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DESCRIPCION

Transposén Hsmar2 y su uso en la generacion de vectores Uutiles en terapia génica somaética.
Campo técnico

La invencion se refiere a la generacidon del primer transposén activo humano de ADN, el transposén Hsmar2,
asi como al andlisis de su actividad en células de mamifero y en particular en células humanas. Concretamente, la
invencion se refiere a la caracterizacion funcional de Hsmar2 y a su capacidad de transponer fragmentos de ADN que
se encuentran flanqueados por las secuencias TR de Hsmar2 de un genoma donante a un genoma receptor.

Antecedentes de la invencion

Las transposasas son enzimas mobilizadores de ADN, destacando los de la superfamilia Tc1/mariner por su amplia
distribucién en animales, incluyendo insectos, vertebrados y mamiferos. La estructura de los transposones mariner es
simple pues estdn formados por una dnica pauta de lectura abierta de unos 1300 pares de bases flanqueada por dos
secuencias terminales (ITR = Inverted Terminal Repeats). Hasta el momento, sélo se han reportado dos transposones
activos: Mosl (de Drosophila mauritiana) y Himarl (de Haemotobia irritans). Asi, aunque se han descrito otros trans-
posones en distintas especies, todos contienen mutaciones inactivantes multiples debido a fendmenos de inactivacién
vertical (1).

Los transposones mariner utilizan un mecanismo de “cortar y pegar” en el que se excinde el transposon de su
localizacioén original y se inserta en nuevas localizaciones del genoma. Para llevar a cabo el proceso sé6lo se necesitan
dos elementos: una transposasa activa in trans y un fragmento de ADN flanqueado por dos secuencias ITR. Los frag-
mentos mobilizados se integran siempre en un dinucluedtido TA, el cual se duplica después de la insercién. Mediante
estudios de transposicion in vitro con transposasas purificadas se sabe que el proceso de transposicion es independien-
te de factores nucleares (2). Sin embargo, la eficiencia final de transposicién puede ser aumentada o disminuida por
factores celulares especificos y asi las transposasas descritas anteriormente muestran un baja eficiencia en mamiferos.

Hasta el momento se han descrito dos secuencias consensus de transposones mariner humanos. Ambas secuencias
Hsmarl (3) y Hsmar2 (4) se detectaron por andlisis computacional del genoma humano. La secuencia consensus
inicial de Hsmar2 fue posteriormente refinada, y consta de dos secuencias ITR de 32 pb, y una secuencia de 1301
pares de bases (pb) que codifica para una transposasa de 351 aminoacidos que muestra un 38% de homologia con
otros transposones mariners de la misma familia (5) y que contiene en las posiciones (Aspis0ASpPass ASPase), €l dominio
acidico AspAsp(s4/35)Asp caracteristico de los transposones mariner.

Utilizando la secuencia consensus de Hsmar2 (nimero de acceso=U49974). se han detectado por PRINS (prime in
situ labelling) mas de 100 secuencias Hsmar2-like en el genoma humano (6). Sin embargo, todas las copias analizadas
contienen numerosas mutaciones, deleciones, pequefias y grandes inserciones incluso de elementos Alu. Las copias
tienen una homologia de 85-90% con la secuencia consensus y una media de 12 mutaciones por kilobase. Estos datos
indican que las copias Hsmar2-like son el remanente inactivo de un elemento mariner que entr$ en el linaje humano
hace unos 80 millones de afios.

Asimismo, se ha publicado recientemente la reconstruccién de una transposasa mariner activa “Sleeping Beauty”
a partir de una secuencia consensus de los Salménidos Salmo salar y Oncorhynchus mykiss, mediante la eliminacién
por mutagénesis dirigida de las mutaciones inactivantes de su secuencia (7). Esta Sleeping Beauty de novo muestra
una elevada eficiencia en determinados tipos celulares humanos. Atn y asi es importante resaltar que aunque los trans-
posones mariner son relativamente auténomos, su actividad y eficiencia estd influenciada por la presencia/ausencia de
factores celulares especificos. Por ello es posible que el sistema mds eficiente para mediar un proceso integrativo en
mamiferos, y especialmente en células humanas, sea mediante la utilizacién de una transposasa humana como la Hs-
mar2. Sin embargo, debido a que todos los transposones Hsmar2 presentes en el genoma humano contienen numerosas
mutaciones inactivantes es necesario generar primero in vitro un transposon que contenga exactamente la secuencia
nucleotidica de la secuencia consensus (4) y segundo analizar en células humanas que el transposén es activo y capaz
de transponer fragmentos de ADN flanqueados por las secuencias ITR de Hsmar2 entre un genoma donante y un
genoma receptor.

La capacidad de integrar secuencias de ADN en el genoma celular tiene un gran interés en el campo de la terapia
génica y mas especificamente para el tratamiento de enfermedades crénicas para las cuales es necesaria la expresion
permanente del gen terapéutico. Actualmente la expresién permanente se consigue mediante la utilizacién de vectores
integrativos como los virus adenoasociados y los retrovirus ya sean derivados de MMLV (virus de la leucemia murina
Moloney) o de HIV (virus del sida). Sin embargo, numerosos grupos de investigacién consideran muy conveniente
utilizar adenovirus como vectores gracias a que infectan eficientemente una amplia variedad de tipos celulares (quies-
centes y en divisioén) y a tener una capacidad maxima de 36 Kb lo cual resulta ventajoso respecto a otros vectores
porque la capacidad médxima de los otros vectores virales existentes, que tienen una elevada eficiencia, varia entre las
3’5 kilobases y las 12 kilobases. Por tanto, este vector viral multiplica por 3-10 el tamafio de los genes terapéuticos que
puede contener en su genoma. Sin embargo, los adenovirus no se integran y para obtener una expresion prolongada del
transgén es necesario administrar el vector en repetidas dosis, lo que genera una respuesta inmune contra el vector y
por lo tanto, conlleva la no expresion del transgén en administraciones posteriores (8). Una solucidn se basa en generar
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adenovirus con capacidad integrativa que eviten la necesidad de readministrar el vector. La utilizacidn de transposones
mariner para generar adenovirus integrativos no es nueva. Ya en 1998 se utilizé una de las dos transposasas activas,
Himarl, y se demostré que mediaba procesos de integracién en células de mamiferos cuando se utilizaba en un ade-
novirus (9). Posteriormente, se ha utilizado Sleeping Beauty (SB) (otro transposén mariner) para generar adenovirus
integrativos (10). Sin embargo, ninguno de estos transposones es de mamifero, y presentan una baja eficiencia en la
integracion de secuencias dentro del genoma humano in vivo (alrededor del 3-5%), incluso en tipos celulares de alta
tasa de division celular como hepatocitos (11) y keratinocitos (12). Es por ello, que la utilizacién del transposén Hs-
mar?2 podria aumentar el potencial terapéutico en humanos de adenovirus integrativos y ser utilizado en estrategias de
terapia génica para el tratamiento de enfermedades crdnicas.

Descripcion de la invenciéon

Breve descripcién de la invencién

En la actualidad se conoce un nimero muy reducido de transposones de ADN activos, la mayoria de los cuales
son de invertebrados. Tan s6lo se conoce un transposén de ADN de la familia mariner que sea activo en vertebrados
(Sleeping Beauty, de Salménidos), pero hay ningtin transposén de mamiferos, incluidos los humanos. Es importante
resaltar que aunque los transposones mariner son relativamente auténomos, su actividad y eficiencia estd influenciada
por la presencia/ausencia de factores celulares especificos. Por ello pensamos que el transposén mds eficiente para
mediar un proceso integrativo en mamiferos, y especialmente en células humanas, seria mediante la utilizaciéon de una
transposasa humana, y mds especificamente Hsmar2 ya que se conocia la secuencia consensus.

Asi pues, la invencién se refiere a la generacién de Hsmar2, un transposén de ADN humano activo y la posterior
demostracion y caracterizacion de su actividad en células humanas.

Descripcion de las figuras

Figura 1

Muestra los esquemas de los plasmidos utilizados una vez se han separado la transposasa Hsmar2 de las secuencias
ITR que la flanquean. En la, el plasmido pCMV-Hsmar2, el gen Hsmar2 esta bajo la accién del promotor viral consti-
tutivo fuerte (CMV) del citomegalovirus y como secuencia de poliadenilacion tiene la sefial PolyA del virus SV40. En
1b, el plasmido pITR-gen marcador, contiene un cassette de expresién eucariota que contiene un gen marcador (GFP,
Bgal, NeoR, etc) flanqueado por las secuencias ITR reconocidas por Hsmar2.

Figura 2

Muestra como la transposasa Hsmar?2 es activa en células humanas y que el mayor nimero de clones se obtiene
cuando se transfectan células HeLa conjuntamente con los pldsmidos que contienen la transposasa (pCMV-Hsmar2)
y el transposén (pITR-Neo).

Figura 3

Muestra que para que la transposicién ocurra, la transposasa debe ser activa, ya que cuando se utiliza una transpo-
sasa no activa (Hsmar2-AF), la transposicién no ocurre. Asimismo, demuestra que a una cantidad fija de transposasa
Hsmar2 activa, a mayor cantidad de transposones ITR-Neo, mayor niimero de eventos de transposicién.

Figura 4

Muestra que existe un efecto dosis:respuesta y que con una cantidad fija de de transposones ITR-Neo, a mayor
cantidad de transposasa Hsmar2 activa, mayor nimero de eventos de transposicion.

De izquierda a derecha se observan tres grupos:
1. Grupo control.
2. Grupo tratado con 0,4 ug de pTR-neo:
o Columna negra: control.
o Columna con rayas verticales: 0,1 ug de Hsmar?2.
o Columna con puntos: 1,5 ug de Hsmar?2.

o Columna con rayas oblicuas: 4,5 ug de Hsmar?2.
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3. Grupo tratado con 4,0 ug de pTR-neo:
o Columna negra:control.
o Columna con rayas verticales: 0,1 ug de Hsmar2.
o Columna con puntos: 1,5 ug de Hsmar2.
o Columna con rayas oblicuas: 4,5 ug de Hsmar?2.
Figura 5
Muestra como la interacciéon Hsmar2: ITR es especifica. Asi, en 5a, transfectando células con la transposasa
Hsmar2 solo se observa transposicién cuando los ITR son los de Hsmar2, pero no cuando son de otro elemento
mariner como Seleeping Beauty. En 5b, transfectando células con el gen Neo® flanqueado por los ITR de Hsmar?2 solo
se observa transposicién cuando la transposasa es Hsmar2, pero no cuando es Sleeping Beauty.
Figura 6
Muestra el esquema del plasmido que contiene la transposasa quimera GFP:Hsmar2 que permite estudios de lo-
calizacion intracelular. La transposasa quimera GFP:Hsmar2 esta bajo la accion del promotor viral constitutivo fuerte
(CMV) del citomegalovirus y como secuencia de poliadenilacion tiene la sefial PolyA del virus SV40.
Figura 7
Muestra como las transposasa quimera GFP:Hsmar2 es producida en células humanas y como su tamafio es el
esperado, y mayor que el de la proteina GFP de la que deriva. Para ello se extrajo proteina total de células HEK-293
transfectadas con GFP o con GFP:Hsmar2, se corri6 en un gel de acrilamida y se detecté GFP mediante la utilizacién
de un anticuerpo anti-GFP.
De izquierda a derecha se presentan las siguientes columnas:
1. Células 293 QB transfectadas con pEGFP-CI1.
2. Marcador.
3. Células 293 QB transfectadas con Hsmar2-GFP.
Figura 8
Muestra la localizacion intracelular de Hsmar2 en células HeLa y en células HEK-293. Las células fueron anali-
zadas por microscopia de fluorescencia 24 después de la transfeccién. En células HeLa la localizaciéon de Hsmar2 es
nuclear, mientras que en células HEK-293 es citoplasmatica.
Figura 9
A)
@ pHsmar2-GFP 24 horas.

B pCMV-GFP 24 horas.

B)

@ pHsmar2-GFP 24 horas.

B pCMV-GFP 24 horas.

X pHsmar2-GFP 72 horas.

® pCMV-GFP 72 horas.

Muestra como la expresion de Hsmar2 en células HeLa correlaciona con toxicidad a lo largo del tiempo, mientras
que esto no pasa en células HEK-293. En un andlisis temprano, a las 24 post-transfeccion, cuando no es atin posible
observar toxicidad por microscopia éptica, los niveles de células que expresan GFP son muy similares en células
HeLa y células HEK-293. Sin embargo, en un andlisis tardio, a las 72 post-transfeccion, cuando ya es posible observar

toxicidad por microscopia 6ptica, en células HeLa, los niveles de células GFP-positivas son mucho menores que a las
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24 horas, indicando que las células que expresaban GFP:Hsmar2 han muerto. Por el contrario, en células HEK-293
los niveles de células GFP-positivas no solo disminuyen sino que aumentan con respecto a las 24 horas. En el eje se
abscisas se muestra los ug de GFP plasmidico expresado.

Descripcion detallada de la invencion

Inicialmente partimos de la secuencia consensus de Hsmar2 (nimero de acceso=U49974) y analizamos la base de
datos de ADN humano de GenEmbl mediante el programa BLATN 2.0al9MO-WashU. Después de un primer andlisis,
las secuencias repetidas y las de menos de 600 nucledtidos fueron eliminadas. Se seleccionaron 71 secuencias con una
alta homologia con U49974 y que contuvieran al menos una de las secuencias ITR. Para el andlisis de alineamiento de
las secuencias la profundidad minima fue de 16 y la maxima de 41 y se utiliz6 la regla de la Mayoria “Alignment by
Mayority Rule”. Dicha regla se basa en que para cada posicién se escoge el nucledtido que esté mas representado en
cada una de las secuencias estudiadas y alineadas. En nuestro primer anélisis detectamos discrepancias entre nuestra
secuencia consensus y la secuencia consensus de Hsmar2. Estas diferencias se debian principalmente a cambios en el
dinucleétido CG a dinucleétidos CA o TG. In vivo, la causa principal de estos cambios es debido a la hipermutabilidad
del dinucleétido CG causada por su metilacién. Asi, se decidi6 reintroducir el dinucle6tido CG en todos los casos
de discrepancia entre nuestra secuencia consensus y la secuencia consensus para Hsmar2 reportada por Roberston
(U49974). Es necesario destacar que la mayoria, pero no todos los cambios reintroducidos coincidian con la secuencia
consensus U49974 de Hsmar2. En particular los cambios reintroducidos fueron en las posiciones:

32/33; 89/90; 207/208; 327/328; 342/343; 347/348; 366/367; 371/372; 395/396; 417/418; 438/439; 441/442;
540/541; 556/557; 561/562; 642/643; 667/668; 683/684; 754/755; 759/760; 841/842; 903/904; 907/908; 941/942;
987/988; 996/997; 1191/1192

Otras discrepancias observadas con respecto a U49974 fueron:

- Cambio de Citosina a Timina en la posicién 259. Ello implica un cambio de Treonina-26 a Isoleucina-26

- Insercién de una Timina en la posicién 1277, en el ITR-3’.

- Cambio de Citosina a Timina en la posicién 1280 de nuestra secuencia consensus (o la posicién 1281 de
U49974), en el ITR-3".

Asi, después del andlisis confirmamos que el transposén Hsmar2 tiene 1301 pb SEQ ID NO: 1, en la cual, leyendo
las posiciones nucleotidicas en direccion 5> — 3’ se pueden observar diferentes segmentos dentro de la secuencia:

v 1-31: ITRs.

v/ 32-181: regién no codificante.
182-184: codon start.

1235-1237: codon stop.
1238-1269: regién no codificante.
1270-1301:ITRs

D N N NN

258, 1276 y 1280: cambios respecto a la secuencia consenso U49974, de ellos, C258T esta en la regién
codificante e implica el cambio de Treonina-26 a Isoleucina-26, mientras que los otros dos estan dentro de
la secuencia ITR-3’: el primero es la insercién de una Timina en la posicién 1276, y el segundo un cambio
de Citosina a Timina en la posicién 1280 de nuestra secuencia consensus (o la posicién 1281 de U49974).

Dicha secuencia presenta una pauta de lectura abierta de 1052 pb que codifica los 351 aminodcidos de la trans-
posasa, y contiene el dominio acidico AspAsp(s4/35)Asp caracteristico de los transposones mariner en las posiciones
(Aspis0AspassAspage) (SEQ ID NO: 2). Asimismo, determinamos que los dos elementos ITR flanqueantes tienen una
longitud de 31 pb, y que entre el ITR-5" y el ATG (codon START) de la transposasa hay una regi6én no codificante de
150 pb que posiblemente conformen el promotor que dirige la expresion de Hsmar2; y que entre el codon STOP y el
ITR-3’ hay una regién no codificante de 32 pb que contiene la sefial de poliadenilacién.

Finalmente analizamos utilizando la regla de la Mayoria las secuencias que flanqueaban las copias de Hsmar2
presentes en el genoma humano. Asi, detectamos el clasico dinucledtido TA justo flanqueando por el exterior a las se-
cuencias ITR, pero ademas, también pudimos detectar una secuencia consensus de las zonas flanqueantes de Hsmar2,
que podria aportar indicios de una secuencia mds especifica de la zona de insercion. Los niimeros indican la frecuencia
en que se encontraban para esa posicion. Esta secuencia consensus es:

A18/28 (T/A)ZZ/ZSA19/28T24/28A20/28“5 ’ 'TranSPOSén'3 ’ "T26/29A22/29T18/29(A/T)18/29T21/29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300200 B1

Asimismo, el andlisis de una zona de 30 nucleétidos de cada secuencia flanqueante (65% de AT), muestra que el
Hsmar?2 se insertaba preferentemente en zonas ricas en el dinucleétido AT.

Debido a que la secuencia consensus no se encuentra dentro del genoma humano ya que todos los transposones
identificados contenfan multiples mutaciones, decidimos generar de novo la secuencia de Hsmar2 mediante la técnica
de PCR recursiva, utilizando un conjunto de 64 oligonucledtidos (32 pares) de 42 bases cada uno. Dichos oligonucled-
tidos corresponden a las secuencias SEQ ID NO: 2 - SEQ ID NO: 65. Las mutaciones introducidas durante el proceso
fueron eliminadas por mutagénesis dirigida hasta obtener la secuencia consensus del transposén Hsmar2. Posterior-
mente, la regién codificante de la transposasa fue escindida y donada en un cassette de expresion con el promotor
CMYV (Figura la), mientras que las secuencias ITR se donaron en un pldsmido diferente flanqueando distintos genes
marcadores (8-Gal, GFP, NeoR) (Figura 1b). De esta manera y para permitir el andlisis de la actividad de Hsmar2
separamos en dos pldsmidos distintos la transposasa del transposon.

Esta separacion nos permite disefiar experimentos para confirmar la actividad de la transposasa Hsmar2 en células
humanas. Asi, transducimos células humanas (células HeLL.a) con un pldsmido que contenia las secuencias TR de
Hsmar2 que flanquean un cassette de expresion de la resistencia a la neomicina (plasmido TR-Neo), conjuntamente con
un pldsmido que contenia la transposasa Hsmar2 con el promotor CMV (pldsmido CMV-Hsmar2). Como controles,
se utilizaron plasmidos con el cassette de neomicina sin estar flanqueado por secuencias TR (plasmido pCi-Neo), y un
plasmido con el gen reportero SGal bajo la accién del promotor CMV (pldsmido pCMV-£Gal). En el caso de ocurra
una transposicion, esta solo deberia pasar cuando ambos elementos (transposasa y secuencias TR) estén presentes en
la célula al mismo tiempo. Tal como se puede observar en la Figura 2, el mayor nimero de colonias resistentes a la
neomicina se da en la condicién esperada: plasmido CMV-Hsmar2 + plasmido TR-Neo. Ello indica que la transposasa
Hsmar2 es activa y que media especificamente la integracion del cassette de resistencia a la neomicina cuando este
estd flanqueado por las secuencias ITR.

Ademés, tal y como se puede observar en la Figura 3, para que la transposicién ocurra es imprescindible que la
transposasa Hsmar2 suministrada in trans sea una transposasa activa. Para demostrarlo generamos un nuevo plas-
mido control (pldsmido Hsmar2-AF) que contenia un transposén completo amplificado a partir del locus AF107258
(21g22.1) con una homologia de secuencia del 94% con la Hsmar2 consensus, pero con multiples mutaciones inac-
tivantes. Asi, tinicamente se observa transposicién del transposén TR-Neo cuando la transposasa Hsmar2 activa esta
presente.

Seguidamente analizamos si la actividad de Hsmar?2 era dependiente de dosis y correlacionaba con la cantidad de
transposasa en la célula. Para ello hicimos un experimento similar al anterior, pero ahora variando tanto la cantidad
transducida del pldsmido TR-Neo como del pldsmido CMV-Hsmar2. Asi, a mas cantidad de transposasa (CMV-
Hsmar2), y a mayor cantidad de transposones (TR-Neo) se detecta un mayor nimero de clones (Figura 4), lo que
quiere decir que no sélo los dos elementos son necesarios, sino que el nivel de transposicién depende tanto de la su
cantidad absoluta tanto de la transposasa como del transposén, asi como de su proporcién relativa.

Otro punto importante es determinar cuan especifica es la interaccion transposasa:transposén, es decir entre in-
teraccion entre la transposasa y las secuencias TR. Para ello, se analiz6 la capacidad de transposicién mediada por
Hsmar2, de un cassette de resistencia a la neomicina que estaba flanqueado bien por secuencias ITR de Hsmar2 o por
secuencias ITR de Sleeping Beauty (otra transposasa mariner) (Figura 5a). Asimismo, se determind si las secuencias
ITR de Hsmar2 podian ser reconocidas por otras transposasas mariner (Sleeping Beauty) (Figura 5b). Tal como se pue-
de observar, tinicamente cuando coincidian la transposasa Hsmar2 con las ITR de Hsmar2 se observaba transposicion,
indicando que la interaccién es muy especifica y que no hay “promiscuidad” entre diferentes transposasas. Eviden-
temente, ello tiene importantes consecuencias a nivel de bioseguridad ya que la expresion de la transposasa Hsmar2
solo permite transponer secuencias de su transposén (flanqueadas por sus ITR), pero no las de otros transposones que
puedan estar durmientes o inactivos en el genoma del organismo donde se expresa.

Sin embargo, en experimentos con células humanas Hel.a observamos que la sobreexpresion de Hsmar2 provo-
caba la muerte celular entre las 24 y las 48 horas posteriores a la transduccion. Estos resultados coinciden con lo
reportado para otras transposasas mariner. Asi, parece que la sobreexpresion y posterior entrada en el nicleo celular
induce la generacién de cortes o “nicks” en el genoma de la célula huésped. Si el nimero de cortes es suficientemente
elevado la célula entra en apoptosis. Sin embargo, este fendmeno no parece universal porque cuando se repitieron
los experimentos en la linea celular humana 293, esta citotoxicidad asociada a la sobreexpresion no era observada.
Para determinar las posible causas de la citotoxicidad se generd una proteina de fusién entre GFP (Green Fluorescent
protein) y Hsmar2 (Figura 6) de manera que mantuviese su actividad, pero nos fuera posible identificar su localizacién
celular. La actividad de este constructo fue confirmada repitiendo los experimentos anteriores. Asimismo, la produc-
cién de la proteina quimérica fue confirmada por Western-Blot utilizando un anticuerpo contra GFP. Tal como se
puede observar en la Figura 7, la proteina quimera GFP-Hsmar?2 tiene un mayor tamafio que la proteina GFP de la que
deriva.

La transduccién de la transposasa quimérica GFP-Hsmar2 en células HeLa y en células HEK-293 permite observar
como en las células HeLa su localizacién es nuclear, mientras que en las células 293 su localizaciéon es mayoritaria-
mente citoplasmatica (Figura 8). Es decir, permite correlacionar de manera directa entre citotoxicidad y localizacién
celular: cuando la transposasa se localiza en el niicleo celular (como en las células HelLa) es capaz de generar cortes
en el genoma lo que a partir de un cierto nivel inducird a la célula a entrar en apoptosis. Por el contrario, cuando la
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transposasa estd localizada en el citoplasma (células HEK-293), donde no es capaz de generar cortes en el genoma y
por lo tanto la célula no entrard en apoptosis.

Finalmente, se determind si el grado de toxicidad estaba asociado a niveles elevados de la transposasa en nticleo o
bien tan solo a su presencia en él aunque fuese a niveles bajos. Para ello, se transdujeron células HeLLa con distintas
cantidades del plasmido GFP-Hsmar2 y del pldsmido control pPCMV-GFP, y se analiz6 el porcentaje de células trans-
ducidas vivas en cada condicion a lo largo del tiempo mediante FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting). Como
se puede observar en la Figura 9, el porcentaje de células vivas que expresan la proteina GFP cuando son transducidas
con el pldsmido control pPCMV-GFP aumenta con el tiempo, mientras que el porcentaje de células vivas que expresan
la proteina GFP cuando son transducidas con el plasmido pHsmar2-GFP disminuye con el tiempo, seguramente a una
toxicidad mediada por Hsmar2.

Asi, en un primer aspecto la presente invencion se refiere al transposén Hsmar2, caracterizado por ser activo en
células de mamifero, cuya estructura comprende una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y
dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia de ADN.

En un aspecto preferido la presente invencion se refiere al transposén Hsmar2 caracterizado por ser activo en célu-
las de mamifero, cuya estructura comprende una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos
secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia de ADN, definido por la secuencia SEQ ID NO: 1 al corresponder-
se, la secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y flanqueada por las dos secuencias ITR, con la
secuencia codificante de la enzima transposasa.

Tal y como se utiliza en la invencién, el término “transposasa” se refiere a la proteina que realiza la reaccion de
trasposicion de un fragmento de ADN a un genoma receptor.

Por otro lado, el término “transposén” se refiere a un fragmento de ADN formado por la secuencia nucleotidica de
un gen (pudiendo ser codificante o no), un promotor que dirige la expresion de dicho gen (en caso de que la secuencia
nucleotidica sea codificante), y dos secuencias ITR terminales o flanqueantes de dicha secuencia nucleotidica. Por lo
tanto, la secuencia nucleotidica (comprendida entre las secuencias ITR flanqueantes) del transposén puede ser la de
cualquier gen susceptible de ser transferida e insertada en el genoma de la célula receptora (en la presente invencién
es la secuencia del gen de resistencia a Neomicina), suministrandose en este caso la Transposasa en trans mediante
un segundo vector (pldsmido) bajo la accién de un promotor que seria el encargado de dirigir la expresion del gen de
la transposasa. Por lo tanto, en este caso el sistema estaria formado por dos componentes tal y como se detalla en la
figura 1.

De forma particular la secuencia nucleotidica (comprendida entre las secuencias ITR flanqueantes) del transposén
puede corresponderse con la secuencia codificante de la transposasa, con lo cual no seria necesario que ésta fuera
administrada en trans. En este caso el transposén se corresponderia con la SEQ ID NO: 1.

Tal y como se utiliza en la presente invencion el término “transferencia génica” se refiere a un proceso por el cual
las secuencias de material genético (ADN o ARN) se introducen en la célula hospedadora. Dicha introduccién estd
mediada por vectores que protegen el material genético y facilitan su unién y entrada en la célula hospedadora previo
transporte al niicleo de la misma. En una realizacién preferida de la invencion la transferencia génica, y por lo tanto
la introduccién del material genético en las célula hospedadora, se realiza con fines terapéuticos, es decir, se realiza
“terapia génica”.

En un segundo aspecto la presente invencion se refiere al uso del transposén Hsmar2 cuya estructura estd com-
prendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes
de dicha secuencia de ADN para la generacién de vectores con capacidad de integracién en el genoma de una célula
hospedadora.

En un aspecto preferido la presente invencion se refiere al uso del transposén Hsmar2, cuya estructura definida por
la SEQID NO: 1, para la generacién de vectores con capacidad de integracion en el genoma de una célula hospedadora.

En otro aspecto preferido la presente invencidn se refiere al uso del transposén Hsmar2 cuya estructura estd com-
prendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de
dicha secuencia de ADN o definida por la SEQ ID NO: 1, para la generacién de vectores con capacidad de integracién
en el genoma de una célula hospedadora, donde el vector con capacidad de integracién generado es un Adenovirus.

En otro aspecto preferido la presente invencion se refiere al uso de los vectores que comprenden el transposén
Hsmar?2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos
secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia, en la elaboracién de composiciones destinadas a la realizacion de
transferencia génica.

En otro aspecto preferido la presente invencidn se refiere al uso de los vectores que comprenden el transposén
Hsmar2 cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1, en la elaboracién de composiciones destinadas a la
realizacién de transferencia génica.
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En otro aspecto preferido la presente invencidn se refiere al uso de los vectores que comprenden el transposén
Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos
secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia o definida por la SEQ ID NO: 1, en la elaboracién de composiciones
destinadas a la realizacion de transferencia génica, donde dicha transferencia génica se realiza “in vivo” en mamiferos.

En otro aspecto preferido la presente invencion se refiere al uso de los vectores que comprenden el transposén
Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos
secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia o definida por la SEQ ID NO: 1, en la elaboracién de composiciones
destinadas a la realizacion de transferencia génica, donde dicha transferencia génica se realiza “in vivo” en humanos.

En otro aspecto preferido la presente invencidn se refiere al uso de los vectores que comprenden el transposén
Hsmar?2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos
secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia o definida por la SEQ ID NO: 1, en la elaboracién de composiciones
destinadas a la realizacién de transferencia génica, donde dicha transferencia génica se realiza “in vitro” en cultivos
de células de mamiferos.

En otro aspecto preferido la presente invencion se refiere al uso de los vectores que comprenden el transposén
Hsmar?2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos
secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia o definida por la SEQ ID NO: 1, en la elaboracién de composiciones
destinadas a la realizacién de transferencia génica, donde dicha transferencia génica se realiza “in vitro” en cultivos
de células de humanos.

Un tercer aspecto de la presente invencidn se refiere a un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya es-
tructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR
flanqueantes de dicha secuencia codificante.

En un aspecto preferido la presente invencién se refiere a un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya
estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1.

En otro aspecto preferido la presente invencion se refiere a un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya
estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias
ITR flanqueantes de dicha secuencia codificante, o definida por la SEQ ID NO: 1, donde el vector es un Adenovirus.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a células transferidas génicamente por un vector que compren-
de el transpos6n Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida
génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia de ADN.

Un aspecto preferido de la presente invencion se refiere a células transferidas génicamente por un vector que
comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere al uso de las células transferidas génicamente por un vector
que comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de
ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia de ADN, para la elaboracion de
composiciones farmacéuticas destinadas a ser utilizadas en transferencia génica.

Un aspecto preferido de la presente invencidn se refiere al uso de las células transferidas génicamente por un
vector que comprende el transposén Hsmar?2 cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1 para la elaboracién de
composiciones farmacéuticas destinadas a ser utilizadas en transferencia génica.

Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen vectores que
comprenden el transposén Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser
transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia de ADN, y vehiculos farmacéutica-
mente aceptables.

Un aspecto preferido de la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen vectores que
comprenden el transposén Hsmar?2 cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1, y vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

Otro aspecto preferido de la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen células
transferidas génicamente por vectores que comprenden el transposén Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por
una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuen-
cia de ADN y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto preferido de la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen células
transferidas génicamente por vectores que comprenden el transposén Hsmar2 cuya estructura esta definida por la SEQ
ID NO: 1, y vehiculos farmacéuticamente aceptables.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300200 B1

Un séptimo aspecto de la presente invencioén se refiere a un método de transfeccién celular que consiste en la
introduccién en una célula hospedadora de un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd com-
prendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes
de dicha secuencia de ADN, el cual comprende la transfeccién adicional de la Transposasa en trans, utilizando un
segundo vector.

Un aspecto preferido de la presente invencion se refiere a un método de transfeccidon celular que consiste en
la introduccién en una célula hospedadora de un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura esta
definida por la SEQ ID NO: 1.

Otro aspecto preferido de la presente invencién se refiere a método de transfeccion celular que consiste en la
introduccion en una célula hospedadora de un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd com-
prendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de
dicha secuencia de ADN, el cual comprende la transfeccién adicional de la Transposasa en trans utilizando un segundo
vector, o que consiste en la introduccion en una célula hospedadora de un vector que comprende el transposén Hsmar2
cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1, donde las células transfectadas son de mamifero.

Otro aspecto preferido de la presente invencion se refiere a método de transfeccién celular que consiste en la
introduccién en una célula hospedadora de un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd com-
prendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de
dicha secuencia de ADN, el cual comprende la transfeccion adicional de la Transposasa en trans utilizando un segundo
vector, o que consiste en la introduccion en una célula hospedadora de un vector que comprende el transposén Hsmar2
cuya estructura esta definida por la SEQ ID NO: 1, donde las células transfectadas son humanas.

Otro aspecto preferido de la presente invencion se refiere a método de transfeccién celular que consiste en la
introduccion en una célula hospedadora de un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd com-
prendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de
dicha secuencia de ADN, el cual comprende la transfeccion adicional de la Transposasa en trans utilizando un segundo
vector, o que consiste en la introduccién en una célula hospedadora de un vector que comprende el transposén Hsmar2
cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1, donde el vector es un Adenovirus.

La exposicion detallada de los ejemplos y de las figuras que siguen, se proporcionan a modo de ilustracién y no
pretenden ser limitantes de la presente invencion.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos describen los procedimientos utilizados tanto para la generacién de la transposasa Hsmar2
como analizar su actividad.

Para llevar a cabo estos ensayos, se utilizaron las metodologias que se describen a continuacion:
Amplificacion y purificacion de ADN plasmidico
Para la obtencién de ADN plasmidico en bajas cantidades (5-15 pg) se realizan minipreparaciones de ADN por
lisis alcalina a partir de 3 mL de cultivo. Este método se basa en la lisis de las bacterias a partir de un tampén alcalino,
seguido de una precipitacion de proteina con acetato potdsico y una posterior precipitacién del plasmido mediante
isopropanol y un lavado final con etanol al 70%. E1 ARN es eliminado mediante RNAsa A.
- Solucién de resuspension: 50 mM Tris-Cl a pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 ug/mL RNAsaA.
- Solucién de lisis: 200 mM NaOH; 1% SDS (w/v).
- Solucién de precipitado proteico: 3,0 M Acetato potasico pH 5,5

Purificacion de fragmentos de ADN

La purificacién de ADN en geles de agarosa se realizé mediante el kit GENECLEAN Turbo Kit de Q-BIOgene
(Irvine, California, EE.UU.) siguiendo el protocolo que ofrece el fabricante.

Enzimas de restriccion, de ligacion y fosfatasa alcalina

Los enzimas utilizados en este trabajo provienen de la marca FERMENTAS y NEW ENGLAND Biolabs. Se han
utilizado 5U de digestion para 2 g de ADN plasmidico en las condiciones de temperatura y solucién establecidas por
el fabricante. El tiempo de digestion varia de 1-18 horas en funcién de la dosis administrada. La ligasa y fosfatasa
alcalina se han utilizado en las dosis y tiempos establecidos por el fabricante.
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Secuenciacion de los pldsmidos originados

La secuenciacion de las secuencias generadas se realizd tanto en el Servicio de Secuenciaciéon de Genethon III
(Evry, Francia) como en el Servicio de Secuenciacion de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Auténoma de
Barcelona.

PCR recursiva

Paso 1°:
Fragmento | Oligonucleétidos directos Oligonucleétidos reversos
amplificado
(#A) MC-D (1,2,3,4,5,6,7,8) MC-R2-(32,31,30,29,28,27,26,25)
(#B) MC-D (8,9,10,11,12,13,14,15] MC-R2-(25,24,23,22,21, 20,19,18)
#CO) MC-D (14,15,16,17,18,19,20)| MC-R2-(19,18,17,16,15,14,13)
(#D) MC-D (20,21,22,23,24,25,26) MC-R2-(13,12,11,10,9,8,7)
(#E) MC-D (26,27,28,29,30,31,32)| MC-R2-(7,6,5,4,3,2,1)

Los oligonucleétidos arriba citados se encuentran representados por las secuencias SEQ ID NO: 2 - SEQ ID NO:
65.

35

40

45

50

55

60

65

Con estos oligos se amplificé una banda de 140 bp mediante 30 ciclos de PCR.

1 pmol cada oligonucleétido

5 ul buffer Taq (sin Mg**)

1 ul MgCl, (60 mM)

0,8 ul ANTPs (1.25 mM)

1 unidad Taq Pol + 0,03 pl Taq Ultma

agua milliQ hasta 50 ul

Condiciones: 94°C, 30 sec,
94°C 30 seg,

45°C + 0,4°C/ciclo 30 seg,
72°C 20 sec + 0,5 seg/ciclo

durante 20 ciclos,
72°C, 2 min
25°C, 2 min
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Paso 2°:

10 ¢ buffer Taq (sin Mg**)

2l MgCl, (60 mM)

1,6 ul dNTPs (1.25 mM)

1 unidad Taq Pol + 0,03 wl Taq Ultma

6 ul de cada PCR previa (fragmentos A +B para generar nuevo fragmento JP-1

fragmentos C + D + E para generar nuevo fragmento JP-2

agua milliQ hasta 100 pl

Condiciones: 94°C, 30 sec,

94°C 30 seg,

50°C + 0,2°C/ciclo 30 seg,

72°C 50 sec

durante 15 ciclos,

Afiadir 40 pmol de oligos: MC-D-1 + MC-R2-18 para fragmento JP-1
MC-D-14 + MC-R2-1 para fragmento JP-2

Hacer 15 ciclos mas

72°C, 2 min

25°C, 2 min

Paso 3°:

Purificacién de los fragmentos de PCR

Clonacién en plasmido p123T

Secuenciacién de al menos 20 clones diferentes de cada construccién p123T/PJ-1 o p123T/PJ-2

Para cada construccion, se selecciond el clon con menos mutaciones con respecto a la secuencia esperada.

Eliminacién de las mutaciones no deseadas mediante mutagénesis dirigida utilizando el kit QuickChange
Site-Directed Mutagenesis (Stratagene)

Combinacién de ambos fragmentos mediante la utilizacion de la diana interna Pstl que es tinica en ambos
constructos (posiciéon 573 de JP) para generar el transposén completo Hsmar2.

Secuenciacion final para confirmar la ausencia de mutaciones en la construccién generada.

Clonacion de transposon Hsmar2-AF

Mediante PCR se amplificé el transposén Hsmar2 inactivo presente en el locus AF1072585 localizado en el
21q22.1. Las condiciones de amplificacién fueron:

100 ng de ADN humano (extraido de células HeLa)

40 pmol cada oligonucleétido

10 1 buffer Taq (sin Mg**)

5 ul MgCl, (60 mM)

11
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1,6 ul dNTPs (1.25 mM)
2 unidades Taq Pol + 0,03 p Taq Ultma

agua milliQ hasta 100 ul

Condiciones: 94°C, 30 sec,
94°C 30 seg,
48°C 30 seg,
74°C 30 sec
durante 35 ciclos,
72°C, 2 min
25°C, 2 min
El fragmento de PCR fue donado en el pldsmido pCR-TOPO (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabrican-

te. Posteriormente plasmidos con patrén de restriccion positivo fueron secuenciados para confirmar la secuencia del
transposén Hsmar2 del locus AF107258.

Experimentos in vitro

Las células (HeLa o HEK-293) se cultivaron en placas de 6 pocillos en medio de cultivo DMEM + 10% FBS.
Cuando estdn a un 80% de confluencia (alrededor de 800.000 células por pocillo) estan listas para transfectar. La
transfeccién se hace utilizando PEI (Sigma) a una proporcién de 2.25 111 (10 mM) por cada microgramo de ADN,
utilizando como norma, 6 ug de ADN por pocillo. Se dejan formar los complejos durante 30 minutos y luego se afiaden
a las células durante 4 horas. Después de este tiempo se cambia el medio de las células por medio fresco con DMEM
y 10% FBS y se incuban a 37°C y 5% CO, hasta su andlisis.

Generacion de clones resistentes a la Neomicina

Las células se tripsinizan 48 horas después de la transfeccion y se cultivan en placas de 10-cm en presencia de
medio DMEM con 10% FBS y neomicina (600 pg/ml). Cada dos dias se afiade medio fresco DMEM con 10% FBS y
neomicina (600 pg/ml), hasta que los clones individuales son claramente visibles.
Andlisis por FACS

Para el andlisis por FACS se recogieron muestras a las 24, 48 y 72 horas. Posteriormente, se lavaron las células
con PBS al 1% y se fijaron en paraformaldehido al 2%. Una vez fijadas las células, se analizaron y cuantificaron en el
servicio de FACS del instituto del IBB-UAB.
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REIVINDICACIONES

1. Transposén Hsmar2, caracterizado por ser activo en células de mamifero, cuya estructura comprende una
secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia
de ADN.

2. Transposén Hsmar2, segin la reivindicacién 1, definido por la secuencia SEQ ID NO: 1 al corresponderse,
la secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y flanqueada por las dos secuencias ITR, con la
secuencia codificante de la enzima transposasa.

3. Uso del transposén Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser
transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia de ADN para la generacién de vectores
con capacidad de integracion en el genoma de una célula hospedadora.

4. Uso del transposén Hsmar2, segin la reivindicacion 3, cuya estructura definida por la SEQ ID NO: 1, para la
generacion de vectores con capacidad de integracion en el genoma de una célula hospedadora.

5. Uso de los vectores que comprenden el transposén Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuen-
cia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia en la
elaboracién de composiciones destinadas a la realizacion de transferencia génica.

6. Uso de los vectores que comprenden el transposén Hsmar2, segun la reivindicacién 5, cuya estructura estd
definida por la SEQ ID NO: 1, en la elaboracién de composiciones destinadas a la realizacidn de transferencia génica.

7. Uso, segun la reivindicaciones 5 o 6, donde dicha transferencia génica se realiza “in vivo” en mamiferos.
8. Uso, segtin la reivindicacién 7, donde dicha transferencia génica se realiza “in vivo” en humanos.

9. Uso, segtin la reivindicacién 5 o 6, donde dicha transferencia génica se realiza “in vitro” en cultivos de células
de mamiferos.

10. Uso, segtin la reivindicacién 9, donde dicha transferencia génica se realiza “in vitro” en cultivos de células de
humanos.

11. Uso, segtin la reivindicacién 3 o 4, donde el vector con capacidad de integracién generado es un Adenovirus.

12. Vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN
susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia codificante.

13. Vector que comprende el transposén Hsmar2, segun la reivindicacién 12, cuya estructura estd definida por la
SEQID NO: 1

14. Vector, segtin la reivindicaciones 12 o 13, caracterizado por ser un Adenovirus.

15. Células transferidas génicamente por un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd
comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes
de dicha secuencia de ADN.

16. Células transferidas génicamente por un vector que comprende el transposén Hsmar2, segtin la reivindicacién
15, cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1.

17. Uso de las células transferidas génicamente por un vector que comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura
estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR flan-
queantes de dicha secuencia de ADN, para la elaboracién de composiciones farmacéuticas destinadas a ser utilizadas
en transferencia génica.

18. Uso de las células transferidas génicamente por un vector que comprende el transposén Hsmar2, segtn la rei-
vindicacién 17, cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1, para la elaboracién de composiciones farmacéuticas
destinadas a ser utilizadas en transferencia génica.

19. Composiciones farmacéuticas que contienen vectores que comprenden el transposén Hsmar2 cuya estructu-
ra estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida génicamente y dos secuencias ITR
flanqueantes de dicha secuencia de ADN, y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

20. Composiciones farmacéuticas, segin la reivindicacién 19, que contienen vectores que comprenden el transpo-
son Hsmar2 cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1, y vehiculos farmacéuticamente aceptables.
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21. Composiciones farmacéuticas que contienen células transferidas génicamente por vectores que comprenden
el transposén Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser transferida
génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia de ADN y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

22. Composiciones farmacéuticas, segiin la reivindicacion 21, que contienen células transferidas génicamente por
vectores que comprenden el transposén Hsmar2 cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1, y vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

23. Método de transfeccion celular que consiste en la introduccidn en una célula hospedadora de un vector que
comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd comprendida por una secuencia de ADN susceptible de ser
transferido génicamente y dos secuencias ITR flanqueantes de dicha secuencia de ADN, el cual comprende la trans-
feccion adicional de la Transposasa en trans utilizando un segundo vector.

24. Método de transfeccion celular que consiste en la introduccién en una célula hospedadora de un vector que
comprende el transposén Hsmar2 cuya estructura estd definida por la SEQ ID NO: 1.

25. Método de trasfeccion celular, segin las reivindicaciones 23 o 24, donde las células transfectadas son de
mamifero.

26. Método de trasfeccion celular, segun las reivindicaciones 23-25, donde las células transfectadas son humanas.

27. Método de trasfeccion celular, segun las reivindicaciones 23-26, donde el vector es un Adenovirus.

15
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6

Promotor Transposasa PolyA
CMV Hsmar2 _ SV40

21



ES 2300200 B1

Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> - UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA
- Institucié Catalana de Recerca i Estudis Avancats

<120> Transposén Hsmar2 y su uso en la generacion de vectores ttiles en terapia génica somadtica.
<130> 1302006MC
<160> 66.

<210> SEQ ID NO: 1
<211> 1301.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Transposén Hsmar2.
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<400> 1

cgaggggtct tcaaaaagtt catggaaaat gcgtattatg aaaaaactat gcatggattt 60

caaaatfttt tgcaccaaaa taaactcgta ctaacttgtt ataacatgtc tgaacaggat 120
ctagtttgag gcactaagaa ggataagaca tcagtttgaa aagagccect atcagagcaa 180
catgaattct gctaaaattg aagcaagaac aaacatcaaa tttatggtga agcttgggtg 240
gaagaatggt gaaatcattg atgctttacg aaaagtttat ggggacaatg ccccaaagaa 300
atcagcagtt tacaaatgga taactcgttt taagaaggga cgagatgatg ttgaagatga 360
agcecegeage ggceagaccat ccacatcaat ttgtgaggaa aaaattaate ttgttcgtge 420
cctaattgaa gaggaccgac gattaacagc agaaacaata gccaacacca cagacatctc 480
aattggttca gcttacacaa ttctgactga aaaattaaag ttgagcaaac tttccactcg 540
atgggtgcca aaaccattge geccagatca getgecagaca agagcagage tttcaatgga 600
aattttaaac aagtgggatc aagatcctga agcatttctt cgaagaattg taacaggaga 660
tgaaacatgg ctttaccagt acgatcctga agacaaagca caatcaaagc aatggctacc 720
aagaggtgga agtggtccag tcaaagcaaa ageggaccgg tcaagagcaa aggtcatgge 780
aacagttttt tgggatgctc aaggcatttt gettgttgac tttctggagg gccaaagaac 840
gataacatct gettattatg agagtgtttt gagaaagtta gccaaagctt tagcagaaaa 900
acgceceggga aagcttcace agagagtect tctccaccac gacaatgete ctgctcatte 960
ctctcatcaa acaagggcaa ttttgcgaga gtttcgatgg gaaatcatta ggcatccacc 1020
ttacagtcct gatttggete cttctgactt ctttttgttt cctaatctta aaaaatcttt 1080
aaagggcacc catttttctt cagttaataa tgtaaaaaag actgcattga catggttaaa 1140
ttcccaggac cctcagttet ttagggatgg actaaatgge tggtatcatc gcttacaaaa 1200
gtgtcttgaa cttgatggag cttatgttga gaaataaagt ttatattttt aatttttatc 1260
ttttaattce atttttccat gaactttttg aagtccectc g 1301
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<210> SEQ ID NO: 2
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.
<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-1.

<400> 2

actgactggt cagtcaactg actggatcca ttcagctagce tg

<210> SEQID NO: 3

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.
<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-2.

<400> 3

cgaggggtct tcaaaaagtt catggaaaat gcgtattatg aa

<210> SEQID NO: 4

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.
<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-3.

<400> 4

aaaactatgc atggatttca aaattttttg caccaaaata aa

<210> SEQ ID NO: 5

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.
<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-4.

<400> 5

ctcgtactaa cttgttataa catgtctgaa caggatctag tt

<210> SEQ ID NO: 6
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.
<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-5.

42

42

42
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<400> 6
tgaggcacta agaaggataa gacatcagtt tgaaaagage cc

<210> SEQ ID NO: 7

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.
<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-6.

<400> 7
ctatcagagc aacatgaatt ctgctaaaat tgaagcaaga ac

<210> SEQ ID NO: 8

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.
<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-7.

<400> 8
aaacatcaaa tttatggtga agcttgggte gaagaatggt ga

<210> SEQ ID NO: 9

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.
<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-8.

<400> 9
aatcattgat getttacgaa aagtttatgg ggacaatgec cc

<210> SEQ ID NO: 10

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.
<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-9.

<400> 10
aaagaaatca gcagtttaca aatggataac tcgttttaag aa

<210> SEQID NO: 11
<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

42

42
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42
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<220>
<223> Oligonucleétido MC-D-10.

<400> 11

gggacgagac gatgttgaag atgaagcceg cageggeaga cc

<210> SEQID NO: 12
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-11.

<400> 12
atccacatca atttgtgagg aaaaaattaa tcttgttcgt gc

<210> SEQID NO: 13

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-12.

<400> 13
cctaattgaa gaggaccgac gattaacagc agaaacaata gc

<210> SEQID NO: 14
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-13.

<400> 14
caacaccaca gacatctcaa ttggttcagc ttacacaatt ct

<210> SEQ ID NO: 15

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-14.

<400> 15
gactgaaaaa ttaaagttga gcaaactttc cactcgatgg gt

<210> SEQ ID NO: 16
<211> 42.

42

42
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<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-15.

<400> 16
gccaaaaccg ttgcgeccag atcagetgea gacaagagea ga

<210> SEQ ID NO: 17

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-16.

<400> 17
gctttcaatg gaaattttaa acaagtggga tcaagatcct ga

<210> SEQID NO: 18

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-17.

<400> 18
agcatttctt cgaagaattg taacaggaga tgaaacatgg ct

<210> SEQID NO: 19

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-18.

<400> 19
ttaccagtac gatcctgaag acaaagcaca atcaaagcaa tg

<210> SEQ ID NO: 20
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-19.

<400> 20

gctaccaaga ggtggaagtg gtccagtcaa agcaaaagcg ga

42

42

42

42
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<210> SEQ ID NO: 21

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-20.

<400> 21

ctggtcaaga gcaaaggtca tggcaacagt tttttgggat gc

<210> SEQ ID NO: 22
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-21.

<400> 22

tcaaggcatt ttgcttgttg actttctgga gggccaaaga ac

<210> SEQ ID NO: 23

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-22.

<400> 23

gataacatct gcttattatg agagtgtttt gagaaagtta gc

<210> SEQ ID NO: 24
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-23.

<400> 24

caaagcttta gcagaaaaac gccecgggaaa gettcaccag ag

<210> SEQ ID NO: 25

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-24.

42

42

42

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2300200 B1

<400> 25
agtccttctc caccacgaca atgetcetge tcattectet ca

<210> SEQ ID NO: 26

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-25.

<400> 26
tcaaacaagg gcaattttge gagagtttcg atgggaaatc at

<210> SEQ ID NO: 27

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-26.

<400> 27
taggcatcca ccttacagtc ctgatttgge tccttctgac tt

<210> SEQ ID NO: 28

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-27.

<400> 28
ctttttgttt cctaatctta aaaaatcttt aaagggeacc ca

<210> SEQ ID NO: 29

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-28.

<400> 29
tttttcttca gttaataatg taaaaaagac tgcattgaca tg

<210> SEQ ID NO: 30
<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

42
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<220>
<223> Oligonucleétido MC-D-29.

<400> 30
gttaaattcc caggaccctc agttctttag ggatggacta aa

<210> SEQ ID NO: 31

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-30.

<400> 31
tggctggtat catcgcttac aaaagtgtct tgaacttgat gg

<210> SEQ ID NO: 32
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-31.

<400> 32
agcttatgtt gagaaataaa gtttatattt ttaattttta tc

<210> SEQ ID NO: 33

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-D-32.

<400> 33
ttttaattcc atttttccat gaactttttg aagtcccctc g

<210> SEQ ID NO: 34
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-1.

<400> 34
caccctgaaa aggatccget agccgagggg acttcaaaaa gt

<210> SEQ ID NO: 35
<211> 42.

42

42
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<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-2.

<400> 35
tcatggaaaa atggaattaa aagataaaaa ttaaaaatat aa

<210> SEQ ID NO: 36
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-3.

<400> 36
actttatttc tcaacataag ctccatcaag ttcaagacac tt

<210> SEQ ID NO: 37
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-4.

<400> 37
ttgtaagcga tgataccagce catttagtcc atccctaaag aa

<210> SEQ ID NO: 38
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-5.

<400> 38
ctgagggtcc tgggaattta accatgtcaa tgcagtcttt tt

<210> SEQ ID NO: 39
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-6.

<400> 39

tacattatta actgaagaaa aatgggtgcc ctttaaagat tt

42
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<210> SEQ ID NO: 40
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-7.

<400> 40

tttaagatta ggaaacaaaa agaagtcaga aggagccaaa tc

<210> SEQ ID NO: 41

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-8.

<400> 41

aggactgtaa ggtggatgcc taatgatttc ccatcgaaac tc

<210> SEQ ID NO: 42
<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-9.

<400> 42
tcgcaaaatt geccttgttt gatgagagga atgagcagga gc

<210> SEQ ID NO: 43

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-10.

<400> 43

attgtcgtgg tggagaagga ctctctggtg aagctttcce gg

<210> SEQ ID NO: 44

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-11.

10
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<400> 44
gegtttttct getaaagett tggcetaactt tctcaaaaca ct

<210> SEQ ID NO: 45

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-12.

<400> 45
ctcataataa gcagatgtta tcgttctttg gecctccaga aa

<210> SEQ ID NO: 46

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-13.

<400> 46
gtcaacaagc aaaatgcctt gageatccca aaaaactgtt gc

<210> SEQ ID NO: 47

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-14.

<400> 47
catgaccttt getettgace agtcegettt tgetttgact gg

<210> SEQ ID NO: 48

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-15.

<400> 48
accacttcca cctettggta gecattgett tgattgtget tt

<210> SEQ ID NO: 49
<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

11
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<220>
<223> Oligonucleétido MC-R2-16.

<400> 49
gtcttcagga tcgtactggt aaagccatgt ttcatctect gt

<210> SEQ ID NO: 50

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-17.

<400> 50
tacaattctt cgaagaaatg cttcaggatc ttgatcccac tt

<210> SEQ ID NO: 51

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-18.

<400> 51
gtttaaaatt tccattgaaa gctctgcetcet tgtctgecage tg

<210> SEQ ID NO: 52

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-19.

<400> 52
atctgggcgc aacggttttg gcacccatcg agtggaaagt tt

<210> SEQ ID NO: 53

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-20.

<400> 53
gctcaacttt aatttttcag tcagaattgt gtaagctgaa cc

<210> SEQ ID NO: 54
<211> 42.
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<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-21.

<400> 54
aattgagatg tctgtggtat tggctattgt ttctgetgtt aa

<210> SEQ ID NO: 55

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-22.

<400> 55
tcgtcggtce tcttcaatta gggcacgaac aagattaatt tt

<210> SEQ ID NO: 56

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-23.

<400> 56
ttcctcacaa attgatgtgg atggtctgec getgegggct tc

<210> SEQ ID NO: 57

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-24.

<400> 57
atcttcaaca tcgtctcgtc ccttcttaaa acgagttatc ca

<210> SEQ ID NO: 58

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-25.

<400> 58

tttgtaaact gctgatttct ttggggcatt gtccccataa ac
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<210> SEQ ID NO: 59

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-26.

<400> 59

ttttcgtaaa gcatcaatga tttcaccatt cttccaccca ag

<210> SEQ ID NO: 60

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-27.

<400> 60

cttcaccata aatttgatgt ttgttcttge ttcaatttta gc

<210> SEQ ID NO: 61

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-28.

<400> 61

agaattcatg ttgctctgat aggggctctt ttcaaactga tg

<210> SEQ ID NO: 62

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-29.

<400> 62

tcttatcett cttagtgect caaactagat cctgttcaga ca

<210> SEQ ID NO: 63

<211>42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-30.
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<400> 63
tgttataaca agttagtacg agtttatttt ggtgcaaaaa at

<210> SEQ ID NO: 64

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-31.

<400> 64
tttgaaatcc atgcatagtt ttttcataat acgcattttc ca

<210> SEQ ID NO: 65

<211> 42.

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial.

<220>

<223> Oligonucleétido MC-R2-32.

<400> 65

tgaacttttt gaagacccct cgeagetage tgaatggate ca
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