion hepatoespecifica e inducible
por un agente inductor de un polinucledtido de interés que comprende
(a) Un operador-promotor inducible bidireccional que comprende
(1) al menos un elemento de respuesta a dicho agente inductor,
(i) una primera secuencia promotora hepatoespecifica y
(ii1) una segunda secuencia promotora hepatoespecifica,
(b) una secuencia nucleotidica que codifica un transactivador activable por
dicho agente inductor que se encuentra operativamente acoplada a la

primera secuencia promotora hepatoespecifica y una sefial de
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poliadenilacion situada en posicién 3’ con respecto a la region que
codifica el transactivador,
en donde la primera y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica actiian de
forma divergente con respecto al elemento de respuesta al agente inductor y en
donde la actividad promotora de la primera y la segunda secuencia promotora
hepatoespecifica se ve aumentada en presencia de dicho agente inductor y en
presencia de un transactivador que se une al elemento de respuesta en el operador-

promotor inducible bidireccional.

Una construccion génica segun la reivindicacion 29 en donde el elemento de
respuesta al agente inductor en el operador-promotor bidireccional regulable
comprende al menos un elemento de respuesta a una tetraciclina y el

transactivador es activable por dicha tetraciclina.

Una construccion segun la reivindicacion 30 en donde el elemento de respuesta a
la tetraciclina comprende una secuencia de 4cidos nucleicos definida en

SEQ.ID.NO.:1.

Una construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 30 6 31 en el
que el transactivador inducible por tetraciclinas reverso estd codificado por un

polinucledtido que comprende la secuencia SEQ ID NO:2.

Una construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 32 en
donde la primera secuencia promotora hepatoespecifica y la segunda secuencia

promotora hepatoespecifica son iguales.

Una construccion génica segun la reivindicacion 33 en donde la primera secuencia
promotora hepatoespecifica y la segunda secuencia promotora hepatoespecifica
comprenden el promotor del gen de albumina o una variante funcionalmente

equivalente del mismo.
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Una construccion génica segun la reivindicacidon 34 en donde el promotor del gen
de albumina comprende una secuencia seleccionada del grupo de SEQ.ID.NO.: 2

y SEQ.ID.NO.:3.

Una construccion génica segun la reivindicacion 35 en donde la secuencia
nucleotidica del operador-promotor inducible bidireccional comprende la

SEQ.ID.NO.: 4.

Una construccion génica segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 36 en

donde la sefial de poliadenilacion es una sefial de poliadenilacidn bidireccional.

Una construccion génica segun la reivindicacion 37 en la que la sefal de

poliadenilacién es una sefial de poliadenilacion bidireccional del virus SV40.
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