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DESCRIPCIÓN

Expresión recombinante de complejo de multiproteínas utilizando poligenes.

La presente invención hace referencia a un polinucleótido recombinante que codifica, cada uno de ellos dentro
de un marco de lectura abierto individual (ORF), al menos dos poligenes que codifican, cada uno de ellos, al menos
tres polipéptidos biológicamente activos en los que al menos dos de los polipéptidos codificados por los genes que
forman parte de los poligenes son de origen no viral, al menos dos de los polipéptidos codificados por los genes que
forman parte de los poligenes son capaces, cada uno de ellos, de al menos interaccionar transitoriamente con al menos
otro de los polipéptidos codificados por un gen de dichos poligenes, y los genes que forman parte de cada poligen
están conectados entre sí mediante un secuencia que codifica al menos un sitio de escisión por proteasas y/o por una
secuencia que codifica al menos un péptido autoescindible. Son realizaciones adicionales de la presente invención un
vector que contiene el polinucleótido recombinante, una célula huésped que contiene el polinucleótido recombinante
y/o el vector y un animal transgénico no humano transformado con el polinucleótido recombinante y/o el vector. La
presente invención también hace referencia a métodos para la producción del polinucleótido y para la fabricación
de complejos de multiproteínas. Las realizaciones de la presente invención son particularmente útiles en la terapia
génica, cribado de candidatos a fármaco, producción de vacunas y cristalización de complejos de multiproteínas para
investigación estructural.

Un objetivo fundamental de los esfuerzos en investigación biológica en la era post-genómica es la elucidación de
las redes de interacción de proteínas (interactoma). Dado que muchos de los complejos de multiproteínas identificados
no se encuentran presentes en cantidades suficientes en sus células originales para poder realizar un análisis de biología
molecular detallado, su estudio depende de las tecnologías recombinantes de producción de proteínas heterólogas a
gran escala. Los métodos de expresión recombinante requieren una inversión desproporcionada tanto en horas de
trabajo como en materiales antes de la expresión de las multiproteínas, y después de su expresión no proporcionan
flexibilidad para alterar con rapidez los componentes de las multiproteínas para la realización de estudios de expresión
revisados.

Existen diversas tecnologías recombinantes utilizadas actualmente para obtener complejos de multisubunidades.
Por ejemplo, las proteínas se pueden expresar aisladamente en E. coli, ya sea en forma soluble o en forma de cuer-
pos de inclusión, purificar y a continuación reconstituir in vitro con proteínas producidas de forma similar formando
complejos de multiproteínas. También pueden utilizarse células eucariotas (por ejemplo, células de mamífero o le-
vaduras) como huéspedes en experimentos de expresión transitoria. Esta metodología es completamente dependiente
de la existencia de un protocolo de reconstitución in vitro eficiente. Mientras que esta estrategia puede rendir resul-
tados aceptables para sistemas más simples con tamaños de subunidad pequeños, no es generalmente aplicable para
complejos de multiproteínas más complicados que contengan varias subunidades grandes (por ejemplo próximas a los
complejos reguladores de las células eucariotas superiores, en particular humanas).

La co-expresión ha sido reconocida como una alternativa superior a la estrategia de la reconstitución in vitro
descrita en el párrafo anterior. En el pasado, se han desarrollado diversos sistemas de co-expresión tanto para la
expresión procariota como la eucariota. En los sistemas procariota, la co-expresión puede conseguirse generando un
único plásmido que contenga todos los genes seleccionados o co-transformando diversos plásmidos que contengan
uno o dos genes y diferentes marcadores de resistencia y replicones.

La co-expresión en células eucariotas se ha realizado utilizando el sistema baculovirus, inicialmente con un éxito
limitado mediante la co-infección con diversos virus, y posteriormente de forma más exitosa mediante la expresión
de todas las proteínas a partir de un único virus, ofreciendo diversas ventajas y eliminando diversas limitaciones
existentes en los sistemas procariota (tales como tamaños de subunidad comparativamente menores, ausencia de pro-
cesamiento auténtico, dificultad de expresión de proteínas eucariotas (especialmente humanas) etc.). En el sistema
baculovirus, se ha demostrado que la expresión a partir de un único virus aumenta dramáticamente el rendimiento
(Berger y otros (2004) Nature Biotech. 22, 1583-1587; ver también Comentario (“Comment”) (2004), Nature Biotech.
22, vii, Novedades y Opiniones (“New & Views”) (2004), Nature Biotech. 22, 152, Aspectos destacados en investiga-
ción (“Research Highlights”), Nature Methods 2, 7 (2005); Bertolotti-Ciarlet y otros (2003) Vaccine 21, 3885-3900),
a la vez que reduce de forma decisiva las necesidades logísticas especialmente para la producción a gran escala.

Una mejora importante en la expresión de multiproteínas fue la provisión del sistema modular para la generación
de casetes de expresión de multigenes proporcionados por los presentes inventores, que se da a conocer en WO
2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381; ver también Berger y otros (2004) ibídem). La tecnología MultiBac descrita
en WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381) permite la generación sencilla de casetes de expresión de multigenes
así como la modificación y revisión de los experimentos de expresión (Berger y otros (2004) ibídem).

Sin embargo, un obstáculo para la expresión exitosa y el acoplamiento in vivo de complejos de multisubunidades,
en particular con varias (6, 7, 8 o más) subunidades (que constituyen la mayoría de los complejos de regulación génica
eucariotas, por ejemplo humanos) es el hecho de que los niveles de expresión relativa de estas subunidades varían
singularmente de forma significativa en base a en muchos casos mecanismos no totalmente conocidos (por ejemplo
eficacia de la transcripción y traducción, estabilidad de las proteínas, estabilidad del ARNm y estructuras secundarias,
etc.). Como consecuencia de ello, la subunidad que se expresa en menor cantidad en un sistema intrínsecamente dese-
quilibrado condicionará el éxito global del experimento de producción de complejos de multisubunidades al limitar el
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rendimiento total del complejo. Por ello, la maquinaria de transcripción/traducción produce cantidades en exceso de
otros componentes que no son incorporados en proceso, “malgastando” recursos de transcripción/traducción celular.
Los niveles individuales de expresión varían singularmente varias veces (por ejemplo hasta 10 veces o más) de unos
a otros suponiendo pérdidas que son refractarias a una producción exitosa de los complejos de multisubunidades de-
seados, en particular en el caso de complejos de más de 4 subunidades, tales como 5, 6, 8, 10 o más subunidades (por
ejemplo en el caso de muchos complejos de regulación génica eucariotas).

Los virus del súper-grupo picornavirus poseen un genoma que consta de una molécula de ARN de cadena única
en orientación sentido que contiene uno o dos ORF (“marcos de lectura abiertos”) que codifican una poliproteína que
comprende las proteínas virales que están conectadas entres sí mediante sitios de escisión por proteasas virales o por
péptidos autoescindibles (revisado, por ejemplo en Ryan y otros (1997) J. Gener. Virol. 78, 699-723).

El concepto general de expresar una poliproteína a través de un virus recombinante para la producción de complejos
proteína se ha aplicado en la reconstitución de un complejo TCR (receptor de célula T):CD3 (Szymczak y otros
(2004) Nature Biotech. 5, 589-594). Los autores utilizaron dos vectores retrovirales recombinantes en los que un
vector contenía las secuencias que codifican las dos subunidades del TCR mientras que el otro vector codificaba una
poliproteína que comprendía las cuatro subunidades de CD3. Las subunidades se conectaron mediante secuencias
de péptidos de autoescisión 2A derivados de aftovirus. Una desventaja de este enfoque es que, para reconstituir el
complejo completo, deben prepararse dos vectores diferentes y son necesarias dos transfecciones.

El enfoque de la poliproteína viral se ha aplicado en sistemas de expresión baculovirus para constructos pequeños
tales como IL-12 heterodimérica (Kokuho y otros (1999) Vet. Immunol. Immunopathol. 72, 289-302) y proteínas de
fusión que contienen una señal de focalización nuclear derivada de la polihedrina de baculovirus y una proteína de
interés (US 5.179.007).

Por tanto, el problema técnico que subyace en la presente invención es el de dar a conocer un nuevo sistema para
una expresión mejorada de proteínas múltiples.

La solución del problema técnico especificado en el párrafo anterior se proporciona por las realizaciones definidas
en las reivindicaciones.

En particular, la presente invención da a conocer un polinucleótido que codifica, cada uno de ellos dentro de
un marco de lectura abierto individual (ORF), al menos dos poligenes que codifican cada uno de ellos al menos
tres polipéptidos biológicamente activos en los que al menos dos de los polipéptidos codificados por los genes que
forman parte de los poligenes son de origen no viral, al menos dos de los polipéptidos codificados por los genes que
forman parte de los poligenes son capaces cada uno de ellos de al menos interaccionar transitoriamente con al menos
otro de los polipéptidos codificados por un gen de dichos poligenes, y los genes que forman parte de cada poligen
están conectados entre sí mediante un secuencia que codifica al menos un sitio de escisión por proteasas y/o por una
secuencia que codifica al menos un péptido autoescindible.

El polinucleótido de acuerdo con la presente invención puede ser un polinucleótido ADN, ARN o un polinucleótido
que comprende uno o más análogos de nucleótido sintético. El polinucleótido puede estar presente en forma de cadena
única o doble. Son especialmente preferentes las formas ADN, en particular ADN de doble cadena. El polinucleótido
de la presente invención puede producirse mediante síntesis química. Los constructos de polinucleótido preferentes
de la presente invención se producen mediante tecnología génica recombinante (ver, por ejemplo, Sambrook y otros
“Clonación molecular” (“Molecular Cloning”), Cold Spring Harbor Laboratory, 1989).

Un “poligen” tal como se utiliza en la presente invención es una secuencia de ácidos nucleicos que codifica al
menos tres polipéptidos biológicamente activos en un ORF único. Por tanto, cada “gen” que forma parte del poligen
es una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido, en particular una proteína o fragmento, variante,
mutante o análogo de la misma, que posee una función estructural, reguladora o enzimática en particular. Preferen-
temente, el “gen” que codifica el polipéptido comprende la región codificadora de un ADNc que codifica la proteína
estructural, reguladora o enzimática, o fragmento, variante, mutante o análogo de la misma.

Un “fragmento” del polipéptido codificado por un gen contenido en los poligenes significa una parte o región del
polipéptido original, preferentemente un fragmento que conserva al menos una de las funciones de la proteína com-
pleta. Una “variante” del polipéptido codificado por un gen contenido en el poligen significa un polipéptido que es
un equivalente funcional o no funcional del polipéptido original derivado de otra especie o un derivado funcional o
no funcional del polipéptido original que se origina por un empalme alternativo o procesamiento post-traduccional.
Un “mutante” del polipéptido codificado por un gen contenido en el poligen significa un polipéptido derivado de una
proteína natural por inserción, substitución, adición y/o deleción de uno o más residuos aminoácidos. Un “análogo”
del polipéptido codificado por un gen contenido en el poligen significa un equivalente funcional del polipéptido ori-
ginal que puede incluso tener una secuencia de aminoácidos no relacionada pero que ejerce la misma función que el
polipéptido del cual es un análogo.

Correspondientemente, a nivel de ácidos nucleicos, un “fragmento” de gen es una parte o región del gen original
a partir del cual se deriva el “fragmento”. El gen “variante” posee una secuencia que se halla en una especie diferen-
te comparada con el gen original, o puede codificar una variante de empalme o una versión procesada a nivel post-
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traduccional del polipéptido en cuestión. El “mutante” es derivado a partir del gen original mediante inserción, subs-
titución, adición y/o deleción de uno o más nucleótidos. El “análogo” de un gen codifica un equivalente funcional del
polipéptido codificado por el gen original.

Al menos dos de los genes en los poligenes de acuerdo con la presente invención son de origen no viral. “No viral”
significa que la secuencia de ácido nucleico que codifica el polipéptido (que representa una proteína funcional o un
fragmento, variante, análogo o mutante de la misma) no se halla originalmente o no se deriva del genoma de un virus.
En particular, las secuencias de nucleótidos comprendidas en el poligen del polinucleótido de acuerdo con la presente
invención se originan de eucariotas y/o procariotas.

Así, de acuerdo con la presente invención, los genes que codifican las subunidades (tales como un complejo de
multiproteínas o miembros de una vía metabólica o cualesquiera otras proteínas que al menos potencialmente interac-
cionan al menos transitoriamente entre sí) de un ensamblaje de multisubunidades se encuentran presentes en al menos
dos marcos de lectura abiertos (ORF). Las secuencias que codifican las subunidades (polipéptidos) del ensamblaje se
encuentran presentes en al menos dos poligenes en los que los genes que forman parte de cada poligen están conec-
tados entres sí mediante una secuencia (puede haber más de una) que codifica un sitio de escisión por proteasas (es
decir una secuencia que comprende el sitio de reconocimiento de una proteasa) o al menos un péptido autoescindible.

De acuerdo con una realización preferente de la presente invención la proteasa o proteasas capaces de escindir el
sitio de escisión codificado por la secuencia o secuencias que conectan los genes que forman parte de los poligenes
son codificadas por el polinucleótido de la presente invención. De forma más preferente, el gen o genes que codifican
la proteasa o proteasas forma o forman parte de la menos uno de los poligenes.

Los sitios de escisión por proteasas y péptidos autoescindibles son conocidos para los expertos (ver por ejemplo,
Ryan y otros (1997) J. Gener. Virol. 78, 699-722; Scymczak y otros (2004) Nature Biotech. 5, 589-594). Son ejemplos
preferentes de sitios de escisión por proteasas, los sitios de escisión por las proteasas NIa de potivirus (por ejemplo, la
proteasa del virus del grabado del tabaco), proteasas HC de potivirus, proteasas P1 (P35) de potivirus, proteasas NIa
de biovirus, proteasas codificadas ARN-2 di biovirus, proteass L de aftovirus, proteasas 2A de enterovirus, proteasas
2A de rinovirus, proteasas 3C de picoma, proteasas 24K de comovirus, proteasas 24K de nepovirus, proteasa similar
a 3C de RTSV (virus esférico del tungro del arroz), proteasa similar a 3C de PYVF (virus de la mancha amarilla de la
chirivía), trombina, factor Xa y enteroquinasa. Debido a su elevado rigor en la escisión, son particularmente preferentes
los sitios de escisión de la proteasas del TEV (virus del grabado del tabaco). Así, los genes de los poligenes de acuerdo
con la presente invención están preferentemente conectados mediante una cadena de nucleótidos que comprende una
secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos con la forma general EXXYXQ(G/S) en la que
X representa cualquier aminoácido (la escisión por TEV se produce entre Q y G o Q y S). Son más preferentes las
secuencias de nucleótidos de enlace que codifican ENLYFQG y ENLYFQS, respectivamente.

Los péptidos autoescindibles (también denominados “elementos hidrolíticos que actúan en cis”, CHYSEL; ver
deFelipe (2002) Curr. Gene Ther. 2, 355-378) preferentes derivan de péptidos 2A de potivirus y cardiovirus. Son
especialmente preferentes los péptidos autoescindibles seleccionados entre los péptidos 2A derivados del FMDV (virus
de la enfermedad boca-mano), virus de la rinitis equina A, virus de Thosea asigna, y el teschovirus porcino.

Al menos dos de los polipéptidos codificados por los poligenes de la presente invención son capaces de al menos
interaccionar transitoriamente con otro polipéptido codificado por los poligenes, o al menos se sospecha que son capa-
ces de al menos interaccionar transitoriamente con otro polipéptido codificado por un gen contenido en los poligenes.
Las “interacciones” típicas que se producen entre los polipéptidos incluyen unión covalente, enlaces de hidrógeno,
interacciones electroestáticas e interacciones de Van-der-Waals. Las interacciones “transitorias” son habituales entre
las biomoléculas, en particular entre las proteínas, y están representadas típicamente por interacciones entre enzimas
y sus sustratos, receptores y sus ligandos (agonistas o antagonistas), interacciones entre miembros de vías metabólicas
e interacciones entre proteínas de complejos reguladores (por ejemplo, reguladores de genes).

Los polipéptidos codificados por las secuencias de nucleótidos que forman parte de los poligenes de la presente
invención pueden ser el mismo o diferentes. Así, cada poligen presente en los constructos de la invención puede con-
tener una o más copias de cada secuencia de nucleótidos que codifica una proteína de interés. De este modo es por
ejemplo posible proporcionar constructos que sirven para la expresión óptima de las proteínas deseadas, en particu-
lar en el caso de proteínas que se expresan normalmente a diferentes niveles de expresión y/o están presentes en un
ensamblaje macromolecular en diferentes estequiometrías. Por tanto, en el caso de que un polipéptido se exprese esca-
samente en los sistemas utilizados habitualmente, pueden integrarse dos o más copias de la secuencia de codificación
correspondiente en uno o más poligenes del constructo de la invención. También puede utilizarse el mismo enfoque
en caso de que el polipéptido esté presente en un dímero, trímero o multímero en un complejo deseado. De este modo,
los constructos de la presente invención pueden acoplarse individualmente de acuerdo con los requisitos (niveles de
expresión, estequiometría, etc.) de cualquier complejo u otro ensamblaje macromolecular que un experto en la técnica
quiera expresar y/o purificar.

Es adicionalmente preferente que los genes que forman parte de los poligenes se seleccionen del grupo formado
por genes que codifican miembros de complejos de multiproteínas y genes que codifican miembros de vías meta-
bólicas. Los complejos de multiproteínas preferentes son complejos de proteínas reguladoras de genes tales como
complejos de factores de transcripción, complejos de transporte tales como complejos involucrados en el transpor-
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te nuclear y/o celular, complejos de plegamiento proteico, complejos receptor/ligando, complejos de reconocimiento
célula-célula, complejos involucrados en la apoptosis, complejos involucrados en la regulación del ciclo celular, etc.
Son miembros de vías metabólicas, por ejemplo, miembros del metabolismo de carbohidratos (como glucólisis, glu-
coneogénesis, ciclo del ácido cítrico, biosíntesis de glucógeno, vía de la galactosa, ciclo de Calvin, etc.), metabolismo
de lípidos (como metabolismo del triacilglicerol, activación de ácidos grasos, β-oxidación de ácidos grasos (incluso
cadena/cadena impar) vía de la α-oxidación, biosíntesis de ácidos grasos, biosíntesis de colesterol, etc.), metabolismo
de aminoácidos (como reacciones de glutamato, ciclo de la urea de Krebs-Henseleit, vía de shikimato, biosíntesis de
fenilalanina y tirosina, biosíntesis de triptófano, etc.), metabolismo energético (como fosforilación oxidativa, síntesis
de ATP, fotosíntesis, metabolismo del metano, etc.) metabolismo de ácidos nucleicos (biosíntesis y degradación de
purinas y pirimidinas, replicación de ADN, etc.). Los miembros de los complejos de multiproteínas y de la vía meta-
bólica pueden tomarse de por ejemplo, http://www.biocarta.com/genes/index.asp y G. Michal (ed.) Vías bioquímicas
(Biochemical Pathways) 1ª edición, John Wiley & Sons, Hoboken, NJ, USA, 1999, cuyo contenido se incorpora a la
presente invención como referencia.

Cada poligen de acuerdo con la presente invención contiene al menos 3 genes, es decir secuencias que codifican
un polipéptido biológicamente activo. Son más preferentes los poligenes que codifican 4, 5, 6 o más o incluso más
proteínas. Tal como se ha mencionado anteriormente, es preferente que la proteasa o proteasas capaces de escindir
los sitios de escisión por proteasas que conectan los polipéptidos esté o estén codificados por al menos uno de los
poligenes.

De acuerdo con una realización preferente, el polinucleótido de la presente invención contiene al menos dos se-
cuencias promotor que están operativamente unidas a los poligenes, siendo así capaces de controlar la expresión de
los mismos. Los promotores adecuados en los constructos de la presente invención pueden seleccionarse del grupo
formado por promotores de baculovirus muy tardíos polh, p10 y pXIV, promotor tardío de baculovirus vp39, promotor
de baculovirus tardío/muy tardío vp30polh, promotores tempranos de baculovirus Pcap/poth, pcna, etl, p35, da26; CMV,
SV40, UbC, EF-1α, RSVLTR, MT, PDS47, Ac5, PGAL y PADH. Las secuencias de promotores pueden ser las mismas para
todos los poligenes o pueden seleccionarse diferentes promotores para diferentes poligenes.

Preferentemente, cada uno de los ORF que contienen un poligen de la presente invención está flanqueado por una
secuencia de finalización tal como SV40, HSVtk o BGH (hormona de crecimiento bovina).

El polinucleótido, de acuerdo con la presente invención, puede contener además secuencias reguladoras tales como
secuencias incrementadoras o supresoras.

Es adicionalmente preferente que el polinucleótido de acuerdo con la presente invención contenga al menos un
sitio para su integración en un vector o célula huésped. Dicho sitio de integración permitirá la conveniente incorpora-
ción genómica o transitoria del polinucleótido en vectores (tales como virus) y células huésped (por ejemplo células
huésped eucariotas), respectivamente. Son preferentes los sitios para la integración genómica.

Son sitios de integración especialmente preferentes aquellos que son compatibles con la integración del polinu-
cleótido en un virus. Más preferentemente, el sitio de integración es compatible con la integración del polinucleótido
en un virus seleccionado dentro del grupo formado por adenovirus, virus asociados a adenovirus (AAV), parvovi-
rus autónomos, virus del herpes simple (HSV), retrovirus, rhadinovirus, virus Epstein-Barr, lentivirus, virus Semliki
Forest (virus del bosque Semliki) y baculovirus.

En una realización adicionalmente preferente, el sitio de integración es compatible con la integración del poli-
nucleótido en una célula huésped eucariota que puede seleccionarse preferentemente del grupo formado por células
de mamífero (como células humanas, por ejemplo HeLa, Huh7, HEK293, HepG2, KATO-III, IMR32, MT-2, células
β pancreáticas, queratinocitos, fibroblastos de médula ósea, CHP212, células neurales primarias, W12, SK-N-MC,
Saos-2, WI38, hepatocitos primarios, FLC3, 143TK-, DLD-1, células de vena umbilical, fibroblastos de pulmón em-
brionario, fibroblastos del prepucio primarios, células de osteosarcoma, células MRC5, células MG63 etc.), células
porcinas (como CPL, FS-13, PK-15), células bovinas (como MDB, BT), células ovinas (como FLL-YFT), células de
C. elegans, células de levaduras (como S. cerevisiae, S. pombe, C. albicans, P. pastoris) y células de insecto (como
S. frugiperda, por ejemplo Sf9, Sf21, Express Sf+, células High Five H5, D. melanogaster, por ejemplo células S2
Schneider).

Los sitios de integración particularmente preferentes se seleccionan a partir de elementos transposón de Tn7, sitios
de unión específicos de integrasa λ, y SSRs (recombinasas específicas de sitio), preferentemente el sitio específico cre-
lox (LoxP) o el sitio de recombinación específico de la recombinasa FLP (FRT).

En una realización preferente de la presente invención el polinucleótido comprende adicionalmente uno o más
marcadores de resistencia para seleccionar células huésped con propiedades deseadas basadas en una resistencia a
sustancias de otro modo tóxicas. Son ejemplos de marcadores de resistencia adecuados los que proporcionan resisten-
cia contra la ampicilina, cloramfenicol, gentamicina, espectinomicina y/o kanamicina.

Para su incorporación a una célula huésped procariota, el nucleótido de la presente invención comprende preferen-
temente un origen de replicación R6Kγ condicional para hacer que la propagación sea dependiente del gen pir en un
huésped procariota.
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La inserción de los poligenes casetes de expresión en constructos dados a conocer en WO 2005/085456 A1
(PCT/EP2004/013381) da lugar a realizaciones especialmente preferentes del polinucleótido de la presente invención.

Por tanto, es preferente que el polinucleótido de la presente invención comprenda una disposición funcional según
la Fórmula I:

X-T1-MCS1-P1-[A-B]-P2-MCS2-T2-Y (I)

que comprende:

(a) al menos dos casetes de expresión T1-MCS1-P1 y P2-MCS1-T2 en una disposición cabeza a cabeza, cabeza
a cola o cola a cola, comprendiendo cada uno de ellos un sitio de clonación múltiple MCS1 o MCS2, flanqueado por
un promotor P1 y un secuencia de finalización T1 para MCS1 y flanqueado por un promotor P2 y una secuencia de
finalización T2 para MCS2.

(b) al menos un módulo de multiplicación M entre los promotores P1 y P2 que comprende al menos dos sitios de
restricción A y B.

(c) al menos dos sitios de restricción X e Y flanqueando cada uno de ellos los casetes de expresión,

en el que

(i) los sitios de restricción A y X así como B e Y son compatibles, pero

(ii) los productos de unión AY y BX no son escindibles enzimáticamente por enzimas de restricción a, b, x
o y específicos de los sitios de restricción A, B, X e Y, y

(iii) los sitios de restricción A y B así como los sitios de restricción X e Y son incompatibles,

en el que cada poligen está insertado en uno de los casetes de expresión.

Respecto a realizaciones adicionales preferentes de constructos que poseen una disposición de Fórmula (I) se hace
referencia expresamente a WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381). En particular, los sitios de restricción A y
B en el módulo de multiplicación M se seleccionan del grupo formado por los sitios de restricción BstZ17I, Spel,
Clal y Nrul o sitios de restricción escindidos por isosquizómeros de los mismos. Los isosquizómeros son enzimas
de restricción que poseen sitios de escisión idénticos. Adicionalmente, son ejemplos de sitios de restricción X e Y
los sitios de restricción seleccionados del grupo formado por Pmel y AvrII o sitios de restricción escindidos por
isosquizómeros de los mismos.

Los polinucleótidos preferentes que posee cada uno de los poligenes insertado en uno de los casetes de expresión
contenidos en la Fórmula (I) comprenden las siguientes características:

(a) los promotores P1 y P2 se seleccionan del grupo formado por polh y p10;

(b) las secuencias de finalización se seleccionan del grupo formado por SV40 y HSVtk;

(c) los sitios de restricción A y B en el módulo de multiplicación M se seleccionan del grupo formado por los sitios
de restricción BstZ171I, SpeI, ClaI y NruI;

(d) los sitios de restricción X e Y se seleccionan del grupo formado por los sitios de restricción Pmel y AvrII; y

(e) los sitios para la integración de virus se seleccionan del grupo formado por un sitio para recombinasas especí-
ficas de sitio (SSRs) y un sitio para un elemento de transporte.

Respecto a la producción de polinucleótidos que poseen la disposición anterior según la Fórmula (I) se hace
referencia expresa a WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381).

La disposición de los polinucleótidos de la presente invención que codifican varios polipéptidos activos biológica-
mente dentro de dos o más ORFs conteniendo cada uno de ellos un poligen supone una mejora importante respecto a
la clonación y expresión de genes que codifican miembros de complejos proteicos de multisubunidades: Por un lado,
el ensamblaje de todos los genes de subunidades en un único ORF es habitualmente imposible o altamente dificultoso
debido al inmenso tamaño y número de secuencias de codificación a acoplar. Por otro lado, el ensamblaje eficiente de
varios o todos los miembros de un ensamblaje de multisubunidades cada uno de ellos presente en casetes de expresión
independientes ha mostrado ser habitualmente altamente ineficiente dado que el rendimiento global del complejo vie-
ne determinado por la subunidad que se expresa menos. De acuerdo con la presente invención, las subunidades de un
complejo de multiproteínas son codificadas por al menos dos poligenes (cada uno representando un ORF individual)
codificando cada uno de ellos al menos tres polipéptidos (preferentemente de origen no viral) lo que da lugar a un
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compromiso óptimo entre la manejabilidad del constructo y sus constituyentes (en particular, el ensamblaje de los
poligenes) y la eficiencia de la expresión (en particular en el caso de que el polinucleótido de la presente invención se
encuentre en un vector adecuado).

Por tanto, una realización adicional de la presente invención es un vector que contiene el polinucleótido descrito
anteriormente. El vector puede seleccionarse del grupo formado por plásmidos, vectores de expresión y vectores
de transferencia. De forma más preferente, el vector de la presente invención es útil para la transferencia de genes
eucariotas, para la transferencia génica transitoria o viral mediada por vectores.

Son vectores especialmente preferentes los vectores de expresión eucariotas, tales como virus seleccionados del
grupo formado por adenovirus, virus asociados a adenovirus (AAV), parvovirus autónomos, virus del herpes sim-
ple (HSV), retrovirus, rhadinovirus, virus Epstein-Barr, lentivirus, virus Semliki Forest (virus del bosque Semliki) y
baculovirus. Los vectores más preferentes de la presente invención son los vectores de expresión baculovirus. Los
baculovirus preferentes de la presente invención son las realizaciones en los que los genes v-cath y chiA se hallan
funcionalmente alterados, dado que ello conlleva un mantenimiento mejorado de los compartimentos celulares du-
rante la infección y expresión proteica. El gen v-cath codifica la proteasa viral V-CATH la cual es activada en el
momento de la muerte celular mediante un proceso dependiente de un gen yuxtapuesto en el ADN viral, chia que
codifica una quitinasa. Preferentemente, se alteran ambos genes para eliminar la actividad V-CATH y ganar la opción
de utilizar la cromatografía de afinidad a quitina sin interferencia por el producto del gen chiA. La calidad de los
productos de expresión generados por un sistema baculovirus que carece de la actividad funcional de los genes v-
cath y chiA mejora significativamente debido a la reducción de la actividad proteolítica y lisis celular dependiente de
virus.

Preferentemente, los vectores de acuerdo con la presente invención comprende un sitio para SSRs, preferentemente
LoxP para la recombinación específica de sitio cre-lox. De forma más preferente, el sitio cre-lox se ubica en uno o
ambos genes de baculovirus v-cath y chiA de manera que alteran su función.

El vector de la presente invención contiene preferentemente uno o más genes marcadores para la selección de
huéspedes transfectados con éxito con el vector ensamblado correctamente. Son ejemplos de marcadores adecuados
luciferasa, β-Gal, CAT, genes que codifican proteínas fluorescentes como GFP, BFP, YFP, CFP y variantes de las
mismas, y el gen lacZα. El gen o genes marcadores pueden ser variantes equivalentes funcionalmente, mutantes,
fragmentos o análogos de los ejemplos mencionados o cualquier otro marcador adecuado conocido por los expertos.
Las variantes, mutantes o análogos muestran preferentemente una homología de al menos el 75%, más preferentemente
el 85%, y especialmente preferente el 90%, en particular al menos el 95% a nivel de aminoácidos en comparación con
el marcador del que deriva dicha variante, mutante o análogo.

En otra realización preferente, el vector de la presente invención comprende un elemento transposón, preferente-
mente el sitio de unión Tn7. Más preferentemente, dicho elemento transposón, por ejemplo el sitio de unión Tn7, se
ubica dentro de un gen marcador de manera que puede evaluarse una integración exitosa por transposición analizando
el fenotipo proporcionado por el gen marcador funcional.

Los vectores de transferencia preferentes de la presente invención se basan en pFBDM o pUCDM tal como se da
a conocer en la patente WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/13381; ver identificador de secuencia nº 1 y 2 así como
las Figuras 1 y 2, respectivamente dadas a conocer en la misma). Vectores de transferencia de la presente invención
adicionalmente preferentes se basan en derivados de los vectores anteriores pFBDM y pUCDM, respectivamente.

Son ejemplos de derivados particularmente preferentes de pFBDM y pUCDM los vectores de transferencia pSPL
(Figura 3), pFL (Figura 4), pKL (Figura 5) y pKDM (Figura 6). Al igual que pUCDM, pSPL contiene un origen
de replicación condicional (R6Kγ) y pFL (como pFBDM) contiene un origen de replicación de elevado número de
copias (CoIE1). pKDM y pKL poseen orígenes de replicación de bajo número de copias derivados de pBR322. En
analogía con pFBDM, pFL pKL y pKDM contienen elementos transposón (Tn7R, Tn7L). Los vectores pSPL, pFL y
pKL poseen un repetido LoxP invertido imperfecto que flanquea el casete de expresión dual (al igual que pUCDM).
Todos los vectores contienen el módulo de multiplicación (M) descrito anteriormente para generar casetes1 multigen.
pFL y pKL (y derivados) son vectores aceptores, pUCDM y pSPL (y derivados) son vectores donantes en plásmidos
de fusión mediados por Cre.
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En la siguiente Tabla 1, se resumen las características importantes de los ejemplos preferentes anteriores de vectores
de transferencia para generar los constructos de la presente invención.

TABLA 1

Características de los vectores de transferencia preferentes
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Por tanto, los poligenes de la presente invención se insertan en un vector tal como pFBDM, pUCDM, pSPL, pFL,
pKL o pKDM en los sitios de clonación múltiple (MCS1, MCS2), ya sea mediante escisión por enzimas de restricción
y ligadura o a través de recombinación (por ejemplo, utilizando la enzima BD In-Fusion). Los vectores de transferencia
de baculovirus pFBDM, pUCDM, pSPL, pFL, pKL y pKDM, comprenden ADN de baculovirus receptor modificado,
diseñado para una producción de proteínas mejorada y para permitir un método simple y rápido para integrar genes a
través de dos sitios de acceso (attTn7 y LoxP) en el ADN de baculovirus en células de E. coli adaptadas a este objetivo.

De acuerdo con una realización adicional, la presente invención da a conocer una célula huésped que contiene el
polinucleótido y/o el vector de la invención.

Son ejemplos de células huésped preferentes las células de mamífero, tales con células humanas, de roedor, por-
cinas tales como CPL, FS-13, y PK-15, células bovinas tales como MDB y BT, células ovinas tales como FLL-YFT,
células de C. elegans, células de levaduras tales como S. cerevisiae, S. pombe, P. pastoris y C. albicans, células de
insecto tales como células derivadas de S. frugiperda, preferentemente Sf9, Sf21, Express Sf+ o células High Five, h5,
células derivadas de D. melanogaster tales como células Schneider S2 y bacterias tales como E. coli, preferentemente
las cepas Top10, Dh5α, DH10α, HB101, TG1, BW23473 y BW23474.

Las células humanas preferentes se seleccionan del grupo formado por HeLa, Huh7, HEK293, HepG2, KATO-
III, IMR32, MT-2, células β pancreáticas, queratinocitos, fibroblastos de médula ósea, CHP212, células neurales
primarias, W12, SK-N-MC, Saos-2, WI38, hepatocitos primarios, FLC3, 143TK-, DLD-1, células de vena umbilical,
fibroblastos de pulmón embrionario, fibroblastos del prepucio primarios, células de osteosarcomma, células MRC5 y
células MG63.

Las células huésped que comprenden un polinucleótido y/o vector de acuerdo con la invención pueden ser células
aisladas o pueden encontrarse en tejidos u órganos.

Una realización adicional de la presente invención hace referencia a un animal transgénico no humano transforma-
do con al amenos una secuencia de polinucleótido y/o vector de la invención. Son animales transgénicos no humanos
preferentes las especies de roedores, porcinas, bovinas, y C. elegans.

El animal transgénico no humano de la presente invención es particularmente útil para elucidar el papel de los
complejos de multiproteínas o para el cribado de compuestos para sus actividades biológicas in vivo.

Una realización adicional de la presente invención es un método para la producción del polinucleótido tal como se
ha definido anteriormente que comprende las etapas de:

(a) proporcionar, preferentemente ampliar, las regiones de codificación de los genes que forman parte de al menos
dos poligenes;

(b) proporcionar dichas regiones de codificación con secuencias que codifican al menos un sitio de escisión y/o al
menos un péptido autoescindible; y

(c) ensamblar los fragmentos resultantes de las etapas (a) y (b) de manera que de cada poligen se origina un ORF
individual; y

(d) combinar los al menos dos poligenes en un único polinucleótido.

Otro aspecto de la invención es un método para la producción del vector de acuerdo con la presente invención que
comprende las etapas de:

(a) generar al menos dos poligenes comprendiendo cada uno de ellos al menos tres genes dentro de un ORF
individual tal como se ha definido anteriormente (preferentemente mediante el método anterior para la producción del
polinucleótido de la presente invención); y

(b) clonar los poligenes en un vector plásmido o viral,

en el que al menos uno de los genes de cada poligen es de origen no viral y al menos dos de los polipéptidos
codificados por los genes son capaces de al menos interaccionar transitoriamente con otro polipéptido codificado por
los genes.

Preferentemente, uno de los genes ensamblados en los poligenes es un gen que codifica una proteasa capaz de
escindir los sitios de escisión por proteasas que conectan los polipéptidos codificados por los poligenes. Las proteasas
preferentes se han definido anteriormente.

La construcción de los poligenes, así como la de los vectores de la presente invención, puede realizarse mediante
diversas técnicas de biología molecular que son generalmente conocidas por los expertos en la técnica (ver, por ejem-
plo, Ausubel y otros (eds.) Protocolos actuales en biología molecular (“Current Protocols in Molecular Biology”), John
Wiley & Sons, Hoboken, NJ, USA, 2003). La producción de un poligen puede llevarse a cabo por ejemplo mediante
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amplificación PCR de las secuencias de nucleótidos que codifican los polipéptidos particulares (por ejemplo utilizando
los moldes de ADNc correspondientes), preferentemente utilizando un cebador (ya sea 5’ o 3’) que proporciona la se-
cuencia o secuencias que codifican al menos un lugar de escisión por proteasas y/o al menos un péptido autoescindible.
Preferentemente, los cebadores contienen además una secuencia de reconocimiento de una enzima de restricción ade-
cuado. Preferentemente, cada cebador contiene un sitio de restricción que es diferente del sitio de restricción del otro
cebador de manera que es posible la ligadura direccional del producto de amplificación resultante con otro producto de
amplificación y/o un vector linealizado que contenga los mismos sitios de restricción. De acuerdo con otra realización
preferente para la producción de los constructos mediante ligadura direccional, los cebadores pueden contener una
secuencia de reconocimiento de un enzima de restricción que produce una proyección que no es auto-ligable tal como
RsrII o BstEII. En caso de que los cebadores no contengan en sí mismos un sitio de restricción, también es posible
proporcionar los productos de amplificación con adaptadores que comprenden el sitio o sitios de restricción deseados.
Obviamente, también es posible proporcionar las regiones de codificación de los polipéptidos deseados utilizando
cualquier fuente (más allá de la amplificación). Por ejemplo, las secuencias necesarias pueden estar ya presentes como
tales o en los vectores correspondientes a partir de los cuales pueden cortarse las secuencias mediante las enzimas
de restricción adecuadas. Los constructos que no contienen sitios de restricción adecuados etc., puede proporcionarse
con las secuencias adecuadas (sitio o sitios de restricción, sitio o sitios de escisión por proteínas/péptido o péptidos
autoescindibles; ligadores etc.) mediante la ligadura de los adaptadores adecuados que contengan los elementos ne-
cesarios. A continuación, los productos de amplificación o cualquier otro constructo adecuado (que contenga sitios
de restricción) se cortan con las enzimas de restricción adecuadas. Obviamente, la secuencia de cualquier cebador
utilizado se selecciona preferentemente de manera que tras el ensamblaje final de los poligenes, preferentemente en
un vector adecuado, se produzca un ORF individual para cada poligen.

De acuerdo con una realización preferente de la invención, a continuación, los productos de amplificación u otras
secuencias adecuadas pueden ligarse secuencialmente o simultáneamente en un vector adecuado, por ejemplo en
MCS1 o MCS2 del sistema de vector MultiBac al que se ha hecho referencia anteriormente. Por ejemplo, puede intro-
ducirse un poligen en pFDBM y otro poligen puede ligarse en pUCDM (tal como se describe en WO 2005/085456 A1
(PCT/EP2004/013381)). A continuación, se utilizan los constructos resultantes para la producción de los bácmidos
correspondientes mediante recombinación específica de sitio cre-Iox (derivado pUCDM) y transposición específica
Tn7 (derivado pFBDM) dando lugar a un vector de expresión de baculovirus listo para infectar las células de insecto
correspondientes para expresar y purificar el complejo de multiproteínas de interés. Además de producir los poligenes
e introducirlos en un vector adecuado mediante restricción/ligadura, también es posible ensamblar dichos constructos
mediante recombinación homóloga utilizando las recombinasas ademadas. Son ejemplos adecuados de técnicas clona-
do basadas en recombinasas el sistema In-Fusion® disponible de BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Alemania (ver
Clontechniques, Octubre 2002, p. 10) y el sistema de recombinación Red®/ET® disponible de Gene Bridges GmbH,
Dresden, Alemania (ver la patente WO-A-99/29837; http://www.genebridges.com).

El sistema In-Fusion® requiere regiones homólogas de 15 pares de bases (bp) en una molécula de ADN para ser
fusionadas en un constructor lineal (tal como un vector adecuado) que poseen las regiones homólogas correspondien-
tes. Por consiguiente, un vector que contiene un poligen de la presente invención puede ensamblarse secuencialmente
o simultáneamente mediante la provisión de las regiones codificadoras que los constituyen (conjuntamente con se-
cuencias de ligadura que codifican un sitio de escisión por proteínas y/o un péptido autoescindible) con las secuencias
homólogas adecuadas de 15 bp. Si se desea, las secuencias homólogas de 15 bp pueden seleccionarse de manera que
las regiones de codificación constituyentes se ensamblen en un orden deseado. Obviamente, pueden introducirse re-
giones de homología adecuadas mediante amplificación PCR de los fragmentos correspondientes utilizando cebadores
que contengan las secuencias deseadas.

El sistema de recombinación Red®/ET® es diferente del sistema In-Fusion® en que se requieren secuencias de
homología de 40 a 60 pares de bases, pero el constructor en el cual debe insertar un fragmento no necesita ser lineal.
La recombinación se realiza in vivo en un huésped, preferentemente una cepa de E. coli que expresa el sistema de re-
combinasa dual “ET” RecE/RecT o Redα/Redβ). Así, los fragmentos que forman los poligenes pueden transformarse
directamente conjuntamente con un vector adecuado en el huésped adecuado, preferentemente células de E. coli. De
este modo, cada poligen puede ensamblarse en el vector adecuado ya sea secuencialmente fragmento por fragmento
(preferentemente comprendiendo la región de codificación de cada polipéptido miembro del complejo de multipro-
teínas + al menos la secuencia de un sitio de escisión por proteasas/secuencia de un péptido autoescindible) o por
transformación simultánea de todos los fragmentos.

Los constructos de polinucleótido especialmente preferentes de la presente invención contienen poligenes de al
menos una longitud similar, dado que los inventores han hallado que la expresión de las poliproteínas correspondientes
a dichos constructos de lugar a niveles de expresión comparables. De acuerdo con la presente invención, “poligenes
de longitud similar” significa que las longitudes de las secuencias de nucleótidos de los poligenes difieren entre sí no
más de un 50%, más preferentemente no más de un 30%, en particular no más de un 20% o incluso menos.

Además, la presente invención da a conocer un método para la producción de complejos de multiproteínas en Vitro
que comprende las etapas de:

(a) cultivar la célula huésped de acuerdo con la presente invención en un medio adecuado bajo condiciones que
permiten la expresión de los poligenes; y
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(b) recuperar los productos de expresión codificados por los poligenes a partir del medio y/o las células huésped.

La presente invención también hace referencia a un método para la producción de complejos de multiproteínas in
vivo que comprende las etapas de:

(a) generar al menos dos poligenes comprendiendo cada uno de ellos al menos tres genes dentro de un único ORF
tal como se ha definido anteriormente; y

(b) transformar los poligenes en un animal no humano de manera que los poligenes se expresan en dicho animal
no humano.

Preferentemente, la transformación del animal no humano con los poligenes de acuerdo con la etapa (b) se realiza
mediante un vector, en particular un vector viral, más preferentemente un vector baculovirus. Los baculovirus son
vehículos especialmente útiles para introducir poligenes en especies de mamíferos. El método in vivo anterior se
realiza preferentemente en mamíferos no humanos, C. elegans o insectos. Los ejemplos particularmente preferentes
de especies animales adecuadas se han definido previamente en la presente invención.

Las realizaciones de la presente invención también son útiles para la preparación de vacunas dirigidas contra en-
samblajes de multisubunidades de proteínas. Los complejos de múltiples subunidades muestran habitualmente diferen-
tes epitopos en comparación con las proteínas individuales que forman parte de los complejos. Por tanto, los complejos
de multiproteínas producidos de acuerdo con la presente invención muestran los epitopos naturales relevantes de forma
más adecuada, proporcionando de este modo mejores dianas antigénicas para la producción de anticuerpos.

Recientemente se han producido partículas similares a viriones (VLPs) formadas por cuatro proteínas a partir del
coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo (SARS) utilizando un vector de expresión baculovirus recombinan-
te (consultar Mortola y otros (2004) FEBS Lett. 576, 174-178). La expresión efectiva de dichas partículas infecciosas
para la preparación de vacunas puede facilitarse en gran medida utilizando el sistema de expresión de poligenes de
acuerdo con la presente invención. Particularmente, mediante las herramientas de expresión de la presente invención
se consigue un elevado rendimiento de expresión de ensamblajes de multisubunidades que contienen substancialmente
más polipéptidos que en el ejemplo del SARS-VLPs.

Por lo tanto, es posible diseñar un método para la producción de una vacuna que comprende las etapas de:

(a) administrar al menos un polinucleótido y/o vector de la presente invención a un mamífero, de manera que el
poligen de la invención es expresado en el mamífero;

(b) opcionalmente administrar un adyuvante al mamífero; y

(c) opcionalmente aislar los anticuerpos y/o células del bazo que producen anticuerpos específicos para al menos
uno de los polipéptidos codificados por los poligenes.

La presente invención da a conocer una estrategia simple y adecuada para la producción recombinante de ensam-
blajes de multiproteínas. En estos ensamblajes de multisubunidades pueden evaluarse las interacciones de complejos
proteicos o las modificaciones de las proteínas que forman parte del ensamblaje de multisubunidades. En los ensam-
blajes de multisubunidades producidos de acuerdo con la presente invención también puede analizarse su interacción
con compuestos candidatos (moléculas orgánicas pequeñas, ácidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, etc.) que pueden
ejercer una actividad biológicamente significativa con valor médico.

Por lo tanto, la presente invención también se dirige a un método para analizar interacciones entre complejos
proteicos o modificaciones de proteínas.

De acuerdo con una realización preferente, la presente invención da a conocer un método para el cribado de
interacciones entre complejos proteicos o modificaciones de complejos de multiproteínas in vitro que comprende las
etapas de:

(a) proporcionar una célula huésped de acuerdo con la presente invención que contiene al menos dos poligenes;

(b) mantener la célula huésped bajo condiciones que permitan la expresión de los poligenes; y

(c) detectar interacciones entre o modificaciones de los polipéptidos codificados por los poligenes

Otra realización preferente de la presente invención es un método para el cribado in vitro de compuestos candidatos
capaces de (i) interaccionar con un complejo de multiproteínas y/o (ii) modificar proteínas dentro de un complejo de
multiproteínas y/o (iii) inhibir interacciones dentro o entre complejos de multiproteínas y/o inhibir modificaciones de
proteínas dentro de un complejo de multiproteínas, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una célula huésped de la presente invención que contiene al menos dos poligenes;

11



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 324 495 T3

(b) mantener las células huésped bajo condiciones que permitan la expresión de los poligenes;

(c) poner en contacto el compuesto candidato con la célula huésped; y

(d) detectar interacciones de los productos de expresión con el compuesto candidato y/o interacciones entre los
productos de expresión y/o modificaciones de los productos de expresión y/o inhibición de interacciones entre los
productos de expresión.

Los polinucleótidos y/o vectores de la presente invención también son adecuados para el cribado de interacciones
proteína-proteína, proteína-complejo de (multi)proteínas o complejo de multiproteínas-complejo de multiproteínas o
modificaciones (fosforilación, glicosilación etc.) de complejos de multiproteínas in vivo.

Por lo tanto, es posible diseñar un método in vivo para el cribado de compuestos candidatos capaces de (i) interac-
cionar con un complejo de multiproteínas y/o (ii) modificar proteínas dentro de un complejo de multiproteínas y/o (iii)
inhibir interacciones dentro o entre complejos de multiproteínas y/o inhibir modificaciones de (a) proteínas dentro de
un complejo de multiproteínas, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar un animal no humano que comprende al menos un polinucleótido y/o vector de la presente in-
vención que contiene al menos dos poligenes tal como se han definido anteriormente, de manera que los poligenes se
expresan en el animal;

(b) administrar un compuesto candidato al animal; y

(c) detectar interacciones de los productos de expresión con el compuesto candidato y/o interacciones entre los
productos de expresión y/o modificaciones de los productos de expresión y/o inhibición de interacciones entre los
productos de expresión.

Las herramientas para la expresión de multiproteínas de la presente invención también tienen uso médico. En
particular, pueden administrarse a animales o humanos complejos de multiproteínas bioactivas, así como combinacio-
nes ventajosas médicamente de proteínas, por ejemplo mezclas de anticuerpos, opcionalmente en combinación con
interleuquinas y/o adyuvantes, mediante los polinucleótidos y/o vectores génicos de la presente invención.

Por consiguiente, es posible utilizar el polinucleótido y/o vector y/o célula huésped descritos previamente para la
preparación de un medicamento que comprende un vehículo de transferencia de poligenes para terapia génica.

Se están realizando enormes esfuerzos para desarrollar sistemas de administración de genes con fines terapéuticos.
En el pasado, la terapia génica ha sido el centro de un intenso entusiasmo pero también de críticas. Hasta la fecha,
se han realizado grandes progresos en la evaluación de la terapia génica en ensayos clínicos sobre cómo conseguir
estrategias in vivo y ex vivo seguras y aplicables clínicamente para enfermedades humanas (ver Worgall S. (2004)
Peadiatr. Nephrol.). En resumen, en la actualidad la terapia génica constituye un método muy prometedor para la
corrección de enfermedades genéticas y adquiridas que supongan la expresión permanente o transitoria de un producto
genético terapéutico (Worgall S., ver anterior). Los vectores recombinantes basados en virus, en particular aquellos
que no son competentes para replicarse en huéspedes mamíferos (por ejemplo los vectores baculovirus) han surgido
recientemente como herramientas potentes para la administración de genes a células mamíferas y se han aplicado
con éxito a un amplia gama de líneas celulares de mamífero incluyendo células humanas, de primates, de roedores,
bovinas, porcinas y ovinas (revisado en Kost y Condreay (2002) Trends Biotech. 20, 173-180). Para obtener efectos
de transferencia/terapia génica complejos, tanto ex vivo como in vivo, ha surgido una demanda en aumento de vectores
virales policistrónicos para conseguir resultados más potentes utilizando una terapia génica combinada en lugar de
una terapia génica individual (de Felipe (2002), Curr. Gene Ther. 2, 355-378; Planelles (2003) Math. Mol. Biol.
229, 273-284). También se ha demostrado la necesidad de incorporar genes accesorios en un virus portador que
quiere administrarse in vivo, por ejemplo para bloquear la inactivación por el sistema de complemento, utilizando
un baculovirus pseudotipado con una proteína de la envoltura gp64 de baculovirus que porta una fusión de dominio
con la proteína factor de aceleración de la degradación humana (Hueser y otros (2001) Nat. Biotech. 19, 451-455),
ejemplificando la necesidad de proporcionar modificaciones recombinantes a nivel de la producción de virus además
de en los múltiples genes que deben transferirse con objetivos terapéuticos.

Por consiguiente, los baculovirus recombinante de la presente invención son preferentes para la preparación de
medicamentos terapéuticos genéticos. Más preferentemente, el vector utilizado para el medicamento de la presente
invención es un baculovirus que comprende al menos dos poligenes tal como se han definido anteriormente que
codifican:

(i) uno o más polipéptidos terapéuticos y

(ii) una o más proteínas de baculovirus

En una realización preferente, la proteína o proteínas según (ii) son proteínas de baculovirus humanizadas expre-
sadas a partir de baculovirus psudotipados, preferentemente una proteína de la envoltura gp64 de baculovirus huma-
nizada, por ejemplo fusionada con una proteína humana como por ejemplo el factor acelerador de la desintegración.
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Adicionalmente, son aplicaciones posibles los métodos de terapia génica in vivo que comprenden las etapas de:

(a) proporcionar un vehículo de transferencia génica que comprende un polinucleótido de acuerdo con la invención;
y

(b) administrar el vehículo de transferencia de poligenes a un paciente que padece una enfermedad genética.

Otra posibilidad de aplicación consiste en un método de terapia génica ex vivo que comprende las etapas de:

(a) obtener células de un paciente que padece una enfermedad genética;

(b) transformar las células obtenidas con un vehículo de transferencia de poligenes que comprende un polinucleó-
tido de acuerdo con la presente invención; y

(c) administrar las células transformadas al paciente.

Los complejos de multiproteínas producidos de acuerdo con la presente invención pueden utilizarse de forma
ventajosa en estudios biofísicos, en particular estudios estructurales utilizando técnicas cristalográficas, de microscopía
electrónica y/o de resonancia nuclear magnética, estudios de química proteica, en particular de interacciones proteína-
proteína, y para el desarrollo de fármacos.

Así, es posible utilizar el polinucleótido y/o vector y/o célula huésped de la presente invención para la cristalización
de complejos de multiproteínas.

Una realización adicional de la presente invención es un kit para la preparación de complejos de múltiples proteínas
que comprende:

(a) cebadores para amplificación PCR de las secuencias de codificación que constituyen los poligenes;

(b) un vector plásmido o viral; y

(c) opcionalmente células huésped adecuadas para la propagación del plásmido o vector

Los cebadores se diseñan convenientemente para adecuarse a las necesidades de la producción de un ORF indivi-
dual para cada poligen y pueden contener sitios de restricción para la ligadura (secuencial o simultánea) en el vector
plásmido o viral y/o los cebadores pueden contener secuencias para el ensamblado de los poligenes y/o la inserción
en el vector plásmido o viral mediante recombinación homóloga (por ejemplo utilizando el sistema In-Fusion® o el
sistema Red®/ET® tal como se ha descrito anteriormente).

Las Figuras muestran:

La Figura 1, muestra la secuencia de nucleótidos (identificador de secuencia nº 1) y la secuencia deducida de
aminoácidos (identificador de secuencia nº 2) de un producto que codifica el núcleo de la proteína de unión a la caja
TATA humana (hTBP) (hTBPc, fragmento c-terminal de la proteína completa truncada en la posición 159). Se indican
las posiciones de los sitios de restricción RsrII (presentes en las secuencias de los cebadores).

La Figura 2, muestra las fotografías del análisis electroforético en gel de agarosa de la ligadura in vitro de seg-
mentos del gen hTBPc y de la subclonación de la muestra. El gen hTPBc amplificado mediante PCR se digirió con
RsrII y se purificó (carril 1). La incubación con ligasa da lugar a concatámeros en escalera que contienen 1, 2, 3 o más
genes unidos cada uno de ellos en un ORF (carril 2, carril 3 es una escalera de 1 kb del marcador de ADN MBI). La
subclonación de la mezcla de los constructos de expresión así originados conteniendo cada uno de ellos un poligen
con un número diferente de genes hTBPc unidos que pueden liberarse mediante una digestión de restricción utilizando
RsrII (carriles 4-7). Digestión fuera del poligen insertado muestras 1 (carril 8), 2 (carril 9), 3 (carril 10) y 5 (carril 11)
genes hTBPc que dan lugar a un ORF individual en cada caso.

La Figura 3, muestra una representación esquemática del vector de transferencia básico pSPL que es la base de los
constructos de vector de transferencia preferentes de la presente invención.

La Figura 4, muestra una representación esquemática del vector de transferencia básico pFL que es la base de los
constructos de vector de transferencia preferentes de la presente invención.

La Figura 5, muestra una representación esquemática del vector de transferencia básico pKL que es la base de los
constructos de vector de transferencia preferentes de la presente invención.

La Figura 6, muestra una representación esquemática del vector de transferencia básico pKDM que es la base de
los constructos de vector de transferencia preferentes de la presente invención.

La Figura 7, muestra una representación esquemática del constructo de vector de transferencia pFBDO[hTBPc]3.
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La Figura 8, muestra la secuencia de nucleótidos de pFBDO[hTBPc]3 (identificador de secuencia nº 3).

La Figura 9, muestra una representación esquemática del constructo de vector de transferencia pUCDMCSTAF1TB
PcTAF2.

La Figura 10, muestra la secuencia de nucleótidos de pUCDMCSTAF1TBPcTAF2 (identificador de secuencia nº
4).

La Figura 11, muestra una representación esquemática del constructo de vector de transferencia pFBDO[HisTEV
TAF6TAF9]his.

La Figura 12, muestra la secuencia de nucleótidos de pFBDO[HisTEVTAF6TAF9]his (identificador de secuencia
nº 5).

La presente invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos

Ejemplo 1

Producción de poligenes y ligadura en vectores de expresión

El principio de la generación de poligenes se muestra en este ejemplo utilizando el núcleo de la proteína de unión
a la caja TATA humana (hTBP) (hTBPc, fragmento c-terminal de la proteína completa truncada en la posición 159).
Se amplificó el gen que codifica hTBPc mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando un cebador
sentido que se hibrida al extremo 5’ del gen que contiene una proyección que posee un sitio de restricción RsrII y que
codifica además un separador de aminoácidos y un sitio de escisión del virus del grabado del tabaco (TEV). El cebador
antisentido se hibrida al extremo 3’ del gen y contiene un sitio de restricción RsrII. RsrII es un enzima de restricción
que produce una proyección asimétrica de 3 nucleótidos que no se autoligan, por tanto, el producto de restricción es
asimétrico y la ligadora produce un producto direccional. El producto de la PCR se digirió con RsrII y se purificó. En
la Figura 1 se muestran la secuencia de ADN (identificador de secuencia nº 1) y la secuencia de aminoácidos deducida
(identificador de secuencia nº 2) del producto de la PCR.

La ligadura dio lugar a concatámeros de la hTBPc tal como se muestra en la Figura 2. La subclonación de la mezcla
de reacción de la ligadura in vitro en un vector adecuado dio lugar a constructos de expresión que contenían poligenes
que codificaban 1, 2, 3 y 5 proteínas hTBP en una única poliproteína separadas por sitios de escisión para la proteasa
TEV. En las Figuras 3 y 4 se muestran, respectivamente, una representación esquemática y la secuencia de nucleótidos
(identificador de secuencia nº 3) de uno de los vectores de expresión resultantes (pFBDO[hTBPc]3).

Ejemplo 2

Generación de vectores de transferencia de baculovirus que contienen poligenes que codifican subunidades de un
factor de transcripción general humano

Se generó un poligen que codifica una poliproteína que comprende los factores asociados a TBP hTAF1 y hTAF2
además de hTBPc insertados en un vector de transferencia pUDCM (ver la patente WO 2005/085456 A1 (PCT/EP
2004/013381)) para su expresión por baculovirus, con los genes separados por secuencias que codifican un separador
de aminoácidos y un sitio para la proteasa TEV. En la Figura 9 se muestra una representación esquemática del cons-
tructo resultante pUCDMCSTAF1TBPcTAF2. La secuencia de nucleótidos del constructo se muestra en la Figura 10
(identificador de secuencia nº 4). Se generó un constructo adicional que contiene un poligen que codifica una poli-
proteína que comprende una proteasa TEV y los factores asociados a TBP hTAF6 y hTAF9 insertados en el vector
de transferencia pFBDM (ver la patente WO 20051085456 A1 (PCT/EP2004/013381)) para su expresión por baculo-
virus, con los genes separados por un separador de aminoácidos y un sitio para la proteasa TEV. En la Figura 11 se
muestra una representación esquemática del constructo resultante pFDDO[HisTEVTAF6TAF9]his. La secuencia de
nucleótidos de este constructo se muestra en la Figura 12 (identificador de secuencia nº 5).

Ejemplo 3

Preparación de constructos de bácmidos, infección de células de insecto y expresión de proteínas

Para la construcción de constructos de bácmidos que comprenden los dos poligenes anteriores, se introdujeron
los constructos pUCDMCSTAFITBPcTAF2 (derivado de pUCDM) y pFDDO[HisTEVTAF6TAF9]his (derivado de
pFBDM)en células DH10MultiBacCre tal como se describe en los Ejemplos 5 (para pUCDMCSTAF1TBPcTAF2;
recombinación específica de sitio Cre-lox) y 6 (para pFDDO[HisTEVTAF6TAF9]his; transposición Tn7) de la patente
WO 2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381). Si se desea también puede realizarse la transposición/recombinación
específica de sitio cre-lox en una sola etapa en células DH10MultiBaccCre tal como se describe en la patente WO
2005/085456 A1 (PCT/EP2004/013381). La preparación de bácmidos, la infección de células de insecto y la expresión
de proteínas se realizó de acuerdo con protocolos establecidos (ver, por ejemplo, O’Reilly y otros (1994) Vectores de
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expresión baculovirus. Un manual de laboratorio. (“Baculovirus expression vectors. A laboratory manual”) Oxford
University Press, New York - Oxford; Manual de sistemas de expresión en baculovirus “Bac-to BacTM” (“Bac-to
BacTM Baculovirus Expression Systems Manual”) Invitrogen, Life Technologies. Inc., 2000).

El siguiente listado de secuencias es parte de la presente descripción en la que las secuencias representan:

El identificador de secuencia nº 1 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR que codifica el núcleo de la
proteína de unión a la caja TATA humana (hTBP) (hTBPc, fragmento c-terminal de la proteína completa truncada en
la posición 159) mostrada en la Figura 1.

El identificador de secuencia nº 2 es la secuencia de aminoácidos del núcleo de la proteína de unión a la caja TATA
humana (hTBPc) mostrada en la Figura 1.

El identificador de secuencia nº 3 es la secuencia de nucleótidos de pFBDO[hTBPc]3 mostrado en la Figura 8.

El identificador de secuencia nº 4 es la secuencia de nucleótidos de pUCDMCSTAF1TBPcTAF2 mostrado en la
Figura 10.

El identificador de secuencia nº 5 es la secuencia de nucleótidos de pFBDO[HisTEVTAF6TAF9]his mostrado en
la Figura 12.
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REIVINDICACIONES

1. Polinucleótido que codifica, cada uno de ellos dentro de un marco de lectura abierto individual (ORF), al menos
dos poligenes que codifican cada uno de ellos al menos tres polipéptidos activos biológicamente en el que al menos
dos de los polipéptidos codificados por los genes que forman parte de los poligenes son de origen no viral, al menos
dos de los polipéptidos codificados por los genes que forman parte de los poligenes son capaces de interaccionar al
menos transitoriamente con al menos otro de los polipéptidos codificados por los genes de dichos poligenes, y en el
que los genes que forman parte de cada poligen están conectados entre sí por una secuencia que codifica al menos un
sitio de escisión por proteasas y/o una secuencia que codifica al menos un péptido autoescindible.

2. Polinucleótido, según la reivindicación 1, en el que cada poligen está unido operativamente a una secuencia
promotor capaz de controlar la expresión del poligen.

3. Polinucleótido, según las reivindicaciones 1 o 2, en el que cada ORF está flanqueada por una secuencia de
finalización.

4. Polinucleótido, según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el sitio de escisión por proteasas
se selecciona del grupo formado por los sitios de escisión para las proteasas NIa de potivirus, proteasas HC de potivirus,
proteasas P1 (P35) de potivirus, proteasas NIa de biovirus, proteasas codificadas por ARN-2 de biovirus, proteasas
L de aftovirus, proteasas 2A de enterovirus, proteasas 2A de rinovirus, proteasas 3C de picoma, proteasas 24K de
comovirus, proteasas 24K de nepovirus, proteasa similar a 3C del RTSV (virus esférico del tungro del arroz), proteasa
similar a 3C de PYVF (virus de la mancha amarilla de la chirivía), trombina, factor Xa y enteroquinasa.

5. Polinucleótido, según la reivindicación 4, en el que el sitio de escisión por proteasas es un sitio de escisión de
proteasa TEV (virus del grabado del tabaco).

6. Polinucleótido, según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el péptido autoescindible se selecciona
del grupo formado por péptidos 2A de aftovirus, y péptidos 2A de cardiovirus.

7. Polinucleótido, según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que contiene además el gen o genes de la
proteasa o proteasas capaces de escindir el sitio o sitios de escisión por proteasas.

8. Polinucleótido, según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que contiene además al menos un sitio
para su integración en un vector o una célula huésped.

9. Polinucleótido, según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una disposición funcional
según la fórmula I

X-T1-MCS1-P1-[A-B]-P2-MCS2-T2-Y (I)

que comprende:

(a) al menos dos casetes de expresión T1-MCS1-P1 y P2-MCS2-T2 en una disposición cabeza a cabeza, cabeza
a cola o cola a cola, comprendiendo cada uno de ellos un sitio de clonación múltiple MCS1 o MCS2, flanqueado por
un promotor P1 y un secuencia de finalización T1 para MCS1 y flanqueado por un promotor P2 y una secuencia de
finalización T2 para MCS2,

(b) al menos un módulo de multiplicación M entre los promotores P1 y P2 que comprende al menos dos sitios de
restricción A y B,

(c) al menos dos sitios de restricción X e Y flanqueando cada uno de ellos los casetes de expresión,

en el que

(d) los sitios de restricción A y X así como B y Y son compatibles, pero

(e) los productos de unión AY y BX no son escindibles enzimáticamente por los enzimas de restricción a, b, x o y
específicos de los sitios de restricción A, B, X e Y, respectivamente, y

(f) los sitios de restricción A y B así como los sitios de restricción X e Y son incompatibles, y

en el que cada poligen está insertado en uno de los casetes de expresión.

10. Polinucleótido, según la reivindicación 10, en el que

(a) los promotores P1 y P2 se seleccionan del grupo formado por polh y p10;
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(b) las secuencias de finalización se seleccionan del grupo formado por SV40 y HSVtk;

(c) los sitios de restricción A y B en el módulo de multiplicación M se seleccionan del grupo formado por los sitios
de restricción BstZ171I, SpeI, ClaI y Nrul;

(d) los sitios de restricción X e Y se seleccionan del grupo formado por los sitios de restricción PmeI y AvrII; y

(e) los sitios para la integración en virus se seleccionan del grupo formado por un sitio para recombinasas especí-
ficas de sitio (SSRs) y un sitio para un elemento transposón.

11. Vector que comprende el polinucleótido, según cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

12. Vector, según la reivindicación 11, que es un vector de expresión eucariota, o un vector de transferencia o un
vector baculovirus.

13. Vector, según la reivindicación 12, que es un vector baculovirus, en el que los genes de baculovirus v-cath y
chiA están funcionalmente alterados.

14. Célula huésped seleccionada del grupo formado por bacterias, células de levadura, células de insecto, células
de nematodo y células de mamífero, que comprende el polinucleótido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10
y/o el vector según cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13.

15. Animal transgénico no humano transformado con el polinucleótido según cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10 y/o el vector según cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13.

16. Método para la producción de complejos de multiproteínas in vitro que comprende las etapas de:

(a) cultivar la célula huésped de la reivindicación 14 en un medio adecuado bajo condiciones que permitan la
expresión de los poligenes; y

(b) recuperar los productos de expresión codificados por los poligenes a partir del medio y/o de las células huésped.
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