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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la activacion de linfocitos T gamma-delta
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere generalmente a los campos de la terapia génica y la inmunoterapia, especificamente
en relacién con un vector virico que comprende al menos un elemento genético codificado, para su uso en el
tratamiento del cancer o una enfermedad infecciosa, en donde el al menos un elemento genético codificado comprende
un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresion de farnesil difosfato sintasa
(FDPS), en donde el ARN pequerio tiene una longitud de 200 nucleétidos o menos y posee una funcién silenciadora
o de interferencia; una particula lentivirica capaz de infectar una célula, para su uso en el tratamiento del cancer o una
enfermedad infecciosa, que comprende el vector virico mencionado anteriormente, en donde el vector virico es un
vector lentivirico; un método ex vivo para activar un linfocito T gamma delta, comprendiendo el método infectar, en
presencia del linfocito T GD, una célula diana con un sistema de suministro virico que codifica al menos un elemento
genético, en donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa,
se dirige y reduce los niveles de expresién de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una
longitud de 200 nucleétidos o menos y posee una funcioén silenciadora o de interferencia, y en donde, cuando la enzima
se inhibe en la célula diana, la célula diana activa el linfocito T GD; y un sistema de suministro virico para el mismo.

Antecedentes

Los linfocitos T humanos se distinguen en funcién de la estructura del receptor de linfocitos T. Las poblaciones
principales, incluyendo los subconjuntos CD4+ y CD8+, expresan un receptor compuesto de cadenas alfa y beta. Un
subconjunto mas pequerfio expresa receptores de linfocitos T formados por cadenas gamma y delta. Los linfocitos T
gamma delta ("GD") constituyen el 3-10 % de los linfocitos circulantes, y el subconjunto Vd2+ constituye el 75 % de
los linfocitos T GD en la sangre. Las células V82+ reconocen epitopos no peptidicos y no requieren la presentacién
del antigeno mediante complejos mayores de histocompatibilidad ("MHC") o antigeno leucocitario humano ("HLA"). La
mayoria de los linfocitos T V82+ también expresan una cadena Yy9 y se estimulan por la exposicion a compuestos de
pirofosfato de 5 carbonos que son intermediarios en las vias de sintesis de esterol/isoprenoide mevalonato y no
mevalonato. La respuesta al pirofosfato de isopentenilo (5 carbonos) es universal entre los seres humanos sanos.

Otro subconjunto de linfocitos T GD, Vd1+, constituye un porcentaje mucho menor de los linfocitos T que circulan en
la sangre, pero las células V6+1 se encuentran cominmente en la mucosa epitelial y la piel.

En general, los linfocitos T GD tienen varias funciones, incluida la destruccién de células tumorales y células infectadas
por patégenos. La estimulacion a través de su exclusivo receptor de linfocitos T ("TCR") compuesto por dos cadenas
de glucoproteinas, y y 6, mejora la capacidad de citotoxicidad celular, secrecion de citocinas y otras funciones
efectoras. Los TCR de los linfocitos T GD tienen especificidades Unicas y las propias células se presentan en altas
frecuencias clonales, lo que permite respuestas rapidas de tipo innato a tumores y patégenos.

Se han usado farmacos de aminobisfosfonatos ("ABP"} y otros inhibidores de la farnesil difosfato sintasa ("FDPS"),
que se encuentran cadena abajo del pirofosfato de isopentenilo ("IPP"} en la via del mevalonato (véase, por ejemplo,
la figura 1) para tratar diversas enfermedades, incluyendo canceres, especificamente aquellos que implican metastasis
oseas. Los ABP incluyen nombres comerciales como Zometa® (Novartis) y Fosamax® (Merck).

También se han usado ABP para estimular los linfocitos T GD. Esto puede deberse a que cuando se inhibe la FDPS
en las células mieloides, IPP comienza a acumularse y se reduce el pirofosfato de geranilgeranilo ("GGPP"), un
producto cadena abajo de la FDPS que suprime la activacién de la via del inflamasoma. La reduccién de GGPP elimina
un inhibidor de la via del inflamasoma dependiente de caspasa y permite la secrecion de citocinas maduras, incluidas
la interleucina beta y la interleucina 18, siendo esta Ultima especialmente importante para la activacion de los linfocitos
T gamma delta.

Por lo tanto, cuando se bloquea la FDPS, el aumento de IPP y la disminucién de GGPP se combinan para activar los
linfocitos T V82+. Las células V62+ activadas por IPP o ABP proliferaran rapidamente, expresaran varias citocinas y
quimiocinas, y pueden funcionar para destruir citotéxicamente células tumorales o células infectadas con
microorganismos patégenos.

Sin embargo, los ABP estan asociados con inflamacion y osteonecrosis, ademas de tener una biodisponibilidad
deficiente debido a su quimica. De forma andloga, IPP tiene una semivida muy corta y es dificil de sintetizar. Ambos
tipos de compuestos requieren administraciéon sistémica en un individuo. Por consiguiente, tanto los ABP en general
como IPP especificamente, dejan mucho que desear con fines terapéuticos.

Sumario de la invencion

La invencién se expone en el conjunto de reivindicaciones adjuntas. En un aspecto, se proporciona un método ex vivo
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para activar un linfocito T GD. El método incluye infectar, en presencia del linfocito T GD, una célula diana con un
sistema de suministro virico que codifica al menos un elemento genético, en donde el al menos un elemento genético
codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresion de farnesil
difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una longitud de 200 nucleétidos 0 menos y posee una
funcién silenciadora o de interferencia, y en donde, cuando la enzima se inhibe en la célula diana, la célula diana activa
el linfocito T GD. En una realizacion, el al menos un elemento genético codificado puede comprender un microARN o
un ARNhc; preferentemente el ARNhc puede comprender una secuencia que tiene al menos un 80 %, o al menos un
85 %, 0 al menos un 90 %, o al menos un 95 % de identidad con:

a.

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGG
ACTTTTT (SEQ ID NO: 1);

b.
GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCT
GCTTTTT (SEQ ID NO: 2);
C.
GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATG
GCTTTTT (SEQ ID NO: 3); 0
d.

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCT
GCTTTTT (SEQ ID NO: 4);

preferentemente el microARN puede comprender una secuencia que tiene al menos un 80 %, 0 al menos un
85 %, 0 al menos un 90 %, o al menos un 95 % de identidad con:

a.

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCC
T ACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 5);

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGGCTGAGAAAGT GCTGCCT
AC TGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ 1D NO: 6);

TGCTGTTGACAGTGAGCGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCC
ACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTGCCTACTGCCTCGGA
(SEQ ID NO: 7);

CCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCTTTTGGCCACTGACTGAGCAGAAGGGCTGAGAAAGTCAGGAC
ACAAGGCCTGTTACTAGCACTCA (SEQ ID NO: 8);
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CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTTTCTCAGCCTCCTTC
T

GCCTOTTIGAATCTCATGGCAGAAGGAGGCGAGAAAGTCTGACATTT
TGGTATCTTICATCTGACCA (SEQ IDNQO: 9), o

GGGCCTGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGGATACTTTCTCAGCCTCCTT
CTGCTGGTCCCCTCCCCGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCCTTCCCT
C CCAATGACCGCGTCTTCGTCG (SEQ ID NO: 10).

En las realizaciones, la célula diana puede ser una célula cancerosa o una célula que ha sido infectada con un agente
infeccioso. En una realizacién preferida, la activacion del linfocito T GD puede dar como resultado que el linfocito T
GD destruya la célula cancerosa o la célula infectada con un agente infeccioso. En las realizaciones, el al menos un
elemento genético codificado puede incluir un microARN o un ARNhc. En realizaciones adicionales, la célula diana
también se puede poner en contacto con un farmaco de aminobisfosfonato. En las realizaciones, el farmaco de
aminobisfosfonato puede ser acido zoledrénico.

En otra realizacién, se proporciona un vector virico para su uso en el tratamiento del cancer o una enfermedad
infecciosa. Especificamente, en el presente documento se proporciona un vector virico que comprende al menos un
elemento genético codificado, para su uso en el tratamiento del cancer o una enfermedad infecciosa, en donde el al
menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y reduce los
niveles de expresion de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una longitud de
200 nucleétidos o menos y posee una funcién silenciadora o de interferencia. En las realizaciones, el vector virico
puede usarse para inhibir la expresién de FDPS en una célula diana. En las realizaciones, la célula diana puede ser
una célula cancerosa o una célula que ha sido infectada con una enfermedad infecciosa. En las realizaciones, cuando
la enzima se inhibe en una célula cancerosa o una célula que ha sido infectada con una enfermedad infecciosa en
presencia de un linfocito T GD, la célula cancerosa o la célula que ha sido infectada con una enfermedad infecciosa
activa el linfocito T GD, para tratar asi el cancer o la enfermedad infecciosa. En las realizaciones, el al menos un
elemento genético codificado puede incluir un microARN o un ARNhc. En realizaciones adicionales, la célula diana
también se puede poner en contacto con un farmaco de aminobisfosfonato. En las realizaciones, el farmaco de
aminobisfosfonato puede ser acido zoledrénico.

En otra realizacién, el al menos un elemento genético codificado puede incluir un ARNhc gque tiene al menos un 80 %,
0 al menos un 85 %, 0 al menos un 90 %, o0 al menos un 95 % de porcentaje de identidad con

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT

(SEQ ID NO: 1); GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAA

ATCCTGCTTTTT (SEQ ID NO: 2); GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAA

TTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT (SEQ ID NO: 3); 0 GCAGAAGGAGGCTGA

GAAAGTCTCGAGACTTTICTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT (SEQ ID NO: 4).

En una realizacion preferida, el ARNhc puede incluir

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT
(SEQ ID NO: 1);
GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT
(SEQ ID NO: 2);

GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT
(SEQ ID NO: 3);
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GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT
(SEQ ID NO: 4).

En ofra realizacion, el al menos un elemento genético codificado incluye un microARN que tiene al menos un 80 %, o
al menos un 85%, o al menos un 90% o al menos un 95% de porcentaje de identidad con
AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAA
GCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCA AGGGGCT (SEQ ID NO: 5);
AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACT
TTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGGCTGAGAAAGTGCT

GCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 6); TGCTGTTGACAGTG
AGCGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTG
AGAAAGTTGCCTACTGCCTCGGA (SEQ ID NO: 7); CCTGGAGGCTTGCTGAAG
GCTGTATGCTGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTGGCCACTGACTGAGCAGAAG
GGCTGAGAAAGTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCA (SEQ ID NO: 8);

CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCCTGTTG
AATCTCATGGCAGAAGGAGGCGAGAAAGTCTGACATTTTGGTATCTTTCATCTGA CCA (SEQ ID NO: 9); o
GGGCCTGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGGATACTTTCT
CAGCCTCCTTCTGCTGGTCCCCTCCCCGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCCTTCCC
TCCCAATGACCGCGTCTTCGTCG (SEQ ID NO: 10). En una realizacién preferida, el microARN incluye
AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCT
CCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACT

GCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 5); AAGGTATATTGCTGTTGACAGT
GAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGGCTG
AGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 6); TGCTG
TTGACAGTGAGCGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAA
GGAGGCTGAGAAAGTTGCCTACTGCCTCGGA (SEQ ID NO: 7); CCTGGAGGCT
TGCTGAAGGCTGTATGCTGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTGGCCACTGACTG
AGCAGAAGGGCTGAGAAAGTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCA (SEQ ID NO: 8);

CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTTTCTCAGCCTCCTT
CTGCCTGTTGAATCTCATGGCAGAAGGAGGCGAGAAAGTCTGACATTTTGGTATC TTTCATCTGACCA (SEQ ID
NO: 9); 0 GGGCCTGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGG
ATACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTGGTCCCCTCCCCGCAGAAGGAGGCTGAGAAA
GTCCTTCCCTCCCAATGACCGCGTCTTCGTCG (SEQ ID NO: 10).

En otro aspecto, se proporciona un vector virico que comprende al menos un elemento genético codificado. En una
realizacion, el al menos un elemento genético codificado puede incluir un ARN pequefio capaz de inhibir la produccién
de una enzima implicada en la via del mevalonato. En otra realizacion, el al menos un elemento genético codificado
puede incluir un microARN o un ARNhc.

En otra realizacién, el al menos un elemento genético codificado puede incluir un ARNhc gque tiene al menos un 80 %,
o al menos un 85 %, o al menos un 90 %, o al menos un 95 % de porcentaje de identidad con la SEQ ID NO: 1; SEQ
ID NO: 2; SEQ ID NO: 3; 0 SEQ ID NO: 4. En una realizacién preferida, el ARNhc puede incluir la SEQ ID NO: 1; SEQ
ID NO: 2; SEQ ID NO: 3; 0 SEQ ID NO: 4.

En otra realizacion, el al menos un elemento genético codificado puede incluir un microARN que tiene al menos un
80 %, 0 al menos un 85 %, o al menos un 90 %, o al menos un 95 % de porcentaje de identidad con la SEQ ID NO: 5;
SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; o SEQ ID NO: 10. En una realizacién preferida, el
microARN puede incluir la SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; 0 SEQ ID NO:
10.

En las realizaciones, el vector virico puede estar compuesto por cualquier vector que pueda transducir eficazmente el
ARN pequefio en una célula diana. En las realizaciones, el vector virico puede ser un vector lentivirico. En otras
realizaciones, el vector virico puede ser un vector virico adenoasociado.

En otra realizacién, el vector virico puede incluir un segundo elemento genético codificado. En las realizaciones, el
segundo elemento genético puede incluir al menos una citocina o quimiocina. En las realizaciones, la al menos una
citocina se selecciona del grupo que consiste en: IL-18, TNF-q, interferon-y, IL-1, IL-2, IL-15, IL-17 e IL-12. En las
realizaciones, la al menos una quimiocina puede ser una quimiocina CC, una quimiocina CXC, una quimiocina CX3C
0 una quimiocina XC. En realizaciones adicionales, la al menos una quimiocina puede ser RANTES.

En otra realizacién, se proporciona una particula lentivirica capaz de infectar una célula, para su uso en el tratamiento
del cancer o una enfermedad infecciosa, comprendiendo la particula lentivirica una proteina de envoltura optimizada
para infectar una célula diana, y un vector lentivirico que es el vector virico de la invencién. En una realizacién, la
proteina de envoltura puede optimizarse para infectar una célula diana, y la célula diana es una célula cancerosa o en
donde la célula diana puede ser una célula que esta infectada con una enfermedad infecciosa.
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En otra realizacién, se proporciona un sistema de suministro virico que codifica al menos un elemento genético, en
donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y
reduce los niveles de expresion de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una longitud de
200 nucledtidos 0 menos y posee una funcién silenciadora o de interferencia, para su uso en la activacion de un
linfocito T GD en un sujeto, en donde, en presencia del linfocito T GD, cuando la célula diana en el sujeto esta infectada
con el sistema de suministro virico, y la enzima se inhibe en la célula diana, la célula diana activa el linfocito T GD.
También se proporciona en el presente documento un sistema de suministro virico que codifica al menos un elemento
genético, en donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa,
se dirige y reduce los niveles de expresién de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una
longitud de 200 nucleétidos 0 menos y posee una funcion silenciadora o de interferencia, para su uso en el tratamiento
del cancer en un sujeto, y en donde, cuando la enzima se inhibe en una célula cancerosa en presencia de un linfocito
T GD, la célula cancerosa activa el linfocito T GD, para asi tratar el cancer. El sistema de suministro virico puede
comprender ademas administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un farmaco de aminobisfosfonato.
En una realizacion preferida, el farmaco de aminobisfosfonato puede ser acido zoledrénico.

En otro aspecto como se divulga en el presente documento, se proporciona un sistema de vector lentivirico para
expresar una particula lentivirica. El sistema incluye un vector lentivirico, al menos un plasmido de envoltura para
expresar una proteina de envoltura optimizada para infectar una célula; y al menos un plasmido auxiliar para expresar
genes gag, pol y rev. Cuando el vector lentivirico, el al menos un plasmido de envoltura, y el al menos un plasmido
auxiliar, se transfectan en una célula de empaquetamiento, una célula de empaquetamiento produce una particula
lentivirica. En los aspectos como se divulga en el presente documento, la particula lentivirica es capaz de infectar una
célula diana e inhibir una enzima implicada en la via del mevalonato dentro de la célula diana. En los aspectos como
se divulga en el presente documento, la enzima involucrada en la via del mevalonato es FDPS. En los aspectos como
se divulga en el presente documento, el sistema vectorial lentivirico incluye un primer plasmido auxiliar para expresar
los genes gag y pol, y un segundo plasmido auxiliar para expresar el gen rev. En los aspectos como se divulga en el
presente documento, la proteina de envoltura esta preferentemente optimizada para infectar una célula diana. En los
aspectos como se divulga en el presente documento, la célula diana es una célula cancerosa. En otros aspectos como
se divulga en el presente documento, la célula diana es una célula que esta infectada con un agente infeccioso.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa una descripcién general de las etapas principales en la via del mevalonato para la
biosintesis de esteroides e isoprenoides.

La figura 2 representa un sistema vectorial lentivirico de 3 vectores ilustrativo de forma circularizada.

La figura 3 representa un sistema vectorial lentivirico de 4 vectores ilustrativo de forma circularizada.

La figura 4 representa: (A) un mapa lineal de un vector lentivirico que expresa una secuencia dirigida a ARNhc de
FDPS; y (B) un mapa lineal de un vector lentivirico que expresa un microARN sintético con una secuencia dirigida
a FDPS.

La figura 5 representa datos que demuestran la activacion de linfocitos T V82+ por células leucémicas THP-1 con
un lentivirus que expresa ARNhc n.? 4 de FDPS (SEQ ID NO: 4), como se describe en el presente documento.

La figura 6 representa datos que demuestran la activacion de linfocitos T V82+ por células leucémicas THP-1 con
un lentivirus que expresa ARNhc n.? 4 de FDPS (SEQ ID NO: 4), como se describe en el presente documento.

La figura 7 representa datos que demuestran la activacién de linfocitos T V02+ por células de carcinoma de
prostata PC3 con un lentivirus que expresa ARNhc n.2 1 de FDPS (SEQ ID NO: 1), como se describe en el presente
documento.

La figura 8 representa datos que demuestran la activacién de linfocitos T V02+ por células de carcinoma de
prostata PC3 con un lentivirus que expresa ARNhc n.2 4 de FDPS (SEQ ID NO: 4), como se describe en el presente
documento.

La figura 9 representa datos que demuestran la activacion de linfocitos T V82+ por células de carcinoma HepG2
con un lentivirus que expresa ARNhc n.° 1 de FDPS (SEQ ID NO: 1) o ARNhc n.° 4 de FDPS (SEQ ID NO: 4),
como se describe en el presente documento.

La figura 10 representa datos que demuestran la activacion de linfocitos T V82+ por células de leucemia THP-1
con un lentivirus que expresa miR30 n.? 1 de FDPS (SEQ ID NO: 5), como se describe en el presente documento.
La figura 11 representa datos que demuestran el porcentaje de lisis especifica frente a una relacién E:D para una
diversidad de condiciones experimentales, como se describe en el presente documento.

La figura 12 representa datos que demuestran la interferencia de ARN a base de ARNhc suministrado por lentivirus
dirigida al gen FDPS humano.

La figura 13 representa datos que demuestran la interferencia de ARN a base de miR suministrado por lentivirus
dirigida al gen FDPS humano.

La figura 14 representa datos que demuestran la activacion de linfocitos T V82+ por células de carcinoma HepG2
con un virus adenoasociado que expresa ARNhc n.2 4 de FDPS (SEQ ID NO: 4), como se describe en el presente
documento.

La figura 15 representa datos de inmunotransferencia que demuestran la falta de prenilacion de RAP1 en las
células transducidas con LV-shFDPS y tratadas con acido zoledronico.
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Descripcion detallada
Descripcion general de la divulgacion

La presente divulgacion se refiere a construcciones de terapia génica y al suministro de las mismas a las células,
dando como resultado la supresion de la farnesil difosfato sintasa ("FDPS"), que es necesaria para convertir el fosfato
de isopentenilo (IPP) en difosfato de farnesilo (FDP), como se muestra, por ejemplo, en la figura 1. En los aspectos,
se divulgan en el presente documento uno o mas vectores viricos con microARN o ARN de homologia corta (ARNhc)
que se dirigen a FDPS, reduciendo asi los niveles de expresién de esta enzima. Los vectores viricos incluyen vectores
lentiviricos y vectores AAV. Una consecuencia de modular la expresién de FDPS es aumentar la acumulacién de IPP,
que es un estimulador de la proliferacién y diferenciacion de linfocitos T GD. Por consiguiente, las construcciones
proporcionadas en el presente documento se usan para activar linfocitos T GD y se usan para tratar canceres y
enfermedades infecciosas.

Definiciones e interpretacion

A menos que se defina de otro modo en el presente documento, los términos cientificos y técnicos usados en relaciéon
con la presente divulgacion, tendran los significados habitualmente entendidos por los expertos en la técnica. Ademas,
a menos que el contexto requiera lo contrario, los términos en singular incluiran pluralidades y los términos en plural
incluiran el singular. Generalmente, la nomenclatura usada en relacién con, y las técnicas de, cultivo celular y tisular,
biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética, y quimica de proteinas y acidos nucleicos e hibridacién que
se describen en el presente documento son las ya conocidas y usadas frecuentemente en la técnica. A menos que se
indique lo contrario, los métodos y las técnicas de la presente divulgacion se realizan generalmente de acuerdo con
métodos convencionales de sobra conocidos en la técnica y como se describe en diversas referencias generales y
mas especificas que se citan y analizan a lo largo de la presente memoria descriptiva. Véanse, por ejemplo: Sambrook
J. y Russell D. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (2000); Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current
Protocols in Molecular Biology, Wiley, John & Sons, Inc. (2002); Harlow and Lane Using Antibodies: A Laboratory
Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1998); y Coligan et al., Short Protocols in
Protein Science, Wiley, John & Sons, Inc. (2003). Todas las reacciones enzimaticas o las técnicas de purificacion se
realizan de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como se realizan cominmente en la técnica o como se
describe en el presente documento. La nomenclatura usada en relaciéon con, y los procedimientos y técnicas de
laboratorio de la quimica analitica, quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica que se describen en el
presente documento se conocen bien y se usan cominmente en la técnica.

Como se usa en la descripcion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "uno/a" y "el/la", se usan
indistintamente y pretenden incluir también las formas en plural e incluirse en cada significado, a menos que el contexto
indique claramente lo contrario. Ademas, como se usa en el presente documento, "y/0" se refiere a, e incluye, todas y
cada una de las combinaciones posibles de uno o mas de los puntos enumerados, asi como la ausencia de
combinaciones cuando se interpreta en la alternativa ("0").

Todas las designaciones numeéricas, por ejemplo, el pH, la temperatura, el tiempo, la concentraciéon y el peso
molecular, incluyendo los intervalos, son aproximaciones que varian (+) o (-} en incrementos de 0,1. Debe entenderse,
aungue no siempre se indique explicitamente, que todas las designaciones numéricas estan precedidas por el término
"aproximadamente". El término "aproximadamente" también incluye el valor exacto "X" ademas de incrementos
minoritarios de "X", tales como "X + 0,1" 0 "X - 0,1". También se ha de entender, aunque no siempre se indique
explicitamente, que los reactivos descritos en el presente documento son simplemente ilustrativos y que en la técnica
se conocen sus equivalentes.

Como se usa en el presente documento, un experto en la técnica entendera el término "aproximadamente" y este
variara hasta cierto punto dependiendo del contexto en el que se use. Si hay usos del término que no estén claros
para un experto en la técnica, dado el contexto en el que se use, "aproximadamente” significara hasta mas o menos
el 10 % del término particular.

Debe entenderse que la expresién "administracion de" o el término "administrar’ un agente activo, significan
proporcionar un agente activo al sujeto que necesita tratamiento en una forma que pueda introducirse en el organismo
de ese individuo en una forma terapéuticamente Gtil y en una cantidad terapéuticamente eficaz.

Como se usa en el presente documento, la expresion "que comprende" pretende significar que las composiciones y
los métodos incluyen los elementos citados, pero sin excluir otros. "Que consiste esencialmente en" cuando se usa
para definir las composiciones y los métodos, significara excluir de la composicion o métodos otros elementos de
cualquier significado esencial. "Que consistente en" significara la exclusién de mas que oligoelementos de otros
ingredientes para las composiciones reivindicadas y las etapas sustanciales del método. Las realizaciones definidas
por cada uno de estos términos de transicion estan dentro del alcance de esta divulgacion. Por consiguiente, se
pretende que los métodos y las composiciones puedan incluir etapas y componentes adicionales (que comprendan)
0, como alternativa, que incluyan etapas y composiciones poco significativos (que consistan esencialmente en) o como
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alternativa, que incluyan Unicamente las etapas o composiciones del método indicados (que consistan en).

Como se usan en el presente documento, "expresion"”, "expresado”, o "codifica", se refiere al proceso mediante el cual
los polinucledtidos se transcriben en ARNm y/o el proceso mediante el cual el ARNm transcrito se traduce
posteriormente en péptidos, polipéptidos o proteinas. La expresion puede incluir el corte y empalme del ARNm en una
célula eucariota u otras formas de modificacion postranscripcional o modificacion postraduccional.

En el presente documento, la expresion "farnesil difosfato sintasa" también puede indicarse como FDPS, y también
puede indicarse como farnesil pirofosfato sintasa o FPPS.

En el presente documento, la expresion "linfocito T gamma delta" también puede indicarse como linfocito T y0, o
ademas como linfocito T GD. La expresion "activaciéon de linfocitos T gamma delta" se refiere a cualquier fendmeno
biolégico medible asociado a un linfocito T gamma delta que sea representativo de dicho linfocito T que se esté
activando. Los ejemplos no limitantes de dicho fenémeno biolégico incluyen un aumento de la produccion de citocinas,
cambios en la composicion cualitativa o cuantitativa de las proteinas de la superficie celular, un aumento en la
proliferacion de linfocitos T y/o un aumento en la funcién efectora de los linfocitos T, como destruir una célula diana o
ayudar a otra célula efectora a destruir una célula diana.

Los términos "individuo", "sujeto”, y "paciente" se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a
cualquier sujeto mamifero individual, por ejemplo, bovino, canido, felino, equino o humano.

El término "miARN" se refiere a un microARN, y en el presente documento también puede indicarse como "miR".

La expresion "linea celular de empaquetamiento” se refiere a cualquier linea celular que pueda usarse para expresar
una particula lentivirica.

La expresion "porcentaje de identidad”, en el contexto de dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos o de polipéptidos,
se refiere a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que tienen un porcentaje especifico de nucleodtidos o de restos de
aminoacidos que son iguales, cuando se comparan y alinean para obtener una correspondencia maxima, segin lo
medido usando uno de los algoritmos de comparacion de secuencias que se describen a continuacion (por ejemplo,
BLASTP y BLASTN u otros algoritmos disponibles para los expertos) o mediante inspeccién visual. Dependiendo de
la aplicacion, el "porcentaje de identidad" puede existir sobre una region de la secuencia a comparar, por ejemplo,
sobre un dominio funcional, o, como alternativa, puede existir sobre la longitud completa de las dos secuencias a
comparar. Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actlia como una secuencia de referencia
con la que se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las
secuencias de prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia,
si fuera necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencias. Después, el algoritmo de
comparacion de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia de la secuencia 0 secuencias de prueba
respecto a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa designados.

Para la comparacion, la alineacion 6ptima de las secuencias puede realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineacién de
homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante la blsqueda del método de similitud de
Pearson y Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paguete del programa informatico Wisconsin Genetics, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspeccién visual (véase, en lineas generales, mas
adelante, Ausubel et al.).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de
secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El programa
informatico para realizar andlisis BLAST esta disponible publicamente a través del sitio web del Centro Nacional de
Informacién Biotecnolégica.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se puede determinar usando el programa GAP en el
paquete de programa informatico GCG (disponible en http:/www.gcg.com), usando una matriz NWSgapdna.CMP y
una ponderacién por hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y una ponderacién por longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6. También se
puede determinar el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos usando el algoritmo
de E. Meyers y W. Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version 2.0), usando
una tabla de ponderacién de restos PAM120, una penalizacion por longitud de hueco de 12 y una penalizacién por
hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar usando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)) que se ha incorporado al programa GAP en el
paquete de programa informatico GCG (disponible en hitp:/www.gcg.com), usando una matriz Blossum 62 o una
matriz PAM250 y una ponderacién por hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y una ponderacién por longitud de 1, 2, 3, 4,
506.

Las secuencias de acido nucleicos y de proteinas de la presente divulgacion se pueden usar ademas como una
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"secuencia de consulta" para realizar una busqueda frente a bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar
secuencias relacionadas. Dichas busquedas pueden realizarse usando los programas NBLAST y XBLAST (version
2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Con el programa NBLAST, pueden realizarse busquedas BLAST
de nucleétidos, puntuacién = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de nucleétidos homologas a las
moléculas de acido nucleico proporcionadas en la divulgacion. Las busquedas de proteinas por BLAST se pueden
realizar con el programa XBLAST, puntuacién = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos
homélogas a las moléculas de proteinas de la divulgacion. Para obtener alineamientos con huecos con fines
comparativos, se puede usar Gapped BLAST como se describe en Altschul et al, (1997) Nucleic Acids Res.
25(17):3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar los parametros por
defecto de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST). Véase http:/www.ncbi.nlm.nih.gov.

Como se usa en el presente documento, "farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellos compuestos, materiales,
composiciones y/o formas farmacéuticas que son, dentro del alcance del buen criterio médico, adecuadas para su uso
en contacto con los tejidos, 6rganos y/o fluidos corporales de seres humanos y animales sin toxicidad excesiva,
irritacion, respuesta alérgica u otros problemas o complicaciones en linea con una relacién entre beneficio/riesgo
razonable.

Como se usa en el presente documento, un "transportador farmacéuticamente aceptable” se refiere a, e incluye, todos
y cada uno de los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isotonicos y retardantes de la absorcién, y similares, que sean fisiolégicamente compatibles. Las composiciones
pueden incluir una sal farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, una sal de adicién de acido o una sal de adicion de
base (véase, por ejemplo, Berge et al. (1977) J Pharm Sci 66: 1-19).

Como se usa en el presente documento, la expresion "SEQ ID NO" es sindénima de "Secuencia ID No".

Como se usa en el presente documento, "ARN pequefio" se refiere a ARN no codificante que generalmente tiene una
longitud de menos de aproximadamente 200 nucledtidos 0 menos y posee una funcién de silenciamiento o de
interferencia. En otras realizaciones, el ARN pequefio tiene aproximadamente 175 nuclebtidos o menos,
aproximadamente 150 nucledtidos o menos, aproximadamente 125 nucle6tidos o menos, aproximadamente
100 nucleétidos 0 menos, o aproximadamente 75 nucleétidos o menos de longitud. Dichos ARN incluyen microARN
(miARN), ARN de interferencia pequefio (ARNip), ARN bicatenario (ARNbc) y ARN en horquilla corto (ARNhc). El
"ARN pequefio" de la divulgacién debe ser capaz de inhibir o atenuar la expresién génica de un gen diana,
generalmente a través de vias que dan como resultado la destruccion del ARNm del gen diana.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad suficiente de los agentes activos de la
presente divulgacion, en una composicién adecuada y en una forma farmacéutica adecuada para tratar o prevenir los
sintomas, el avance o la aparicién de las complicaciones observadas en pacientes que padecen una determinada
dolencia, lesién, enfermedad o afeccion. La cantidad terapéuticamente eficaz variara dependiendo del estado de la
afecciéon del paciente o de su gravedad, y de la edad, el peso, etfc., del sujeto que se va a tratar. Una cantidad
terapéuticamente eficaz puede variar, dependiendo de cualquiera de diversos factores, incluyendo, por ejemplo, la via
de administracion, el estado del sujeto, asi como de otros factores entendidos por los expertos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, la expresion "vector terapéutico” incluye, sin limitacién, la referencia a un
vector lentivirico o un vector AAV.

"Un tratamiento" pretende dirigirse al cuadro clinico y combatirlo, es decir, mejorar o impedir el cuadro clinico. Por lo
tanto, el tratamiento particular dependera del cuadro clinico al que se dirige y del estado actual o futuro de las terapias
médicas y enfoques terapéuticos. Un tratamiento puede tener toxicidades asociadas.

El término "tratamiento” o "tratar" se refiere a una intervencion clinica en un intento de alterar la evolucién natural del
sujeto que se esté tratando y puede realizarse para profilaxis o durante la evolucién de la patologia clinica. Los efectos
deseables incluyen, pero sin limitacién, prevenir la aparicién o recidiva de la enfermedad, el alivio de los sintomas, la
supresion, la disminucién o inhibicién de cualquier consecuencia patolégica directa o indirecta de la enfermedad,
mejorar o paliar el cuadro clinico y causar remisiéon o mejorar el pronéstico.

Descripcion de aspectos de la divulgacion

En una realizacién, se proporciona un método ex vivo para activar un linfocito T gamma delta, comprendiendo el
método infectar, en presencia del linfocito T GD, una célula diana con un sistema de suministro virico que codifica al
menos un elemento genético, en donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio
que, cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresién de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el
ARN pequefio tiene una longitud de 200 nucleétidos o menos y posee una funcién silenciadora o de interferencia, y
en donde, cuando la enzima se inhibe en la célula diana, la célula diana activa el linfocito T GD. En las realizaciones,
la célula diana es una célula cancerosa o una célula que ha sido infectada con un agente infeccioso. En las
realizaciones, el al menos un elemento genético codificado incluye un microARN o un ARNhc.
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En las realizaciones, el al menos un elemento genético codificado incluye un ARNhc que tiene al menos un 80 %, al
menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al
menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al
menos un 93 %, al menos un 94%, al menos un 95% o0 mas de porcentaje de identidad con
GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT (SEQ ID NO: 1);
GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAA  ATCCTGCTTTTT (SEQ ID NO: 2);
GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAA TTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT (SEQ ID NO: 3); o
GCAGAAGGAGGCTGA GAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT (SEQ ID NO: 4). En una

realizacion preferida, el ARNhc incluye GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAG
AATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT (SEQ ID NO: 1); GCAGGATTTCGTTCA
GCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT (SEQ ID NO: 2); GCCA

TGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT (SEQ ID NO: 3); 0
GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTT CTGCTTTTT (SEQ ID NO: 4).

En ofra realizacion, el al menos un elemento genético codificado incluye un microARN que tiene al menos un 80 %, al
menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al
menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al
menos un 93 %, al menos un 94%, al menos un 95% o0 mas de porcentaje de identidad con
AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAA
GCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCA AGGGGCT (SEQ ID NO: 5);
AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACT
TTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGGCTGAGAAAGTGCT

GCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 6); TGCTGTTGACAGTG
AGCGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTG
AGAAAGTTGCCTACTGCCTCGGA (SEQ ID NO: 7); CCTGGAGGCTTGCTGAAG
GCTGTATGCTGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTGGCCACTGACTGAGCAGAAG
GGCTGAGAAAGTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCA (SEQ ID NO: 8);

CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCCTGTTG
AATCTCATGGCAGAAGGAGGCGAGAAAGTCTGACATTTTGGTATCTTTCATCTGA CCA (SEQ ID NO: 9); o
GGGCCTGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGGATACTTTCT
CAGCCTCCTTCTGCTGGTCCCCTCCCCGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCCTTCCC
TCCCAATGACCGCGTCTTCGTCG (SEQ ID NO: 10). En una realizacién preferida, el microARN incluye
AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCT
CCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACT

GCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 5); AAGGTATATTGCTGTTGACAGT
GAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGGCTG
AGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 6); TGCTG
TTGACAGTGAGCGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAA
GGAGGCTGAGAAAGTTGCCTACTGCCTCGGA (SEQ ID NO: 7); CCTGGAGGCT
TGCTGAAGGCTGTATGCTGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTGGCCACTGACTG
AGCAGAAGGGCTGAGAAAGTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCA (SEQ ID NO: 8);

CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTTTCTCAGCCTCCTT
CTGCCTGTTGAATCTCATGGCAGAAGGAGGCGAGAAAGTCTGACATTTTGGTATC TTTCATCTGACCA (SEQ ID
NO: 9); GGGCCTGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGG
ATACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTGGTCCCCTCCCCGCAGAAGGAGGCTGAGAAA
GTCCTTCCCTCCCAATGACCGCGTCTTCGTCG (SEQ ID NO: 10).

En otra realizacién, la célula diana también se pone en contacto con un farmaco de aminobisfosfonato. En una
realizacion preferida, el farmaco de aminobisfosfonato es acido zoledrénico.

En otra realizacién, se proporciona un sistema de suministro virico que codifica al menos un elemento genético, en
donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y
reduce los niveles de expresion de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una longitud de
200 nucledtidos 0 menos y posee una funcién silenciadora o de interferencia, para su uso en la activacion de un
linfocito T GD en un sujeto, en donde, en presencia del linfocito T GD, cuando la célula diana en el sujeto estéa infectada
con el sistema de suministro virico, y la enzima se inhibe en la célula diana, la célula diana activa el linfocito T GD. En
otra realizacién mas, se proporciona un sistema de suministro virico que codifica al menos un elemento genético, en
donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y
reduce los niveles de expresion de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una longitud de
200 nucle6tidos 0 menos y posee una funcion silenciadora o de interferencia, para su uso en el tratamiento del cancer
en un sujeto, y en donde, cuando la enzima se inhibe en una célula cancerosa en presencia de un linfocito T GD, la
célula cancerosa activa el linfocito T GD, para tratar asi el cancer. En las realizaciones, el al menos un elemento
genético codificado incluye un microARN o un ARNhc. El sistema de suministro virico puede comprender ademas
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un farmaco de aminobisfosfonato. En una realizacién
preferida, el farmaco de aminobisfosfonato puede ser acido zoledronico.
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En otra realizacién, el al menos un elemento genético codificado puede incluir un ARNhc gque tiene al menos un 80 %,
al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al
menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al
menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 % o mas de porcentaje de identidad con la SEQ ID NO: 1; SEQ
ID NO: 2; SEQ ID NO: 3; o SEQ ID NO: 4. En una realizacién preferida, el ARNhc incluye la SEQ ID NO: 1; SEQ ID
NO: 2; SEQ ID NO: 3; 0 SEQ ID NO: 4.

En otra realizacion, el al menos un elemento genético codificado puede incluir un microARN que tiene al menos un
80 %, al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un
86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 % o mas de porcentaje de identidad con la SEQ ID NO:
5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; o SEQ ID NO: 10. En una realizacién preferida, el
microARN incluye la SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; o SEQ ID NO: 10.

En otra realizacion, se proporciona un vector virico que comprende al menos un elemento genético codificado, para
su uso en el tratamiento del cancer o una enfermedad infecciosa, en donde el al menos un elemento genético
codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresion de farnesil
difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una longitud de 200 nucleétidos 0 menos y posee una
funcién silenciadora o de interferencia. En las realizaciones, el vector virico incluye cualquier vector que pueda
transducir eficazmente el ARN pequefio. En las realizaciones, el vector virico es un vector lentivirico. En otras
realizaciones, el vector virico es un vector virico adenoasociado (AAV). En las realizaciones, al menos un elemento
genético codificado puede incluir un microARN o un ARNhc.

En otra realizacién, el al menos un elemento genético codificado puede incluir un ARNhc gque tiene al menos un 80 %,
al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al
menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al
menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 % o mas de porcentaje de identidad con la SEQ ID NO: 1; SEQ
ID NO: 2; SEQ ID NO: 3; o SEQ ID NO: 4. En una realizacién preferida, el ARNhc incluye la SEQ ID NO: 1; SEQ ID
NO: 2; SEQ ID NO: 3; 0 SEQ ID NO: 4.

En otra realizacion, el al menos un elemento genético codificado puede incluir un microARN que tiene al menos un
80 %, al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un
86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 % o mas de porcentaje de identidad con la SEQ ID NO:
5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; o SEQ ID NO: 10. En una realizacién preferida, el
microARN incluye la SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; 0 SEQ ID NO: 10.

En otra realizacién, el vector virico puede incluir un segundo elemento genético codificado. En las realizaciones, el
segundo elemento genético incluye al menos una citocina o quimiocina. En las realizaciones, la al menos una citocina
se selecciona del grupo que consiste en: IL-18, TNF-q, interferdn-y, IL-1, IL-2, IL-15, IL-17 e IL-12. En las realizaciones,
la al menos una quimiocina es una quimiocina CC, una quimiocina CXC, una quimiocina CX3C o una quimiocina XC.
En una realizacién adicional, la al menos una quimiocina es la quimiocina CC, RANTES.

En otra realizacién, se proporciona una particula lentivirica capaz de infectar una célula, para su uso en el tratamiento
del cancer o una enfermedad infecciosa, comprendiendo la particula lentivirica una proteina de envoltura optimizada
para infectar una célula diana, y un vector lentivirico, que es el vector virico de la invencion. En las realizaciones, se
proporciona un sistema de vector lentivirico para expresar una particula lentivirica. El sistema incluye un vector
lentivirico, al menos un plasmido de envoltura para expresar una proteina de envoltura optimizada para infectar una
célula; y al menos un plasmido auxiliar para expresar genes gag, pol y rev. Cuando el vector lentivirico, el al menos
un plasmido de envoltura, y el al menos un plasmido auxiliar, se transfectan en una célula de empaquetamiento, una
célula de empaquetamiento produce una particula lentivirica. En las realizaciones, la particula lentivirica es capaz de
infectar una célula diana e inhibir una enzima implicada en la via del mevalonato dentro de la célula diana. En las
realizaciones, la enzima involucrada en la via del mevalonato es FDPS. En las realizaciones, el sistema vectorial
lentivirico incluye un primer plasmido auxiliar para expresar los genes gag y pol, y un segundo plasmido auxiliar para
expresar el gen rev. En las realizaciones, la proteina de envoltura esta preferentemente optimizada para infectar una
célula diana. En las realizaciones, la célula diana es una célula cancerosa. En otras realizaciones, la célula diana es
una célula que esta infectada con una enfermedad infecciosa.

Cancer

Se proporciona un vector virico que comprende al menos un elemento genético codificado, para su uso en el
tratamiento del cancer, en donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio que,
cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresion de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN
pequefio tiene una longitud de 200 nucleétidos o menos y posee una funcién silenciadora o de interferencia. El vector
virico para su uso proporcionado en el presente documento puede usarse para tratar el cancer. Una célula, tejido o
diana puede ser una célula cancerosa, un tejido canceroso, albergar tejido canceroso, o0 ser un sujeto o paciente
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diagnosticado o en riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccién. En determinadas realizaciones, una célula puede
ser una célula epitelial, endotelial, mesotelial, glial, estromal o0 mucosa. La poblacién de células cancerosas puede
incluir, pero sin limitacion, una célula cerebral, neuronal, sanguinea, endometrial, meningea, esofagica, pulmonar,
cardiovascular, hepatica, linfoide, de mama, 6sea, de tejido conectivo, grasa, retina, tiroidea, glandular, suprarrenal,
pancreatica, de estdémago, intestino, rifidn, vejiga, colon, préstata, Gtero, ovario, cuello del Gtero, testiculo, bazo, piel,
musculo liso, musculo cardiaco o musculo estriado. En otra realizacién mas, el cancer incluye, pero sin limitacion,
astrocitoma, leucemia mieloide aguda, linfoma anaplasico de células grandes, leucemia linfoblastica aguda,
angiosarcoma, linfoma de linfocitos B, linfoma de Burkitt, carcinoma de mama, carcinoma de vejiga, carcinoma de
cabeza y cuello, carcinoma cervicouterino, leucemia linfoblastica crénica, leucemia mieloide crénica, carcinoma
colorrectal, carcinoma de endometrio, carcinoma de células escamosas esofagicas, sarcoma de Ewing, fibrosarcoma,
glioma, glioblastoma, gastrinoma, carcinoma gastrico, hepatoblastoma, carcinoma hepatocelular, sarcoma de Kaposi,
linfoma de Hodgkin, carcinoma de células escamosas de laringe, carcinoma de laringe, leucemia, leiomiosarcoma,
lipoma, liposarcoma, melanoma, linfoma de células del manto, meduloblastoma, mesotelioma, mixofibrosarcoma,
leucemia mieloide, linfoma de linfocitos B de tejido linfoide asociado a mucosas, mieloma multiple, sindrome
mielodisplasico de alto riesgo, carcinoma nasofaringeo, neuroblastoma, neurofibroma, linfoma no hodkiniano de alto
grado, linfoma no hodgkiniano, carcinoma de pulmén, carcinoma pulmonar no microcitico, carcinoma de ovario,
carcinoma de eso6fago, osteosarcoma, carcinoma pancreatico, feocromocitoma, carcinoma de préstata, carcinoma de
células renales, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, tumor de glandulas salivales, schwannoma, cancer de pulmén
microcitico, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, tumor testicular, carcinoma de tiroides, carcinoma
urotelial y tumor de Wilm.

Las composiciones y métodos que se divulgan en el presente documento también se usan para tratar NSCLC (cancer
de pulmoén no microcitico), neoplasias malignas pediatricas, tumores cervicouterinos y otros tumores causados o
promovidos por el virus del papiloma humano (HPV), melanoma, eséfago de Barrett (sindrome premaligno), canceres
suprarrenales y de piel y autoinmunitarios, enfermedades cutaneas neoplasicas.

Enfermedades infecciosas

Se proporciona un vector virico que comprende al menos un elemento genético codificado, para su uso en el
tratamiento de una enfermedad infecciosa, en donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN
pequefio que, cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresion de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en
donde el ARN pequefio tiene una longitud de 200 nucleétidos 0 menos y posee una funcién silenciadora o de
interferencia. El vector virico para su uso proporcionado en el presente documento puede usarse para tratar
enfermedades infecciosas. La expresion "enfermedad infecciosa" incluye cualquier enfermedad causada por un agente
infeccioso. Un "agente infeccioso” incluye cualquier patégeno exégeno incluyendo, sin limitacién, bacterias, hongos,
virus, micoplasmas y parasitos. Los agentes infecciosos que pueden tratarse con las composiciones proporcionadas
en esta divulgacion incluyen cualquier organismo infeccioso reconocido en la técnica que cause patogénesis en un
animal, incluyendo organismos tales como bacterias que son cocos o bacilos gramnegativos o0 grampositivos, virus de
ADN y ARN, incluyendo, pero sin limitacion, virus de ADN tales como virus del papiloma, parvovirus, adenovirus, virus
del herpes y virus vaccinia, y virus de ARN, tales como arenavirus, coronavirus, rinovirus, virus sincitiales respiratorios,
virus de la gripe, picomavirus, paramixovirus, reovirus, retrovirus y rabdovirus. Los ejemplos de hongos que pueden
tratarse con las composiciones y métodos de la divulgacién incluyen hongos que crecen como mohos o son similares
a levaduras, incluyendo, por ejemplo, hongos que causan enfermedades tales como tifia, histoplasmosis,
blastomicosis, aspergilosis, criptococosis, esporotricosis, coccidioidomicosis, paracoccidioidomicosis y candidiasis.
Las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento pueden usarse para tratar infecciones
parasitarias incluyendo, pero sin limitacién, infecciones causadas por tenias somaticas, esquistosomas, nematodos
tisulares, amebas y especies de Plasmodium, Trypanosoma, Leishmaniay Toxoplasma.

Métodos de activacion de linfocitos T GD

Se proporciona un vector virico que comprende al menos un elemento genético codificado, para su uso en el
tratamiento del cancer o una enfermedad infecciosa, en donde el al menos un elemento genético codificado comprende
un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresiéon de farnesil difosfato sintasa
(FDPS), en donde el ARN pequerio tiene una longitud de 200 nucleétidos o menos y posee una funcién silenciadora
o de interferencia. El vector virico para su uso sirve para su uso en la activacion de linfocitos T GD en un individuo,
asi como métodos para tratar tumores y enfermedades infecciosas. Por ejemplo, en las realizaciones, el vector virico
para su uso proporcionado en el presente documento se puede usar en métodos para tratar todos los canceres
conocidos porque los linfocitos T GD activados comprenden un mecanismo natural para la vigilancia inmunitaria de
los tumores (véase, por ejemplo: Pauza et al. 2014 Frontiers in Immunol. 5:687). De forma andaloga, en las
realizaciones, el vector virico para su uso proporcionado en el presente documento puede usarse para tratar
enfermedades infecciosas, incluyendo, pero sin limitacién, flavivirus, virus de la gripe, retrovirus humano,
micobacterias, plasmodios y una diversidad de otras infecciones viricas, fingicas y bacterianas. (Véase, por ejemplo:
Pauzay Cairo, 2015 Cell Immunol. 296(1).

En general, se administra un sistema vectorial a un individuo para transfectar o transducir una poblacion de células
diana con las construcciones divulgadas para disminuir la expresién de FDPS vy, en otras realizaciones, aumentar la
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expresion de quimiocinas o citocinas. La administracion y la transfeccion/transduccién pueden tener lugar in vivo o ex
vivo, administrandose posteriormente las células transfectadas de nuevo al sujeto en el Ultimo escenario.

La administracién de los vectores divulgados y la transfeccién o transduccion de las construcciones divulgadas en las
células de un sujeto dan como resultado una expresion disminuida de FDPS, una expresion aumentada de citocinas
0 quimiocinas, acumulacién de IPP y, en muchos casos, tasas de crecimiento reducidas para células tumorales
genéticamente modificadas. Todas estas caracteristicas trabajan juntas para activar y colocalizar los linfocitos T GD
en el lugar de un tumor o infeccién.

El vector virico para su uso proporcionado en el presente documento también puede aumentar la capacidad de los
linfocitos NK para reconocer y destruir células tumorales y/o células infectadas. La interferencia entre los linfocitos T
GD vy los linfocitos NK es un aspecto importante de la regulacion de las respuestas inmunitarias e inflamatorias.
Ademas, se sabe que los linfocitos T GD desencadenan la maduracién de las células dendriticas, reclutan linfocitos B
y macroéfagos y participan en una diversidad de actividades citoliticas, tales como la secrecion de interferon-y y TNF-
a.

En las realizaciones, el método para el cual se usa el vector virico proporcionado en el presente documento comprende
una forma de terapia génica para activar linfocitos T GD en el sitio de patologia tumoral o de enfermedad infecciosa.
En las realizaciones, el método para el cual se usa el vector virico proporcionado en el presente documento activa los
linfocitos T GD y apoya su proliferacion, diferenciacion y capacidades funcionales al promover la produccién de
citocinas especificas necesarias para la actividad citolitica capaz de matar células cancerosas o tratar enfermedades
infecciosas.

En las realizaciones, las secuencias de terapia génica (por ejemplo, ARNhc de FDPS) se transportan mediante
vectores terapéuticos, incluyendo, pero sin limitacién, vectores viricos tales como lentivirus o virus adenoasociados,
aunque también pueden ser adecuados otros vectores viricos. Las construcciones de terapia génica también pueden
administrarse en forma de ADN o ARN, incluyendo, pero sin limitacion, formas plasmidicas. En las realizaciones, las
construcciones de terapia génica divulgadas también pueden administrarse en forma de complejos de proteina-acido
nucleico o complejos de &cido nucleico de lipido y mezclas de estas formulaciones. Por ejemplo, un complejo de
proteina-acido nucleico puede comprender acidos nucleicos de interés en un complejo con péptidos catiénicos tales
como lisina y arginina. Los complejos de lipidos y acidos nucleicos pueden comprender emulsiones lipidicas, micelas,
liposomas y/o mezclas de lipidos neutros y catidénicos tales como DOTMA, DOSPA, DOTAP y DMRIE.

En las realizaciones, los vectores terapéuticos pueden comprender una Unica construccién o al menos dos, al menos
tres, al menos cuatro o al menos cinco construcciones diferentes. Cuando mas de una construccion esta presente en
un vector, las construcciones pueden ser idénticas o pueden ser diferentes. Por ejemplo, las construcciones pueden
variar en términos de sus promotores, la presencia 0 ausencia de elementos integrantes y/o sus secuencias. En
algunas realizaciones, un vector terapéutico comprendera al menos una construccién que codifica un ARN pequefio
capaz de atenuar la expresion de FDPS. En las realizaciones, el vector terapéutico también codificara una o mas
citocinas y/o quimiocinas especificas, incluyendo, pero sin limitacién, TNF-a, interferon-y, IL-1, IL-2, IL-15, IL-17, IL-18
o IL-12. En algunas realizaciones, una Unica construcciéon puede codificar tanto ARN pequefios capaces de atenuar la
expresion de FDPS como citocinas o quimiocinas especificas, incluyendo, pero sin limitacién, TNF-a, interferén-y, IL-
1, IL-2, IL-15, IL-17, IL-18 o IL-12.

En las realizaciones, los vectores viricos pueden introducir construcciones de acido nucleico que se integran en el
cromosoma del hospedador. Como alternativa, pueden usarse vectores de suministro transitorio para prevenir la
integracioén cromosomica y limitar la vida Gtil de las construcciones de terapia génica.

En las realizaciones, las construcciones y vectores divulgados comprenden ARN de regién de homologia corta
("ARNhc"), microARN ("miARN") o ARNip capaz de reducir o atenuar la expresion de genes de FDPS y/o geranil
pirofosfato sintasa ("GPPS") y/o farnesil transferasa ("FT"). Al reprimir estos genes, que controlan la sintesis de
esteroides e isoprenoides, se elevan los niveles de pirofosfato de isopentenilo ("IPP"). La elevaciéon y acumulacion de
IPP es un mecanismo conocido para aumentar la activacién de los linfocitos T GD. Ademas, la represion de estos
genes de pirofosfato sintasa elimina un importante regulador negativo de la funcién del inflamasoma que, a su vez, da
como resultado una mayor expresion de citocinas que son importantes para la activacion de los linfocitos T GD y la
funcion de las células efectoras.

En las realizaciones, las construcciones divulgadas estan reguladas por promotores especificos que son capaces de
producir interleucina-2 y/o interleucina-15 para mantener la proliferacién de linfocitos T GD. Ademas, las
construcciones divulgadas pueden estar reguladas por promotores especificos que son capaces de producir
interleucina-1 beta y/o interleucina-18 y/o interferén-gamma necesarios para la diferenciacién de linfocitos T GD y la
adquisicion de todas las funciones de las células efectoras. Las funciones de las células efectoras deseables incluyen
la capacidad de destruir células citotoxicas directas de tumores y/o células infectadas, la secrecion de citocinas y/o
quimiocinas beneficiosas, una mayor expresion de los receptores NK necesarios para reconocer células cancerosas
o infectadas y una mayor expresion de los receptores Fc necesarios para unirse a anticuerpos dirigidos para colocalizar
linfocitos T GD con dianas celulares cancerosas o infectadas.
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En las realizaciones, el método para el cual se usa el vector virico activa los linfocitos T GD, dando como resultado el
efecto indirecto de aumentar la capacidad de los linfocitos NK para atacar y destruir células cancerosas, tumores o
células infectadas. La activacion de los linfocitos NK requiere linfocitos T GD que sean estimulados para proliferar y
diferenciarse, y para expresar el ligando coestimulador 4-1BBL necesario para activar el receptor coestimulador 4-1BB
en los linfocitos NK. Esta forma de interferencia se conoce como un mecanismo importante para activar los linfocitos
NK'y se logra aqui mediante la accién de los métodos y composiciones divulgados.

En otro aspecto, la interaccién cruzada entre los linfocitos T GD y los linfocitos NK es un mecanismo importante para
eliminar las células dendriticas inflamatorias que se acumulan en los tejidos enfermos. Por si solos, ni los linfocitos T
GD ni los linfocitos NK son capaces de destruir las células dendriticas, pero una vez que se han producido las
interacciones cruzadas mencionadas anteriormente, los linfocitos NK se alteran para volverse citotoxicas contra las
células dendriticas inflamatorias. Este mecanismo inmunorregulador depende de una fuerte activacion y proliferacion
de linfocitos T GD.

En las realizaciones, el método para el cual se usa el vector virico puede comprender ademas una etapa de supresion
de respuestas inflamatorias patolégicas que pueden incluir proliferacién celular que conduce a aterosclerosis,
activacion inmunitaria crénica que estimula el crecimiento tumoral, enfermedades autoinmunitarias que incluyen
psoriasis y otras presentaciones en la epidermis, enfermedades inflamatorias del sistema nervioso central y artritis y
otras enfermedades de respuestas inmunitarias no reguladas.

En las realizaciones, los vectores terapéuticos se administran simultaneamente con farmacos de aminobisfosfonato
(ABP) para lograr la activacién sinérgica de los linfocitos T gamma delta. La sinergia puede permitir dosis alternativas,
modificadas o reducidas de ABP y puede disminuir las reacciones adversas al ABP, incluidas respuestas inflamatorias
agudas y enfermedades cronicas.

Construcciones para la activacion de linfocitos T GD

La inhibicién de FDPS da como resultado la acumulacion de IPP, lo que da como resultado la activacion de linfocitos
T Vd2+ GD y la expresion de IL-18, que también es importante en la activacion de linfocitos T GD. La inhibicién de la
farnesil transferasa da como resultado una disminucion de la prenilacién de proteinas. Las construcciones divulgadas
se pueden transfectar o transducir en células diana especificas, como células tumorales o células infectadas, donde
pueden expresar secuencias de ARN (es decir, ARNip, ARNhc o microARN) que inhibiran la traduccién de FDPS, asi
como codificaran y expresaran citocinas citotdxicas o quimiocinas.

En el presente documento se divulgan construcciones para disminuir la expresion de FDPS y/o FT, aumentar la
expresion de citocinas y aumentar la expresién de quimiocinas, incluyendo RANTES. Por ejemplo, en algunos
aspectos como se describe en el presente documento, las construcciones pueden codificar interferén-gamma, IL-1,
IL-2, IL-15, IL-17, IL-18 0 IL-12.

La expresion de citocinas y quimiocinas, como las enumeradas anteriormente, dara como resultado una destruccion
citotéxica localizada de células tumorales o células infectadas con organismos patdégenos. Por consiguiente, la
expresion de tales construcciones por una célula tumoral o una célula infectada dara como resultado que las células
no deseadas contribuyan a su propia destruccion.

De forma analoga, si las construcciones divulgadas se expresan en una célula tumoral o en una célula infectada, la
disminucién de la expresion de FDPS y FT dara como resultado la activacion y el reclutamiento de linfocitos T GD en
el lugar de tumor o en el sitio de la infeccién celular. El aumento de la expresion de RANTES atraera ain mas a los
linfocitos T GD a la ubicacion del tejido deseada. Debido a que los linfocitos T GD pueden destruir una amplia gama
de tumores de origen epitelial, asi como muchas leucemias y linfomas, y ademas son capaces de producir altos niveles
de la citocina antitumoral, IFNy, el reclutamiento de linfocitos T GD en el lugar de un tumor puede ser un medio
particularmente eficaz para inducir la inmunidad antitumoral.

La disminucion de la expresion de FDPS se puede lograr mediante ARNhc, microARN, ARNip u otros medios
conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar ARNhc de acuerdo con las SEQ ID NOs:1, 2, 3 0 4, o variantes
de las mismas, en las construcciones y métodos divulgados, aunque este ejemplo no es limitante. Las regiones
codificantes de ARN para disminuir la expresion de FDPS y FT y las regiones codificantes de citocinas y quimiocinas
pueden estar en la misma construccién o en construcciones diferentes.

El enfoque clasico para la produccion de polipéptidos recombinantes o moléculas reguladoras de genes que incluyen
ARN pequefio es el uso de construcciones de expresion estables. Estas construcciones se basan en la integracion
cromosomica de un plasmido de expresion transducido (o al menos una porcién del mismo) en el genoma de la célula
hospedadora, la transfeccién de plasmido de corta duracion o vectores viricos no integrantes también con semivida
limitada. Los sitios de integracion genética son generalmente aleatorios y el niUmero y la relacién de genes que se
integran en cualquier sitio particular son a menudo impredecibles; asimismo, los plasmidos no integrantes o los
vectores viricos también generan ADN nuclear, pero estas especies suelen carecer de las secuencias necesarias para
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la replicacion y el mantenimiento continuo del ADN. Por lo tanto, las construcciones que dependen de la integracion
cromosomica dan como resultado un mantenimiento permanente del gen recombinante que puede exceder el intervalo
terapéutico.

Una alternativa a las construcciones de expresion estables para la expresién génica son las construcciones de
expresion transitoria. La expresion de esta uUltima construccion de expresion génica se basa en plasmidos no
integrados y, por lo tanto, la expresién tipicamente se pierde a medida que la célula se divide o los vectores plasmidicos
son destruidos por nucleasas endogenas.

Las construcciones divulgadas son preferentemente construcciones episdmicas que se expresan de manera
transitoria. Las construcciones episémicas se degradan o se diluyen con el tiempo de manera que no realizan cambios
permanentes en el genoma de un sujeto ni se incorporan al cromosoma de una célula diana. El proceso de replicacion
episdémico tipicamente incorpora tanto maquinaria de replicacion de la célula hospedadora como factores viricos de
accion trans.

Evitar la integracion cromosémica reduce ciertas barreras para el suministro de genes in vivo. Sin embargo, incluso
las construcciones con integracién defectuosa pueden tener una frecuencia de integracién de fondo, y cualquier
molécula de ADN puede encontrar homologias raras para recombinarse con secuencias del hospedador; pero estas
tasas de integraciéon son excepcionalmente raras y generalmente no son clinicamente significativas.

Por lo tanto, en algunos aspectos como se divulga en el presente documento, los vectores divulgados soportan el
suministro de genes activos y/o ARN pequefio durante un periodo de aproximadamente 1, aproximadamente 2,
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7,
aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11 o aproximadamente
12 semanas. En algunos aspectos como se divulga en el presente documento, los vectores divulgados soportan el
suministro de genes activos y/o ARN pequefio durante un periodo de aproximadamente 1 mes, 2 meses, 3 meses,
4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 12 meses 0 mas. También se puede
usar cualquier combinacion de estos periodos de tiempo en los métodos como se divulga en el presente documento,
por ejemplo, 1 mes y 1 semana, 0 3 meses y 2 semanas.

Sin embargo, en algunos aspectos como se divulga en el presente documento, las construcciones comprenden
elementos integrantes que dependen de un gen de integrasa retrovirica, de manera que la construccién se integra en
el cromosoma del sujeto. La retrotransposicion y la transposicion son ejemplos adicionales de mecanismos mediante
los cuales los elementos genéticos moéviles se integran o se insertan en el cromosoma. Los plasmidos pueden
integrarse en el cromosoma mediante recombinacion, y las tecnologias de edicion génica, incluyendo CRISPR vy
TALEN, utilizan secuencias de ARN guia y alteran los locus cromosémicos mediante mecanismos de conversion
génica.

Las construcciones pueden comprender promotores especificos para expresar citocinas implicadas en el
mantenimiento de linfocitos T GD (es decir, IL-2, IL-7, IL-17 e IL-15). Por ejemplo, los promotores que pueden
incorporarse en las construcciones divulgadas incluyen, pero sin limitacién, promotores de caja TATA, promotores de
caja CpG, promotores de caja CCAAT, promotores de caja TTGACA, promotores de caja BRE, promotores de caja
INR, promotores basados en AT, promotores basados en CG, promotores compactos ATCG, promotores equilibrados
con ATCG, promotores intermedios ATCG, promotores sin ATCG, promotores sin AT, promotores sin CG, promotores
con picos AT y promotores con picos CG. Véase Gagniuc y lonescu-Tirgoviste, Eukaryotic genomes may exhibit up to
10 generic classes of gene promoters, BMC GENOMICS 13:512 (2012).

Vectores terapéuticos

Las construcciones se pueden suministrar a través de vectores de transfeccion y/o transduccion conocidos,
incluyendo, pero sin limitacion, vectores lentiviricos, virus adenoasociados, poxvirus, vectores de herpesvirus,
complejos proteicos y/o lipidicos, liposomas, micelas y similares.

Los vectores viricos pueden dirigirse preferentemente a tipos de células que son Utiles para los métodos divulgados
(es decir, células tumorales o células mieloides). Los vectores viricos pueden usarse para transducir genes en células
diana debido a interacciones especificas entre la envoltura del virus y receptores de la célula hospedadora y a
mecanismos viricos para la expresion génica. Como resultado, los vectores viricos se han usado como vehiculos para
la transferencia de genes a muchos tipos de células diferentes, incluidos embriones completos, huevos fertilizados,
muestras de tejido aisladas, dianas tisulares in situ, y lineas celulares cultivadas. La capacidad de introducir y expresar
genes extrafios en una célula es util para el estudio de la expresién génica y para esclarecer linajes celulares, ademas
de proporcionar la posibilidad de realizar intervenciones terapéuticas tales como terapia génica, reprogramaciéon de
células somaticas de células madre pluripotentes inducidas y varios tipos de inmunoterapia. En los vectores divulgados
pueden usarse componentes viricos de virus como Papovaviridae (por ejemplo, virus del papiloma bovino o BPV) o
Herpesviridae (por ejemplo, virus de Epstein Barr o EBV) 0 Hepadnaviridae (por ejemplo, virus de la hepatitis B o HBV)
o vectores de la viruela, incluyendo la variolovacuna.
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Los vectores lentiviricos son un tipo de vector preferido para las composiciones y los métodos divulgados, aunque la
divulgacion no se limita especificamente a los vectores lentiviricos. Lentivirus es un género de virus que puede
suministrar una cantidad significativa de acido nucleico virico en una célula hospedadora. Los lentivirus se caracterizan
por tener una capacidad Unica para infectar/transducir células que no se dividen y, después de la transduccién, los
lentivirus integran su acido nucleico en los cromosomas de la célula hospedadora.

Los lentivirus infecciosos tienen tres genes principales que codifican las proteinas de virulencia gag, poly env, y dos
genes reguladores incluyendo taty rev. Dependiendo del serotipo y virus especificos, puede haber genes accesorios
adicionales que codifiquen proteinas implicadas en la regulacién, sintesis y/o procesamiento de acidos nucleicos
viricos y otras funciones replicativas.

Ademas, los lentivirus contienen regiones de repeticién terminal larga (LTR), que pueden tener aproximadamente
600 nt de longitud. Las LTR se pueden segmentar en regiones U3, Ry U5. Las LTR pueden mediar en la integracién
del ADN retrovirico en el cromosoma hospedador a través de la accion de la integrasa. Como alternativa, sin integrasa
funcional, las LTR pueden usarse para circularizar el acido nucleico virico.

Las proteinas viricas implicadas en las primeras fases de la replicacion de lentivirus incluyen la transcriptasa inversa
y la integrasa. La transcriptasa inversa es la ADN polimerasa dependiente de ARN codificada viricamente. La enzima
usa como molde el genoma de ARN virico para la sintesis de una copia de ADN complementario. La transcriptasa
inversa también tiene actividad RNasaH (ribonucleasa H) para la destruccion del molde de ARN. La integrasa se une
tanto al ADNc virico generado por la transcriptasa inversa como al ADN del hospedador. La integrasa procesa la LTR
antes de insertar el genoma virico en el ADN del hospedador. Tat actia como un transactivador durante la transcripcion
para potenciar la iniciacion y elongacién. El elemento de respuesta rev actia postranscripcionalmente, regulando el
corte y empalme del ARNm y el transporte al citoplasma.

Los vectores viricos, en general, comprenden glucoproteinas y las diversas glucoproteinas pueden proporcionar
afinidades especificas. Por ejemplo, los péptidos VSVG pueden aumentar la transfeccion en células mieloides. Como
alternativa, los vectores viricos también pueden tener fracciones de direccionamiento, tales como anticuerpos, unidos
a sus péptidos armazoén. Los anticuerpos dirigidos pueden ser especificos de antigenos que se sobreexpresan en un
tumor, por ejemplo, como HER-2, PSA, CEA, M2-PK y CA19-9.

En la técnica también se conocen otras especificidades de vectores viricos y pueden usarse para dirigirse a
poblaciones particulares de células. Por ejemplo, los vectores de poxvirus se dirigen a macréfagos y células
dendriticas.

Sistema de vector lentivirico

Un virién (particula) lentivirico se expresa mediante un sistema vectorial que codifica las proteinas viricas necesarias
para producir un virién (particula virica). Existe al menos un vector que contiene una secuencia de acido nucleico que
codifica las proteinas pol lentiviricas necesarias para la transcripcion inversa y la integracién, unido operativamente a
un promotor. En otro aspecto, las proteinas pol se expresan mediante multiples vectores. También existe un vector
que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica las proteinas gag lentiviricas necesarias para formar una
capside virica unida operativamente a un promotor. En un aspecto, esta secuencia de acido nucleico de gag esta en
un vector distinto al de al menos parte de la secuencia de acido nucleico de pol. En otro aspecto, el acido nucleico de
gag esta en un vector distinto de todas las secuencias de acido nucleico de pol que codifican proteinas pol.

Se pueden realizar numerosas modificaciones en los vectores, que se usan para crear las particulas para minimizar
ademas la posibilidad de obtener retromutantes de tipo natural. Estas incluyen, pero sin limitacion, deleciones de la
region U3 de la LTR, deleciones tat y deleciones de matriz (MA).

El vector o los vectores gag, pol y env, no contienen nucleétidos del genoma lentivirico que empaqueten el ARN
lentivirico, lo que se denomina secuencia de empaguetamiento lentivirico.

Preferentemente, el vector o los vectores que forman la particula no contienen una secuencia de acido nucleico del
genoma lentivirico que exprese una proteina de envoltura. Preferentemente, se usa un vector distinto que contiene
una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de envoltura unida operativamente a un promotor. Este
vector env tampoco contiene una secuencia de empaquetamiento lentivirico. En un aspecto, la secuencia de acido
nucleico de env codifica una proteina de envoltura lentivirica.

En otro aspecto, la proteina de envoltura no es del lentivirus, si no de un virus diferente. La particula resultante se
denomina particula seudotipificada. A través de una seleccidon adecuada de envolturas, se puede "infectar"
practicamente cualquier célula. Por ejemplo, se puede usar un gen env que codifique una proteina de envoltura que
se dirija a un compartimento endocitico tal como el del virus de la gripe, VSV-G, alfavirus (virus del bosque Semliki,
virus Sindbis), arenavirus (virus de la coriomeningitis linfocitica), flavivirus (virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas, virus del dengue, virus de la hepatitis C, virus GB), rabdovirus (virus de la estomatitis vesicular, virus de la
rabia), paramixovirus (parotiditis 0 sarampion) y ortomixovirus (virus de la gripe). Otras envolturas que se pueden usar,

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2965 357 T3

incluyen preferentemente las del virus de la leucemia de Moloney tales como MLV-E, MLV-A y GALV. Estas (ltimas
envolturas son particularmente preferidas cuando la célula hospedadora es una célula primaria. Dependiendo de la
célula hospedadora deseada, pueden seleccionarse otras proteinas de envoltura. Por ejemplo, para el suministro al
cerebro se puede utilizar el direccionamiento de receptores especificos, tal como un receptor de dopamina. Otra diana
puede ser el endotelio vascular. Estas células pueden dirigirse usando una envoltura de filovirus. Por ejemplo, la GP
del Ebola, que por modificacién postranscripcional se convierte en las glucoproteinas GP y GP2. En otro aspecto, se
pueden usar diferentes capsides lentiviricas con una envoltura seudotipificada (por ejemplo, FIV o SHIV [patente de
EE.UU. n.2 5.654.195]). Un vector seudotipificado del SHIV (virus de la inmunodeficiencia en simios) puede usarse
facilmente en modelos animales tales como monos.

Como se detalla en el presente documento, un sistema de vector lentivirico tipicamente incluye al menos un plasmido
auxiliar que comprende al menos uno de un gen gag, pol o rev. Cada uno de los genes gag, pol y rev pueden
proporcionarse en plasmidos individuales, o pueden proporcionarse uno 0 mas genes juntos en el mismo plasmido.
En un aspecto, los genes gag, pol y rev se proporcionan en el mismo plasmido (por ejemplo, figura 2). En otro aspecto,
los genes gag y pol se proporcionan en un primer plasmido y el gen rev se proporciona en un segundo plasmido (por
ejemplo, figura 3). Por consiguiente, para producir un lentivirus como se describe en el apartado de Ejemplos y en
otras partes del presente documento, se pueden usar sistemas de 3 y 4 vectores. El vector terapéutico, el plasmido
de envoltura y al menos un plasmido auxiliar, se transfectan en una linea celular de empaquetamiento. Un ejemplo no
limitante de una linea celular de empaquetamiento es la linea celular HEK 293T/17. Cuando el vector terapéutico, el
plasmido de envoltura y al menos un plasmido auxiliar, se transfectan en la linea celular de empaguetamiento,
finalmente se produce una particula lentivirica.

En otro aspecto, se divulga un sistema de vector lentivirico para expresar una particula lentivirica. El sistema incluye
un vector lentivirico como se describe en el presente documento; un plasmido de envoltura para expresar una proteina
de envoltura optimizada para infectar una célula; y al menos un plasmido auxiliar para expresar genes gag, pol y rev,
en donde, cuando el vector lentivirico, el plasmido de envoltura y el al menos un plasmido auxiliar se transfectan en
una linea celular de empaquetamiento, la linea celular de empaquetamiento produce una particula lentivirica, en donde
la particula lentivirica es capaz de inhibir la produccién del receptor de quimiocina CCRS5 o dirigirse a una secuencia
de ARN del HIV.

En otro aspecto, y como se detalla en la figura 2, el vector lentivirico, al que también se hace referencia en el presente
documento como vector terapéutico, puede incluir los siguientes elementos: repeticion terminal larga hibrida en el
extremo 5' (RSV/5' LTR) (las SEQ ID NO: 11-12), secuencia psi (lugar de empaquetamiento de ARN) (SEQ ID NO:
13), RRE (elemento de respuesta a Rev) (SEQ ID NO: 14), cPPT (tramo de polipurina) (SEQ ID NO: 15), promotor H1
(SEQ ID NO: 16), ARNhc de FDPS (SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4), elemento regulador postranscripcional de marmota
(WPRE, por sus siglas al inglés) (SEQ ID NO: 17) y 3' Delta LTR (SEQ ID NO: 18). En otro aspecto, se puede usar
variacion de secuencias, a modo de sustitucion, delecién, adicion o mutacién, para modificar las secuencias a las que
se hace referencia en el presente documento.

En otro aspecto, y como se detalla en el presente documento, se ha disefiado un plasmido auxiliar que incluye los
siguientes elementos: promotor CAG (SEQ ID NO: 19); componente gag del HIV (SEQ ID NO: 20); componente pol
del HIV (SEQ ID NO: 21); Int del HIV (SEQ ID NO: 22); RRE del HIV (SEQ ID NO: 23); y Rev del HIV (SEQ ID NO:
24). En otro aspecto, el plasmido auxiliar puede modificarse para que incluya un primer plasmido auxiliar para que
exprese los genes gag y pol, y un segundo plasmido distinto para que exprese el gen rev. En otro aspecto, se puede
usar variacion de secuencias, a modo de sustitucion, delecién, adicion o mutacion, para modificar las secuencias a las
que se hace referencia en el presente documento.

En otro aspecto, y como se detalla en el presente documento, se ha disefiado un plasmido de envoltura para que
incluya los siguientes elementos de izquierda a derecha: promotor de ARN polimerasa Il (CMV) (SEQ ID NO: 25) y
glucoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) (SEQ ID NO: 26). En otro aspecto, se puede usar
variacion de secuencias, a modo de sustitucion, delecién, adicion o mutacién, para modificar las secuencias a las que
se hace referencia en el presente documento.

En otro aspecto, los plasmidos usados para el empaquetamiento lentivirico pueden modificarse con elementos
similares y las secuencias intrénicas podrian eliminarse posiblemente sin pérdida de la funcién del vector. Por ejemplo,
los siguientes elementos pueden reemplazar elementos similares en los plasmidos que comprenden el sistema de
empaquetamiento: los promotores del factor de elongacién 1 (EF-1), de la fosfoglicerato cinasa (PGK) y de la ubiquitina
C (UbC), pueden reemplazarse por el promotor del CMV o de CAG. La poli A del SV40 Ay la poli A de la bGH pueden
reemplazar a la poli A de la beta globina de conejo. Las secuencias del HIV (virus de la inmunodeficiencia humanay)
en el plasmido auxiliar, pueden construirse a partir de diferentes cepas o clados del HIV. La glucoproteina de VSV-G
se puede sustituir con glucoproteinas de membrana del virus endégeno felino (RD114), virus de la leucemia del simio
gibon (GALV), la rabia (FUG), virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV), el virus de la peste aviar de la gripe A
(FPV), alfavirus del rio Ross (RRV), virus de la leucemia murina 10A1 (MLV) o virus del Ebola (EboV).

Cabe destacar que los sistemas de empaquetamiento lentivirico se pueden adquirir en el comercio (por ejemplo, el kit
de empaquetamiento Lenti-vpak de OriGene Technologies, Inc., Rockville, MD), y también pueden disefiarse como se
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describe en el presente documento. Ademas, esta dentro de la habilidad de un experto en la técnica sustituir o
modificar aspectos de un sistema de empaquetamiento lentivirico para mejorar cualquier nimero de factores
relevantes, incluyendo la eficacia de produccién de una particula lentivirica.

Dosis y formas farmacéuticas

Los vectores divulgados permiten la expresion a corto, medio o largo plazo de genes o secuencias de interés y el
mantenimiento episémico de los vectores divulgados. Por consiguiente, las pautas posolégicas pueden variar segun
la afeccion que se esté tratando y el método de administracion.

En una realizacién, el vector de la invencion puede administrarse a un sujeto que lo necesite en dosis variables.
Especificamente, a un sujeto se le pueden administrar aproximadamente =10 dosis infecciosas (donde como
promedio se necesita 1 dosis para transducir 1 célula diana). Mas especificamente, a un sujeto se le pueden
administrar aproximadamente 2107, aproximadamente 2108, aproximadamente 210° o aproximadamente =100 dosis
infecciosas, o cualquier cantidad de dosis entre estos valores. Los limites superiores de la dosificacion del vector de
transduccion se determinaran para cada indicacion de enfermedad y dependeran de los perfiles de toxicidad/seguridad
de cada producto individual o lote de producto.

Adicionalmente, el vector de la invencion puede administrarse periédicamente, tal como una o dos veces al dia, o
cualquier otro periodo de tiempo adecuado. Por ejemplo, los vectores pueden administrarse a un sujeto que lo necesite
unavez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez al mes, cada dos meses, cada
tres meses, cada seis meses, cada nueve meses, una vez al afio, cada dieciocho meses, cada dos afios, cada treinta
meses o cada tres afios.

En una realizacion, el vector de la invencién puede administrarse como una composicion farmacéutica. En algunas
realizaciones, la composicién farmacéutica que comprende los vectores divulgados se puede formular en una amplia
diversidad de formas farmacéuticas, incluyendo, pero sin limitacion, formas farmacéuticas nasales, pulmonares,
orales, topicas o parenterales para aplicacion clinica. Cada una de las formas farmacéuticas puede comprender
diversos agentes solubilizantes, agentes disgregantes, tensioactivos, cargas, espesantes, aglutinantes, diluyentes,
tales como agentes humectantes u otros excipientes farmacéuticamente aceptables. La composicion farmacéutica que
comprende un vector también puede formularse para inyeccion, insuflacion, infusién o exposicién intradérmica. Por
ejemplo, una formulaciéon inyectable puede comprender los vectores divulgados en una solucién acuosa o0 no acuosa
a un pH y una tonicidad adecuados.

El vector de la invencién puede administrarse a un sujeto mediante inyeccion directa en un sitio de tumor o en un sitio
de infeccion. En algunas realizaciones, el vector de la invencion se puede administrar sistémicamente. En algunas
realizaciones, el vector de la invencion se puede administrar canulacion guiada a tejidos que rodean inmediatamente
los lugares donde esta el tumor o la infeccién.

El vector de la invencién se puede administrar usando cualquier método farmacéuticamente aceptable, tal como
intranasal, bucal, sublingual, oral, rectal, ocular, parenteral (por via intravenosa, por via intradérmica, por via
intramuscular, por via subcutanea o por via intraperitoneal), pulmonar, intravaginal, administrado localmente,
administrado topicamente, administrado topicamente después de la escarificacién, administrado por via mucosa, a
través de un aerosol, en medios semisélidos tales como agarosa o gelatina, o mediante una formulaciéon de aerosol
bucal o nasal.

Ademas, el vector de la invencion se puede formular en cualquier forma farmacéutica farmacéuticamente aceptable,
tal como una forma farmacéutica sélida, comprimido, pildora, pastilla para chupar, capsula, dispersién liquida, gel,
aerosol, aerosol pulmonar, aerosol nasal, ungiiento, crema, forma farmacéutica semisélida, una solucion, una
emulsién y una suspension. Ademas, la composiciéon puede ser una formulacién de liberacion controlada, formulacién
de liberacion sostenida, formulacién de liberacion inmediata, o cualquier combinacién de las mismas. Ademas, la
composicién puede ser un sistema de suministro transdérmico.

En algunos aspectos, la composicién farmacéutica que comprende un vector se puede formular en una forma
farmacéutica sélida para administracion oral, y la forma farmacéutica sélida puede ser polvos, granulos, capsulas,
comprimidos o pildoras. En algunos aspectos, la forma farmacéutica sélida puede incluir uno o mas excipientes tales
como carbonato de calcio, almidén, sacarosa, lactosa, celulosa microcristalina o gelatina. Ademas, la forma
farmacéutica solida puede incluir, ademas de los excipientes, un lubricante tal como talco o estearato de magnesio.
En algunos aspectos, la forma farmacéutica oral puede ser una forma de liberacién inmediata o de liberacion
modificada. Las formas farmacéuticas de liberacidon modificada incluyen liberacién controlada o lenta, liberacién
entérica, y similares. Los excipientes usados en las formas farmacéuticas de liberacién modificada son habitualmente
conocidos por un experto en la técnica.

En un aspecto adicional, la composicion farmacéutica que comprende un vector se puede formular como una forma

farmacéutica sublingual o bucal. Dichas formas farmacéuticas comprenden comprimidos sublinguales o
composiciones en solucién que se administran debajo de la lengua y comprimidos bucales que se colocan entre la
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mejilla y la encia.

En algunos aspectos, la composiciéon farmacéutica que comprende un vector se puede formular como una forma
farmacéutica nasal. Dichas formas farmacéuticas de la presente invencion comprenden composiciones de solucién,
suspension y gel para suministro nasal.

En algunos aspectos, la composicién farmacéutica que comprende un vector se puede formular en una forma
farmacéutica liquida para administracion oral, tal como suspensiones, emulsiones o jarabes. En algunos aspectos, la
forma farmacéutica liquida puede incluir, ademas de los diluyentes sencillos habitualmente usados, tales como agua
y parafina liquida, diversos excipientes tales como humectantes, edulcorantes, sustancias aromaticas o conservantes.
En aspectos particulares, la composicién que comprende vectores se puede formular para que sea adecuada para la
administracion a un paciente pediatrico.

En algun aspecto, la composicion farmacéutica se puede formular en una forma farmacéutica para administracion
parenteral, tal como soluciones acuosas estériles, suspensiones, emulsiones, soluciones no acuosas 0 supositorios.
En algunos aspectos, las soluciones o suspensiones pueden incluir propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales
tales como aceite de oliva y ésteres inyectables tales como oleato de etilo.

La dosificacion de la composicion farmacéutica puede variar dependiendo del peso del paciente, la edad, el género,
el tiempo y modo de administracion, la tasa de excrecién y la gravedad de la enfermedad.

En algunos aspectos, el tratamiento del cancer se realiza mediante inyeccion directa guiada en los tumores de las
construcciones vectoriales divulgadas, usando una aguja o una canulacion intravascular. En algunos aspectos, los
vectores divulgados se administran en el liquido cefalorraquideo, la sangre o la circulacién linfatica mediante
canulacién o inyeccién venosa o arterial, suministro intradérmico, suministro intramuscular o inyeccién en un 6rgano
de drenaje cerca del lugar de la enfermedad.

Ejemplos
Ejemplo 1: Desarrollo de un sistema vectorial lentivirico

Se desarrollé un sistema vectorial lentivirico como se resume en la figura 4 (forma circularizada). Se produjeron
particulas lentiviricas en células HEK 293T/17 (adquiridas en la American Type Culture Collection, Coleccion
Americana de Cultivos Tipo, Manassas, VA) después de la transfeccién con el vector terapéutico, el plasmido de
envoltura y el plasmido auxiliar. En la transfeccion de las células HEK 293T/17, a través de la cual se produjeron
particulas viricas funcionales, se empleé el reactivo poli(etilenimina) (PEI) con objeto de aumentar la eficacia de la
captacion de ADN plasmidico. Los plasmidos y el ADN se afiadieron inicialmente por separado en medio de cultivo
sin suero a una relacion de 3:1 (relacion en masa de PEI con respeto a ADN). Después de 2-3 dias, el medio celular
se recogi6 y las particulas lentiviricas se purificaron mediante centrifugacién y/o filtracién a alta velocidad seguido de
cromatografia de intercambio aniénico. La concentracion de las particulas lentiviricas se puede expresar en términos
de unidades transductoras/ml (UT/ml). La determinacién de las UT se realizé midiendo los niveles de p24 del HIV en
liquidos de cultivo (la proteina p24 se incorpora en las particulas lentiviricas), midiendo el nimero de copias de ADN
virico por célula mediante PCR cuantitativa, o infectando las células y usando luz (en el caso de que los vectores
codifiquen marcadores de luciferasa o proteinas fluorescentes).

Como se ha mencionado anteriormente, para la produccién de las particulas lentiviricas, se disefié un sistema de 3
vectores (es decir, un sistema de empaquetamiento lentivirico de 2 vectores). En la figura 2 se muestra un esquema
del sistema de 3 vectores. Resumiendo, y con referencia a la figura 2, el vector de la parte mas superior es un plasmido
auxiliar, que, en este caso, incluye Rev. El vector que aparece en la parte central de la figura 2 es el plasmido de
envoltura. El vector de la parte mas inferior es el vector terapéutico, como se describe en el presente documento.

Haciendo referencia mas especificamente a la figura 2, el plasmido auxiliar mas Rev incluye un potenciador de CAG
(SEQ ID NO: 27); un promotor de CAG (SEQ ID NO: 19); un intron de beta actina de pollo (SEQ ID NO: 28); un gag
del HIV (SEQ ID NO: 20); un Pol del HIV (SEQ ID NO: 21); un Int del HIV (SEQ ID NO: 22); un RRE del HIV (SEQ ID
NO: 23); un Rev del HIV (SEQ ID NO: 24); y una poli A de beta globina de conejo (SEQ ID NO: 29).

El plasmido de envoltura incluye un promotor del CMV (SEQ ID NO: 25); un intrén de beta globina (SEQ ID NO: 30);
una VSV-G (SEQ ID NO: 28); y una poli A de beta globina de conejo (SEQ ID NO: 31).

Sintesis de un sistema de empaquetamiento lentivirico de 2 vectores que incluye plasmidos auxiliares (mas Rev) y de
envoltura.

Materiales y métodos:
Construccion del plasmido auxiliar: El plasmido auxiliar se construyé mediante amplificacion por PCR inicial de un

fragmento de ADN del plasmido pNL4-3 del HIV (NIH Aids Reagent Program) que contenia los genes Gag, Pol e

19



ES 2965 357 T3

Integrasa. Se disefiaron cebadores para amplificar el fragmento con sitios de restriccion EcoRI y Notl que pudieran
usarse para insertar en los mismos sitios en el plasmido pCDNAS3 (Invitrogen). El cebador directo era (5'-
TAAGCAGAATTC ATGAATTTGCCAGGAAGAT-3) (SEQ ID NO: 32) y el cebador inverso era (5'-
CCATACAATGAATGGACACTAGGCGGCCGCACGAAT-3") (SEQ ID NO: 33).

La secuencia para el fragmento Gag, Pol, Integrasa fue la siguiente:

GAATTCATGAATTTGCCAGGAAGATGGAAACCAAAAATGATAGGGGGAATTGGA
GGTTTTATCAAAGTAAGACAGTATGATCAGATACTCATAGAAATCTGCGGACATA
AAGCTATAGGTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTCAACATAATTGGAAGAA
ATCTGTTGACTCAGATTGGCTGCACTTTAAATTTTCCCATTAGTCCTATTGAGACT
GTACCAGTAAAATTAAAGCCAGGAATGGATGGCCCAAAAGTTAAACAATGGCCA
TTGACAGAAGAAAAAATAAAAGCATTAGTAGAAATTTGTACAGAAATGGAAAAG
GAAGGAAAAATTTCAAAAATTGGGCCTGAAAATCCATACAATACTCCAGTATTT
GCCATAAAGAAAAAAGACAGTACTAAATGGAGAAAATTAGTAGATTTCAGAGAA
CITAATAAGAGAACTCAAGATTTCTGGGAAGTTCAATTAGGAATACCACATCCTG
CAGGGTTAAAACAGAAAAAATCAGTAACAGTACTGGATGTGGGCGATGCATATT
TTTCAGTTCCCTTAGATAAAGACTTCAGGAAGTATACTGCATTITACCATACCTAG
TATAAACAATGAGACACCAGGGATTAGATATCAGTACAATGTGCTTCCACAGGG
ATGGAAAGGATCACCAGCAATATTCCAGTGTAGCATGACAAAAATCTTAGAGCC
TTTTAGAAAACAAAATCCAGACATAGTCATCTATCAATACATGGATGATTTGTAT
GTAGGATCTGACTTAGAAATAGGGCAGCATAGAACAAAAATAGAGGAACTGAG
ACAACATCTGTTGAGGTGGGGATTTACCACACCAGACAAAAAACATCAGAAAGA
ACCTCCATTCCTTTGGATGGGTTATGAACTCCATCCTGATAAATGGACAGTACAG
CCTATAGTGCTGCCAGAAAAGGACAGCTGGACTGTCAATGACATACAGAAATTA
GTGGGAAAATTGAATTGGGCAAGTCAGATTTATGCAGGGATTAAAGTAAGGCAA
TTATGTAAACTTCTTAGGGGAACCAAAGCACTAACAGAAGTAGTACCACTAACA
GAAGAAGCAGAGCTAGAACTGGCAGAAAACAGGGAGATTCTAAAAGAACCGGT
ACATGGAGTGTATTATGACCCATCAAAAGACTTAATAGCAGAAATACAGAAGCA
GGGGCAAGGCCAATGGACATATCAAATTTATCAAGAGCCATTTAAAAATCTGAA
AACAGGAAAGTATGCAAGAATGAAGGGTGCCCACACTAATGATGTGAAACAATT
AACAGAGGCAGTACAAAAAATAGCCACAGAAAGCATAGTAATATGGGGAAAGA
CTCCTAAATTTAAATTACCCATACAAAAGGAAACATGGGAAGCATGGTGGACAG
AGTATTGGCAAGCCACCTGGATTCCTGAGTGGGAGTTTGTCAATACCCCTCCCTT
AGTGAAGTTATGGTACCAGTTAGAGAAAGAACCCATAATAGGAGCAGAAACTTT
CTATGTAGATGGGGCAGCCAATAGGGAAACTAAATTAGGAAAAGCAGGATATGT
AACTGACAGAGGAAGACAAAAAGTTGTCCCCCTAACGGACACAACAAATCAGAA
GACTGAGTTACAAGCAATTCATCTAGCTTTGCAGGATTCGGGATTAGAAGTAAAC
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ATAGTGACAGACTCACAATATGCATTGGGAATCATTCAAGCACAACCAGATAAG
AGTGAATCAGAGTTAGTCAGTCAAATAATAGAGCAGTTAATAAAAAAGGAAAAA
GTCTACCTGGCATGGGTACCAGCACACAAAGGAATTGGAGGAAATGAACAAGTA
GATAAATTGGTCAGTGCTGGAATCAGGAAAGTACTATTTTTAGATGGAATAGATA
AGGCCCAAGAAGAACATGAGAAATATCACAGTAATTGGAGAGCAATGGCTAGTG
ATTTTAACCTACCACCTGTAGTAGCAAAAGAAATAGTAGCCAGCTGTGATAAATG
TCAGCTAAAAGGGGAAGCCATGCATGGACAAGTAGACTGTAGCCCAGGAATATG
GCAGCTAGATTGTACACATTITAGAAGGAAAAGTTATCTTGGTAGCAGTTCATGTA
GCCAGTGGATATATAGAAGCAGAAGTAATTCCAGCAGAGACAGGGCAAGAAAC

AGCATACTTCCTCTTAAAATTAGCAGGAAGATGGCCAGTAAAAACAGTACATAC

AGACAATGGCAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGCCGCCTGTTGGTGGGC

GGGGATCAAGCAGGAATTTGGCATTCCCTACAATCCCCAAAGTCAAGGAGTAAT

AGAATCTATGAATAAAGAATTAAAGAAAATTATAGGACAGGTAAGAGATCAGGC
TGAACATCTTAAGACAGCAGTACAAATGGCAGTATTCATCCACAATTTTAAAAGA
AAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGC
AACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTT
TCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCAGTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCT
CCTCTGGAAAGGTGAAGGGGCAGTAGTAATACAAGATAATAGTGACATAAAAGT
AGTGCCAAGAAGAAAAGCAAAGATCATCAGGGATTATGGAAAACAGATGGCAG
GTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAA (SEQ ID NO: 34)

A continuacion, un fragmento de ADN que contenia la secuencia de poli A de beta globina de conejo Rev, RRE con
sitios de restriccion flanqueantes Xbal y Xmal se sintetiz6 por MWG Operon. A continuacion, el fragmento de ADN se
5 insert6 en el plasmido en los sitios de restriccion Xbal y Xmal. La secuencia de ADN era la siguiente:

TCTAGAATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGT
CAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCCGAGGGGACC
CGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAGACAGAT
CCATTCGATTAGTGAACGGATCCTTGGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCT
GTGCCICTTCAGCTACCACCGCTTGAGAGACTTACTCTTGATTGTAACGAGGATT
GTGGAACTTCTGGGACGCAGGGGGTGGGAAGCCCTCAAATATTGGTGGAATCTC
CTACAATATTGGAGTCAGGAGCTAAAGAATAGAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCT
TGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGG
CCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTAT
TGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCA
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GGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTAGATCT

TTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACT

TCTGGCTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTG
TCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGA

GTATTTGGTTTAGAGTTTGGCAACATATGCCATATGCTGGCTGCCATGAACAAAG
GTGGCTATAAAGAGGTCATCAGTATATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTA
TTCCATAGAAAAGCCTTGACTTGAGGTTAGATTTTTTITATATTTTGTTTITGTGTT

ATTTTTTTCTTTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACATGTTTTACTAGCCAGATTTTT
CCTCCTCTCCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTCTCTTATGAAGATCCC
TCGACCTGCAGCCCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAA
ATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAA
AGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTG
CCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCGGATCCGCATCTCAATTAGTC
AGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGT
TCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGA
GGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGC
CTAGGCTTTTGCAAAAAGCTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATA

AAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGT
TGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCAGCGGCCGCCCCGGG (SEQID

NO: 35)

Finalmente, el promotor del CMV de pCDNAS.1 se reemplazo por el potenciador/promotor de CAG mas una secuencia
intronica de la beta actina de pollo. En MWG Operon, se sintetizé un fragmento de ADN que contenia la secuencia
potenciador/promotor/intron de CAG con sitios de restriccion flanqueantes Miul y EcoRIl. Después, el fragmento de
ADN se insert6 en el plasmido en los sitios de restriccion Miul y EcoRI. La secuencia de ADN era la siguiente:

ACGCGTTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATAT
ATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCA
ACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAAT
AGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTG
GCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACG
GTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTAC
TTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGGTCGAGGTGAGCCC
CACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTT
ATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGGGOGGCGLGL
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GCCAGGCGGGGECEGEEGCEEGGCGAGGEGGECAEGEEEEGGGGECGAGGCGGAGAGGTG
CGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTITTATGGCGAGGC
GGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCGGGAGTCGCT
GCGTTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGCGCCGCCTCGCGCCGCCCGCCCCGGL
TCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCC
GGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTAATGACGGCTCGTTTCTTTTCTGTGGCTGCGTG
AAAGCCTTAAAGGGCTCCGGGAGGGCCCTTTGTGCGGGGGGGAGCGGCTCGGGG
GGTGCGTGCGTGTGTGTGTGCGTGGGGAGCGCCGCGTGCGGCCCGCGCTGCCCG
GCGGCTGTGAGCGCTGCGGGCGCGGCGCGGGGCTTTGTGCGCTCCGCGTGTGCG
CGAGGGGAGCGCGGCCGGGGGCGETGCCCCGCGGTGCGGGGGGGCTGCGAGGG
GAACAAAGGCTGCGTGCGGGGTGTGTGCGTGGGGGGGTGAGCAGGGGGTGTGG
GCGCGGCGGTCGGGCTGTAACCCCCCCCTGCACCCCCCTCCCCGAGTTGCTGAGC
ACGGCCCGGCTTCGGGTGCGGGGCTCCGTGCGGGGCGTGGCGCGGGGCTCGCCG
TGCCGGGCGGGGGGTGGCGGCAGGTGGGGGTGCCGGGCGGGGCGGGGCCGCCT
CGGGCCGGGGAGGGCTCGGGGGAGGGGLGCGGECGGCCCCGGAGCGCCGGCGGL
TGTCGAGGCGCGGCGAGCCGCAGCCATTGCCTTTTATGGTAATCGTGCGAGAGG
GCGCAGGGACTTCCTTTGTCCCAAATCTGGCGGAGCCGAAATCTGGGAGGCGCC
GCCGCACCCCCTCTAGCGGGCGCGGGCGAAGCGGTGCGGCGCCGGCAGGAAGG
AAATGGGCGGGGAGGGCCTTCGTOGCOGTCGCCGCGCCGCCGTCCCCTTCTCCATCT
CCAGCCTCGGGGCTGCCGCAGGGGGACGGCTGCCTTCGGGGGGGACGGGGCAGG
GCGGGGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGGCGGGAATTC (SEQ ID NO: 36)

Construccion del plasmido de envoltura de VSV-G:

La secuencia de la glucoproteina del virus de la cepa Indiana de la estomatitis vesicular (VSV-G), se sintetizé6 en MWG
Operon con sitios de restriccion EcoRl flanqueantes. A continuacion, el fragmento de ADN se inserté en el plasmido
pCDNAS.1 (Invitrogen) en el sitio de restriccion EcoRl y, a través de secuenciacion, se determin6 la orientacién
correcta usando un cebador especifico de CMV. La secuencia de ADN era la siguiente:

GAATTCATGAAGTGCCTTTTGTACTTAGCCTTITITATTCATTGGGGTGAATTGCAA
GTTCACCATAGTTTTTCCACACAACCAAAAAGGAAACTGGAAAAATGTTCCTTCT
AATTACCATTATTGCCCGTCAAGCTCAGATTTAAATTGGCATAATGACTTAATAG
GCACAGCCTTACAAGTCAAAATGCCCAAGAGTCACAAGGCTATTCAAGCAGACG
GTTGGATGTGTCATGCTTCCAAATGGGTCACTACTTGTGATTTCCGCTGGTATGG

ACCGAAGTATATAACACATTCCATCCGATCCTTCACTCCATCTGTAGAACAATGC

AAGGAAAGCATTGAACAAACGAAACAAGGAACTTGGCTGAATCCAGGCTTCCCT
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CCTCAAAGTTGTGGATATGCAACTGTGACGGATGCCGAAGCAGTGATTGTCCAG
GTGACTCCTCACCATGTGCTGGTTGATGAATACACAGGAGAATGGGTTGATTCAC
AGTTCATCAACGGAAAATGCAGCAATTACATATGCCCCACTGTCCATAACTCTAC
AACCTGGCATTCTGACTATAAGGTCAAAGGGCTATGTGATTCTAACCTCATTTCC
ATGGACATCACCTTCTTCTCAGAGGACGGAGAGCTATCATCCCTGGGAAAGGAG
GGCACAGGGTTCAGAAGTAACTACTTTGCTTATGAAACTGGAGGCAAGGCCTIGC
AAAATGCAATACTGCAAGCATTGGGGAGTCAGACTCCCATCAGGTGTCTGGTTCG
AGATGGCTGATAAGGATCTCTTTGCTGCAGCCAGATTCCCTGAATGCCCAGAAGG
GTCAAGTATCTCTGCTCCATCTCAGACCTCAGTGGATGTAAGTCTAATTCAGGAC
GTTGAGAGGATCTTGGATTATTCCCTCTGCCAAGAAACCTGGAGCAAAATCAGA
GCGGGTCTTCCAATCTCTCCAGTGGATCTCAGCTATCTTGCTCCTAAAAACCCAG
GAACCGGTCCTGCTTTCACCATAATCAATGGTACCCTAAAATACTTTGAGACCAG
ATACATCAGAGTCGATATTGCTGCTCCAATCCTCTCAAGAATGGTCGGAATGATC
AGTGGAACTACCACAGAAAGGGAACTGTGGGATGACTGGGCACCATATGAAGAC
GTGGAAATTGGACCCAATGGAGTTCTGAGGACCAGTTCAGGATATAAGTTTCCTT
TATACATGATTGGACATGGTATGTTGGACTCCGATCTTCATCTTAGCTCAAAGGC
TCAGGTGTTCGAACATCCTCACATTCAAGACGCTGCTTCGCAACTTCCTGATGAT
GAGAGTTTATTTTTTGGTGATACTGGGCTATCCAAAAATCCAATCGAGCTTGTAG
AAGGTTGGTTCAGTAGTTGGAAAAGCTCTATTGCCTCTTTITTCTTTATCATAGGG
TTAATCATTGGACTATTCTTGGTTCTCCGAGTTGGTATCCATCTTTGCATTAAATT
AAAGCACACCAAGAAAAGACAGATTTATACAGACATAGAGATGAGAATTC (SEQ
ID NO: 37)

usando los métodos y materiales descritos en el presente documento también se ha disefiado y producido un sistema
de 4 vectores (es decir, un sistema de empaquetamiento lentivirico de 3 vectores). En la figura 3 se muestra un
esquema del sistema de 4 vectores. Resumiendo, y con referencia a la figura 3, el vector de la parte mas superior es
un plasmido auxiliar, que, en este caso, no incluye Rev. El segundo vector de la parte superior es un plasmido Rev
distinto. El segundo vector de la parte inferior el plasmido de envoltura. El vector situado mas abajo es el vector
terapéutico descrito previamente.

Haciendo referencia, en parte, a la figura 2, el plasmido auxiliar incluye un potenciador de CAG (SEQ ID NO: 27); un
promotor de CAG (SEQ ID NO: 19); un intron de beta actina de pollo (SEQ ID NO: 28); un gag del HIV (SEQ ID NO:
20); un Pol del HIV (SEQ ID NO: 21); un Int del HIV (SEQ ID NO: 22); un RRE del HIV (SEQ ID NO: 23); y una poli A
de beta globina de conejo (SEQ ID NO: 29).

El plasmido Rev incluye un promotor del RSV (SEQ ID NQO: 38); un Rev del HIV (SEQ ID NO: 39); y una poli A de beta
globina de conejo (SEQ ID NO: 29).

El plasmido de envoltura incluye un promotor del CMV (SEQ ID NO: 25); un intrén de beta globina (SEQ ID NO: 30);
una VSV-G (SEQ ID NO: 28); y una poli A de beta globina de conejo (SEQ ID NO: 29).

Sintesis de un sistema de empaquetamiento lentivirico de 3 vectores que incluye los plasmidos auxiliar, Rev y de
envoltura.

Materiales y métodos:
Construccion del plasmido auxiliar sin Rev:

El plasmido auxiliar sin Rev se construy¢ insertando un fragmento de ADN que contenia la secuencia de RRE y poli
A de beta globina de conejo. Esta secuencia se sintetiz6 en MWG Operon con sitios de restricciéon Xbal y Xmal
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flanqueantes. A continuacién, se inserté la secuencia de RRE/poli A beta globina de conejo en el plasmido auxiliar en
los sitios de restriccion Xbal y Xmal. La secuencia de ADN es la siguiente:

TCTAGAAGGAGCTTITGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGC
GCAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGC
AGCAGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAAC
TCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGAT
ACCTAAAGGATCAACAGCTCCTAGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGA
CATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAATTTATTTTC
ATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTITGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGA
GGGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGGTTTAGAGTTTGGCAACATA
TGCCATATGCTGGCTGCCATGAACAAAGGTGGCTATAAAGAGGTCATCAGTATAT
GAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGCCTTGACTTGAGGT
TAGATTTTTTTTATATTTTGTTTTGTGTTATTTTTTTCTTTAACATCCCTAAAATTTT
CCTTACATGTTTTACTAGCCAGATTTTTCCTCCTCTCCTGACTACTCCCAGTCATA
GCTGTCCCTCTTCTCTTATGAAGATCCCTCGACCTGCAGCCCAAGCTTGGCGTAAT
CATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAAC
ATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAA
CTCACATTAATTGCGTITGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCGGATCCGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCG
CCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACT
AATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAG
AAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTAACTTGTT
TATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAAT
AAAGCATTTTTITCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATC

TTATCACCCGGG (SEQ ID NO: 35)

Construccion del plasmido Rev:

El promotor del RSV y la secuencia de Rev del HIV se sintetizaron como un solo fragmento de ADN en MWG Operon
con sitios de restriccion Mfel y Xbal flanqueantes. A continuacién, el fragmento de ADN se insert0 en el plasmido
pCDNAS.1 (Invitrogen) en los sitios de restriccion Mfel y Xbal en los que el promotor del CMV se reemplaz6 por el
promotor del RSV. La secuencia de ADN era la siguiente:
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CAATTGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTATCTGAGGGGACTAGGGTGTGTTT
AGGCGAAAAGCGGGGCTTCGGTTGTACGCGGTTAGGAGTCCCCTCAGGATATAG
TAGTTTCGCTTTTGCATAGGGAGGGGGAAATGTAGTCTTATGCAATACACTTGTA
GTCTTGCAACATGGTAACGATGAGTTAGCAACATGCCTTACAAGGAGAGAAAAA
GCACCGTGCATGCCGATTGGTGGAAGTAAGGTGGTACGATCGTGCCTTATTAGGA
AGGCAACAGACAGGTCTGACATGGATTGGACGAACCACTGAATTCCGCATTGCA
GAGATAATTGTATTTAAGTGCCTAGCTCGATACAATAAACGCCATTTGACCATTC
ACCACATTGGTGTGCACCTCCAAGCTCGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGC
CTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCC
AGCCTCCCCTCGAAGCTAGCGATTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAG
ACAGCGACGAAGAACTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAA
GCAACCCACCTCCCAATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGA
AGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCCTT
AGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCTGTGCCTCTTCAGCTACCACCGCTTG
AGAGACTTACTCTTGATTGTAACGAGGATTGTGGAACTTCTGGGACGCAGGGGGT
GGGAAGCCCTCAAATATTGGTGGAATCTCCTACAATATTGGAGTCAGGAGCTAA
AGAATAGTCTAGA (SEQ ID NO: 40)

Los plasmidos para los sistemas de empaquetamiento de 2 y 3 vectores podrian modificarse con elementos similares
y las secuencias intrénicas podrian eliminarse potencialmente sin pérdida de la funcién del vector. Por ejemplo, los
siguientes elementos podrian reemplazar elementos similares en el sistema de empaquetamiento de 2 y 3 vectores:
Promotores: El promotor del factor de elongacién 1 (EF-1) (SEQ ID NO: 41), de la fosfoglicerato cinasa (PGK) (SEQ
ID NO: 42) y de la ubiquitina C (UbC) (SEQ ID NO: 43), pueden reemplazarse por el promotor del CMV (SEQ ID NO:
25) o de CAG (SEQ ID NO: 19). Estas secuencias también pueden modificarse mediante adicion, sustitucién, delecién
0 mutacién.

Secuencias de poli A: La poli A de SV40 (SEQ ID NO: 44) y la poli A de bGH (SEQ ID NO: 45), pueden reemplazar a
la poli A de beta globina de conejo (SEQ ID NO: 29). Estas secuencias también pueden modificarse mediante adicion,
sustitucion, delecién o mutacion.

Secuencias Gag, Pol e Integrasa del HIV: Las secuencias del HIV en el plasmido auxiliar pueden construirse a partir
de diferentes cepas o clados del HIV. Por ejemplo, Gag del HIV (SEQ ID NO: 20); Pol del HIV (SEQ ID NO: 21); y Int
del HIV (SEQ ID NO: 22) de la cepa Bal se pueden intercambiar con las secuencias gag, pol e int contenidas en los
plasmidos auxiliares/auxiliares mas Rev como se describe en el presente documento. Estas secuencias también
pueden modificarse mediante adicién, sustitucion, delecién o mutacion.

Envoltura: La glucoproteina de VSV-G se puede sustituir con glucoproteinas de membrana del virus endégeno felino
(RD114) (SEQ ID NO: 46), virus de la leucemia del simio gibon (GALV) (SEQ ID NO: 47), la rabia (FUG) (SEQ ID NO:
48), virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) (SEQ ID NO: 49), virus de la peste aviar de la gripe A (FPV) (SEQ
ID NO: 50), alfavirus del rio Ross (RRV) (SEQ ID NO: 51), virus de la leucemia murina 10A1 (MLV) (SEQ ID NO: 52),
o virus del Ebola (EboV) (SEQ ID NO: 53). Las secuencias de estas envolturas se identifican en la parte de secuencia
del presente documento. Ademas, estas secuencias también pueden modificarse mediante adicién, sustitucion,
delecién o mutacion.

En resumen, los sistemas de 3 vectores frente a los de 4 vectores se pueden comparar y contrastar, en parte, de la
siguiente manera. El sistema vectorial lentivirico de 3 vectores contiene: 1. Plasmido auxiliar: Gag, Pol, Integrasa y
Rev/Tat del HIV; 2. Plasmido de envoltura: envoltura VSV-G/FUG; y 3. Vector terapéutico: RSV 5'LTR, Sefial de
empaquetamiento Psi, fragmento gag, RRE, fragmento env, cPPT, WPRE y 3'0 LTR. El sistema vectorial lentivirico de
4 vectores contiene: 1. Plasmido auxiliar: Gag, Pol e Integrasa del HIV; 2. Plasmido Rev: Rev; 3. Plasmido de envoltura:
envoltura VSV-G/FUG; y 4. Vector terapéutico: RSV 5'LTR, Sefial de empaquetamiento Psi, fragmento gag, RRE,
fragmento env, cPPT, WPRE y 3'delta LTR. Las secuencias correspondientes a los elementos anteriores se identifican
en la parte de listados de secuencias del presente documento.
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Ejemplo 2: Desarrollo de un vector lentivirico que expresa FDPS
El objetivo de este Ejemplo fue desarrollar un vector lentivirico de FDPS.

Disefio de ARN inhibidor: Para atenuar los niveles de FDPS en células humanas, se us6 la secuencia de ARNm de
farnesil difosfato sintasa (FDPS) de Homo sapiens (NM_002004.3) para buscar posibles candidatos a ARNip o ARNhc.
Las posibles secuencias de interferencia de ARN se eligieron entre las candidatas seleccionadas por los programas
de diseio de ARNip o ARNhc, como los del GPP Web Portal del Broad Institute
(http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/y o BLOCK-T RNAI Designer de  Thermo  Scientific
(https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/). Se insertaron secuencias de ARNhc seleccionadas
individualmente en un vector lentivirico inmediatamente 3 cebadores con respecto a un promotor de ARN polimerasa
Il tal como H1 (SEQ ID NO: 16), U6 (SEQ ID NO: 54) 0 7SK (SEQ ID NO: 55) para regular la expresion de ARNhc.
Estas construcciones de ARNhc de lentivirus se usaron para transducir células y medir el cambio de los niveles
especificos de ARNm. El ARNhc més fuerte para reducir los niveles de ARNm se incorporé individualmente en una
cadena principal de microARN para permitir la expresion por parte de los promotores de ARN polimerasa Il del EF-
1alfa o del CMV. La cadena principal de microARN se selecciond de mirbase.org. También se sintetizaron secuencias
de ARN como oligonucleétidos de ARNip sintéticos y se introdujeron directamente en las células sin usar ningn vector
lentivirico.

Construcciones vectoriales: Para el ARNhc de la FDPS, en Eurofins MWG Operon, se sintetizaron secuencias de
oligonuclettidos que contenian sitios de restriccion BamH| y EcoRl. Las secuencias de oligonucleétidos codificante y
no codificantes solapantes se mezclaron y se hibridaron durante enfriamiento de 70 grados centigrados a temperatura
ambiente. El vector lentivirico se digirié con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI durante una hora a 37 grados
centigrados. El vector lentivirico digerido se purificdé mediante electroforesis en gel de agarosa y se extrajo del gel
usando un kit de extraccién de ADN en gel de Thermo Scientific. Se determinaron las concentraciones de ADN y se
mezclaron el vector y el oligo (relacién 3:1), se permitio la hibridaciéon y se ligaron. La reaccién de ligadura se realizd
con ADN ligasa de T4 durante 30 minutos a temperatura ambiente. A 25 microlitros de células bacterianas
competentes STBL3, se afiadieron 2,5 microlitros de la mezcla de ligadura. La transformacién se logré después de un
choque térmico a 42 grados centigrados. Las células bacterianas se diseminaron en placas de agar que contenian
ampicilina y las colonias resistentes a farmaco (que indicaban la presencia de plasmidos resistentes a ampicilina) se
recuperaron y se expandieron en caldo LB. Para comprobar la insercion de las oligosecuencias, el ADN plasmidico se
extrajo de cultivos bacterianos recogidos con el kit mini prep de ADN de Thermo Scientific. La insercion de secuencias
de ARNhc en el vector lentivirico se verificé mediante secuenciacion de ADN usando un cebador especifico para el
promotor usado para regular la expresiéon de ARNhc. Usando las siguientes secuencias diana, se determinaron
secuencias de ARNhc ilustrativas para atenuar la FDPS:

GTCCTGGAGTACAATGCCATT (secuencia diana n.? 1 de FDPS; SEQ ID NO: 56);
GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT
(Secuencia de ARNhc n.® 1 de FDPS; SEQ ID NO: 1),

GCAGGATTTCGTTCAGCACTT (secuencia diana n.® 2 de FDPS; SEQ ID NO: 57);
GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT
(Secuencia de ARNhc n.° 2 de FDPS; SEQ ID NO: 2);

GCCATGTACATGGCAGGAATT secuencia diana n.2 3 de FDPS; SEQ ID NO: 58);
GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT

(Secuencia de ARNhc n.” 3 de FDPS; SEQ ID NO: 3);

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGT (secuencia diana n.? 4 de FDPS; SEQ ID NO: 59); y
GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTICTGCTTTTT
(Secuencia de ARNhc n.° 4 de FDPS; SEQ ID NO: 4).

A continuacién, las secuencias de ARNhc se ensamblaron en un microARN (miR) sintético bajo el control del promotor
EF-1 alfa. En resumen, se obtuvo una secuencia en horquilla de miR, tal como miR30, miR21 o miR185 como se
detalla a continuacién, en mirbase.org. Para construir la secuencia de miR sintética se us6 la secuencia diana de
ARNhc de 19-22 unidades monoméricas (meros). La secuencia de miR se dispuso como una secuencia diana no
codificante-secuencia de bucle en horquilla (especifica de cada microARN)-secuencia diana codificante.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2965 357 T3

Se desarrollaron las siguientes secuencias de miR:
AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTICTCAGCCTCCTICTGCGTGAA
GCCACAGATGGCAGAAGGAGGUTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCA
AGGGGCT (Secuencia n.® 1 de miR30 FDPS; SEQ ID NO: 5)

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAA
GCCACAGATGGCAGAAGGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAG
GGGCT (Secuencia n.° 2 de miR30 FDPS; SEQ 1D NO: 6)
TGCTGTTGACAGTGAGCGACTITCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGG
CAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTGCCTACTGCCTCGGA (Secuencia n.® 3 de miR30 FDPS;
SEQIDNO: )

CCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTGG
CCACTGACTGAGCAGAAGGGCTGAGAAAGTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGC
ACTCA (Secuencia n.° 1 de miR155 FDPS; SEQ ID NO: 8)

CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTITCTCAGCCTCCTTCTGCCTGTTG
AATCTCATGGCAGAAGGAGGCGAGAAAGTCTGACATTTTGGTATCTTTCATCTGA
CCA (Secuencian.® 1 de miR21 FDPS; SEQ ID NO: 9)

GGGCCTIGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGGATACTTTICTCAGCCTCCTICTGCTGGTC
CCCTCCCCGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCCTYICCCTCCCAATGACCGCGTICTTC
GTCG (Secuencia n.? 1 de miR185 FDPS; SEQ ID NO: 10}

Ejemplo 3 - Atenuacion de FDPS durante 3 dias en leucemia monocitica THP1 mediante ARNhc n.2 4

Este ejemplo ilustra que la atenuacioén de FDPS en células de leucemia monocitica THP1 mediante el ARNhc n.? 4 de
FDPS que expresa lentivirus (LV) estimula la expresion de TNF-a en linfocitos T gamma delta, como se muestra en la
figura 5.

Las células THP1 (1 x 105 células) se transdujeron durante 3 dias con LV-control o ARNhc n.2 4 de LV-FDPS. Dos
dias después de la transduccién, las células se trataron con o sin acido zoledronico 1 uM. Después de 24 horas, las
células THP-1 transducidas se cultivaron conjuntamente durante 4 horas con 5 x 105 células PBMC e IL-2 en una
placa de 96 pocillos de fondo redondo. Las células PBMC se estimularon previamente con acido zoledronico e IL-2
durante 11 dias para expandir linfocitos T Vy9Vd2. Después de la tinciéon de Vy9Vd2 y TNF-a usando un anticuerpo
anti TCR-Vd2 y anti TNF-a conjugado con fluoréforo, las células se analizaron mediante citometria de flujo. Se
escogieron las células vivas y las células V62+ y TNF-a+ se seleccionaron en una transferencia puntual. Los linfocitos
T citotoxicos Vy9Vo2 activados aparecieron en el cuadrante superior derecho de los citogramas de flujo. Sin acido
zoledronico, LV-control estimuld un 3,1 % de linfocitos T Vy9Vd2 que expresaban TNF-ay el ARNhc n.° 4 de LV-FDPS
estimuld un 5 %. Con tratamiento de acido zoledronico, LV-control estimulé un 7.2 % de linfocitos T Vy9Vd2 que
expresaban TNF-ay el ARNhc n.® 4 de LV-FDPS estimulé un 56,2 %.

Ejemplo 4 - Atenuacion de FDPS durante 14 dias en células de leucemia THP1 mediante ARNh¢ n.2 4

Este Ejemplo ilustra que la atenuacién de FDPS durante 14 dias en células de leucemia THP1 mediante ARNhc n.2 4
de FDPS que expresa lentivirus (LV) estimula la expresion de TNF-a en linfocitos T GD, como se muestra en la figura
6.

Las células THP1 (1 x 10° células) se transdujeron durante 14 dias con LV-control 0 ARNhc n.2 4 de LV-FDPS. Dos
dias después de la transduccion, las células se trataron con o sin &cido zoledrénico 1 uM. Después de 24 horas, las
células THP-1 transducidas se cultivaron conjuntamente durante 4 horas con 5 x 105 células PBMC e IL-2 en una
placa de 96 pocillos de fondo redondo. Las células PBMC se estimularon previamente con acido zoledronico e IL-2
durante 11 dias para expandir linfocitos T Vy9Vd2. Después de la tinciéon de Vy9Vd2 y TNF-a usando un anticuerpo
anti TCR-Vd2 y anti TNF-a conjugado con fluoréforo, las células se analizaron mediante citometria de flujo. Se
escogieron las células vivas y las células V62+ y TNF-a+ se seleccionaron en una transferencia puntual. Los linfocitos
T citotoxicos Vy9Vd2 activados aparecieron en el cuadrante superior derecho de los citogramas de flujo. Sin acido
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zoledronico, LV-control estimuld un 0,9 % de linfocitos T Vy9Vd2 que expresaban TNF-ay el ARNhc n.° 4 de LV-FDPS
(SEQ ID NO: 4) estimulé un 15,9 %. Con tratamiento de &cido zoledrénico, LV-control estimuld un 4,7 % de linfocitos
T Vy9V02 que expresaban TNF-ay el ARNhc n.® 4 de LV-FDPS (SEQ ID NO: 4) estimul6é un 76,2 %.

Ejemplo 5 - Atenuacion de FDPS durante 3 dias en células de carcinoma de préstata PC3 mediante ARNhc
n21

Este Ejemplo ilustra que la atenuacion de FDPS durante 3 dias en células de carcinoma de préstata PC3 mediante
ARNhc n.? 1 de FDPS que expresa lentivirus (LV) estimula la expresién de TNF-a en linfocitos T GD, como se muestra
en la figura 7.

Se transdujeron células PC3 con LV-control o ARNhc n.2 1 de LV-FDPS (SEQ ID NO: 1) durante 3 dias. Dos dias
después de la transduccion, las células se trataron con o sin &cido zoledrénico 1 uM. Después de 24 horas, las células
PC3 transducidas se cultivaron conjuntamente durante 4 horas con 5 x 10% células PBMC e IL-2 en una placa de 96
pocillos de fondo redondo. Las células PBMC se estimularon previamente con acido zoledrénico e IL-2 durante 11 dias
para expandir linfocitos T Vy9V02. Después de la tincion de Vy9Vd2 y TNF-a usando un anticuerpo anti TCR-V02 y
anti TNF-a conjugado con fluordforo, las células se analizaron mediante citometria de flujo. Se escogieron las células
vivas y las células V62+ y TNF-a+ se seleccionaron en una transferencia puntual. Los linfocitos T citotéxicos Vy9Vo2
activados aparecieron en el cuadrante superior derecho de los citogramas de flujo. Sin acido zoledrénico, LV-control
estimuld un 0,2 % de linfocitos T Vy9Vd2 que expresaban TNF-a y el ARNhc n.° 1 de LV-FDPS estimul6é un 0,5 %.
Con tratamiento de acido zoledrénico, LV-control estimuld un 1,7 % de linfocitos T Vy9Vd2 que expresaban TNF-ay
el ARNhc n.? 1 de LV-FDPS (SEQ ID NO: 1) estimulé un 32,2 %.

Ejemplo 6 - Atenuacion de FDPS durante 3 dias en células de carcinoma de préstata PC3 mediante ARNhc
n.24

Este Ejemplo ilustra que la atenuacion de FDPS durante 3 dias en células de carcinoma de préstata PC3 mediante
ARNhc n.? 4 de FDPS que expresa lentivirus (LV) estimula la expresion de TNF-a en linfocitos T GD, como se muestra
en la figura 8.

Se transdujeron células PC3 con LV-control o ARNhc n.2 4 de LV-FDPS (SEQ ID NO: 4) durante 3 dias. Dos dias
después de la transduccion, las células se trataron con o sin acido zoledrénico 1 uM. Después de 24 horas, las células
PC3 transducidas se cultivaron conjuntamente durante 4 horas con 5 x 10° células PBMC e IL-2 en una placa de 96
pocillos de fondo redondo. Las células PBMC se estimularon previamente con acido zoledrénico e IL-2 durante 11 dias
para expandir linfocitos Vy9V92. Después de la tinciéon de Vy9V52 y TNF-a usando un anticuerpo anti TCR-V02 y anti
TNF-a conjugado con fluoréforo, las células se analizaron mediante citometria de flujo. Se escogieron las células vivas
y las células V82+ y TNF-a+ se seleccionaron en una transferencia puntual. Los linfocitos T citotoxicos Vy9vo2
activados aparecieron en el cuadrante superior derecho de los citogramas de flujo. Sin acido zoledrénico, LV-control
estimuld un 0,5 % de linfocitos T Vy9Vd2 que expresaban TNF-a y el ARNhc n.® 4 de LV-FDPS (SEQ ID NO: 4)
estimuld un 1,9 %. Con tratamiento de acido zoledrénico, LV-control estimuld un 2,1 % de linfocitos T Vy9V62 que
expresaban TNF-ay el ARNhc n.® 4 de LV-FDPS estimulé un 28,7 %.

Ejemplo 7 - Atenuacion de FDPS durante 3 dias en células de carcinoma de higado HepG2 mediante ARNhc
n21yns24

Este Ejemplo ilustra que la atenuacién de FDPS durante 3 dias en células de carcinoma de higado HepG2 mediante
ARNhc n.2 1 (SEQ ID NO: 1) de FDPS que expresa lentivirus (LV) y ARNhc n.2 4 (SEQ ID NO: 4) estimula la expresién
de TNF-a en linfocitos T GD, como se muestra en la figura 9.

Se transdujeron células HepG2 con LV-control, ARNhc n.? 1 de LV-FDPS (SEQ ID NO: 1), 0o ARNhc n.? 4 de LV-FDPS
(SEQ D NOQ: 4) durante 3 dias. Dos dias después de la transduccion, las células se trataron con o sin &cido zoledronico
1 uM. Después de 24 horas, las células HepG2 transducidas se cultivaron conjuntamente durante 4 horas con 5 x 10°
células PBMC e IL-2 en una placa de 96 pocillos de fondo redondo. Las células PBMC se estimularon previamente
con acido zoledroénico e IL-2 durante 11 dias para expandir linfocitos Vy9V02. Después de la tincion de Vy9Vd2 y TNF-
a usando un anticuerpo anti TCR-V52 y anti TNF-a conjugado con fluoréforo, las células se analizaron mediante
citometria de flujo. Se escogieron las células vivas y las células Vd2+ y TNF-a+ se seleccionaron en una transferencia
puntual. Los linfocitos T citotoxicos Vy9V02 activados aparecieron en el cuadrante superior derecho de los citogramas
de flujo. Sin acido zoledrénico, LV-control estimulé un 0,4 % de linfocitos T Vy9V02 que expresaban TNF-ay ARNhc
n.2 1 de LV-FDPS (SEQ ID NO: 1) y n.2 4 (SEQ ID NO: 4) estimularon un 0,7 % y un 0,9 %, respectivamente. Con
tratamiento de acido zoledronico, LV-control estimuld un 6,9 % de linfocitos T Vy9Vd2 que expresaban TNF-ay ARNhc
n.2 1y n.t4de LV-FDPS estimularon un 7,6 % y un 21,1 %, respectivamente.

Ejemplo 8 - Atenuacion de FDPS durante 3 dias en leucemia THP1 por microARN-30
Este ejemplo ilustra que la atenuacién de FDPS durante 3 dias en células de leucemia THP1 mediante microARN-30

sintético dirigido a FDPS que expresa lentivirus (LV) estimula la expresion de TNF-a en linfocitos T gamma delta, como
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se muestra en la figura 10.

Se transdujeron células THP1 (1 x 105 células) con LV-control o LV-miR30 FDPS n.2 1 (SEQ ID NO: 5) durante 3 dias.
Dos dias después de la transduccion, las células se trataron con o sin acido zoledrénico 1 uM. Después de 24 horas,
las células THP-1 transducidas se cultivaron conjuntamente durante 4 horas con 5 x 105 células PBMC e IL-2 en una
placa de 96 pocillos de fondo redondo. Las células PBMC se estimularon previamente con acido zoledronico e IL-2
durante 11 dias para expandir linfocitos Vy9V62. Después de la tincion de Vy9Vd2 y TNF-a usando un anticuerpo anti
TCR-V62 y anti TNF-a conjugado con fluoréforo, las células se analizaron mediante citometria de flujo. Se escogieron
las células vivas y las células V82+ y TNF-a+ se seleccionaron en una transferencia puntual. Los linfocitos T citotoxicos
Vy9V02 activados aparecieron en el cuadrante superior derecho de los citogramas de flujo. Sin acido zoledrénico, LV-
control estimulé un 0,2 % de linfocitos T Vy9V52 que expresaban TNF-a y LV-miR30 FDPS estimul6 un 8,1 %. Con
tratamiento de acido zoledrénico, LV-control estimuld un 5,3 % de linfocitos T Vy9V02 que expresaban TNF-a y LV-
miR30 FDPS n.? 1 (SEQ ID NO: 5) estimularon un 67,3 %.

Ejemplo 9: Relaciones E:D resultantes de una mezcla de células THP-1, linfocitos T GD humanos cultivados
y/o Zometa (Zol)

Este Ejemplo demuestra los resultados de mezclar células tumorales monocitoides THP-1 tratadas con linfocitos T GD
humanos cultivados, como se muestra en la figura 11.

La linea celular monocitoide THP-1 se traté con un vector lentivirico de control (LV), un LV que suprime la expresién
génica de la farnesil difosfato sintasa (LV-FDPS), acido zoledrénico (Zol) o combinaciones. La leyenda, como se
muestra en la figura 11, era: vectores lentiviricos de control (LV-Control), vectores lentiviricos que expresan microARN
para reprimir FDPS (LV-FPPS), Zometa (Zol), Zometa mas control lentivirico (Zol+LV-Control), 0 Zometa mas vectores
lentiviricos que expresan microARN para reprimir la FPPS (Zol+LV-FPPS).

Se cultivaron linfocitos T GD humanos de un donante anénimo y se afiadieron a células THP-1 tratadas en relaciones
de 4:1,2:1 0 1:1 (T GD:THP-1) durante 4 horas. La destruccion celular se midié6 mediante un ensayo de fluorescencia.
Cuando las células THP-1 se trataron con una combinacién de LV-FDPS y Zol, la destruccién de linfocitos T citotdxicos
por parte de los linfocitos T GD aumentdé enormemente en comparacién con cualquiera de los tratamientos solos.
Cuando el tratamiento con LV-FDPS solo se compar6 con el tratamiento con Zol solo, el LV-FDPS condujo a una
mayor destruccion, pero fue >3 veces inferior a la destruccion de células tumorales después del tratamiento
combinado. El tratamiento combinado de LV-FDPS mas Zol caus6 casi un 70 % de destruccion de células tumorales
con una relaciéon de 4:1; esto fue mas de 3 veces mayor que el segundo mejor tratamiento (LV-FDPS solo).

Ejemplo 10 - Interferencia de ARN basado en ARNh¢ suministrado por lentivirus dirigida al gen de la farnesil
difosfato sintasa (FDPS) humana

Se infectaron células de carcinoma hepatocelular humano HepG2 con vectores lentiviricos que contenian el promotor
H1 y una secuencia de ARNhc de FDPS no dirigida o cuatro diferentes, como se muestra en la figura 12. Después de
48 horas, se extrajo el ARN de las células y se convirti6 en ADNc. La expresion del ADNc de FDPS se determiné
mediante PCR cuantitativa usando cebadores SYBR Green y FDPS. La expresion de FDPS se normalizé a los niveles
de actina para cada muestra.

Los vectores lentiviricos dirigidos a FDPS que contienen el promotor H1 y una secuencia no dirigida (5'-
GCCGCTTTGTAGGATAGAGCTCGAGCTCTATCCTACAAAGCGGCTTTTT-3") (SEQ ID NO: 60)
o una de las cuatro secuencias diferentes de ARNhc de FDPS

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT
{Secuencia de ARNhc n.° 1 de FDPS; SEQ ID NO: 1)

GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT
(Secuencia de ARNhc n.° 2 de FDPS; SEQ ID NO: 2);

GCCATOTACATGGCAGGAATTCTCCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTITT
(Secuencia de ARNhe n.? 3 de FDPS; SEQ ID NO: 3);

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTIT
(Secuencia de ARNhc n.? 4 de FDPS; SEQ 1D NO: 4)

se produjeron en linfocitos T 293.
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A continuacién, se infectaron células de carcinoma hepatocelular humano HepG2 con vectores lentiviricos para
determinar la eficacia de la atenuacién de FDPS. Después de 48 horas, se extrajo el ARN de las células usando el kit
de aislamiento de ARN RNeasy (Qiagen) y se convirti6 en ADNc con el kit de sintesis de ADNc SuperScript VILO
(Thermo Scientific). La expresion del ADNc de FDPS se determindé mediante PCR cuantitativa en una maquina de
gPCR Applied Biosystems StepOne usando una mezcla de PCR SYBR Green (Thermo Scientific) y cebadores FDPS
(cebador directo: 5-AGGAATTGATGGCGAGAAGG-3' (SEQ ID NO: 61) y cebador inverso: 5'-
CCCAAAGAGGTCAAGGTAATCA-3' (SEQ ID NO: 62)). La expresion de FDPS se normaliz6 a niveles de actina para
cada muestra usando los cebadores de actina (cebador directo: 5'-AGCGCGGCTACAGCTTCA-3' (SEQ ID NO: 63) y
cebador inverso: 5-GGCGACGTAGCACAGCTTCT-3') (SEQ ID NO: 64). La expresion relativa de ARN de FDPS de
la muestra de shCon se establece en 100 %. Hubo una disminucién del 85 % (secuencia n.? 1 de FDPS), 89 %
(secuencia n.2 2 de FDPS), 46 % (secuencia n.2 3 de FDPS) y 98 % (secuencia n.? 4 de FDPS) en la expresioén de
FDPS.

Ejemplo 11 - Interferencia de ARN basado en miR suministrado por lentivirus dirigida al gen de la farnesil
difosfato sintasa (FDPS) humana

Como se muestra en la figura 13, se infectaron células de carcinoma hepatocelular humano HepG2 con vectores
lentiviricos que contenian el promotor H1 (SEQ ID NO: 16) y la secuencia de ARNhc n.2 4 de FDPS (SEQ ID NO: 4) o
el promotor EF-1a (SEQ ID NO: 41) y las secuencias de FDPS basadas en miR30. Después de 48 horas, las células
se lisaron y se realizé una inmunotransferencia usando un anticuerpo anti FDPS (Thermo Scientific) y anti actina
(Sigma) como control de carga de proteinas.

Mas especificamente, se infectaron células de carcinoma hepatocelular humano HepG2 con vectores lentiviricos que
contenian el promotor Hi1 (SEQ ID NO: 16) y la secuencia de ARNhc de FDPS
GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT (secuencia de ARNhc n.24 de
FDPS; SEQ ID NO: 4) o el promotor EF-1alfa (SEQ ID NO: 41) y secuencias de FDPS basadas en miR30

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAA
GCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGUCTACTGLCTCGGACTTCA
AGGGGCT (Secuencia n.® 3 de miR30 FDPS; SEQ ID NO: 5)

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAA
GCCACAGATGGCAGAAGGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAG
GGGCT (Secuencia n.° 2 de miR30 FDPS; SEQ 1D NO: 8).

Después de 48 horas, las células se lisaron con tampén de lisis NP-40 y la proteina se cuantificd con el reactivo de
ensayo de proteinas Bio-Rad. Se sometieron a electroforesis muestras de proteinas a 50 microgramos en geles de
Bis-Tris al 4-12 % (Thermo Scientific) y se transfirieron a membranas de PVDF (EMD Millipore). Se realizé una
inmunotransferencia usando un anticuerpo anti FDPS (Thermo Scientific) y anti actina (Sigma) como control de carga
de proteinas. Los anticuerpos se unieron con anticuerpos secundarios conjugados con HRP y se detectaron con un
escaner Licor ¢-DiGit Blot usando el reactivo Immobilon Western ECL (EMD Millipore). La densitometria de las bandas
de inmunotransferencia se cuantificé con el programa informatico de imagenes NIH. EI LV control con el promotor EF-
1 se establecié en el 100 %. Hubo una reduccion del 68 % (LV-shFDPS n.2 4), 43 % (LV-miR FDPS n.2 1) y 38 % (LV-
miR FDPS n.2 3) de la expresion de proteinas de FDPS.

Ejemplo 12 - Atenuacion de FDPS durante 3 dias en células de carcinoma de higado HepG2 mediante ARNhc
n.2 4 de FDPS que expresa virus adenoasociado (AAV)

Este ejemplo ilustra que la atenuacion de FDPS durante 3 dias en células de carcinoma de higado HepG2 mediante
el ARNhc n.? 4 (SEQ ID NO: 4) de FDPS que expresa virus adenoasociado (AAV) estimula la expresion de TNF-a en
linfocitos T GD (figura 14, Panel B).

Se transdujeron células HepG2 con control o ARNhc n.2 4 (SEQ ID NO: 8) de AAV-FDPS durante 3 dias. Dos dias
después de la transduccion, las células se trataron con o sin acido zoledrénico 1 uM. Después de 24 horas, las células
HepG2 transducidas se cultivaron conjuntamente durante 4 horas con 5 x 10% células PBMC e IL-2 en una placa de
96 pocillos de fondo redondo. Las células PBMC se estimularon previamente con acido zoledrénico e IL-2 durante
11 dias para expandir linfocitos T Vy9V02. Después de la tincion de Vy9Vv62 y TNF-a usando un anticuerpo anti TCR-
V062 y anti TNF-a conjugado con fluoroforo, las células se analizaron mediante citometria de flujo. Se escogieron las
células vivas y las células V62+ y TNF-a+ se seleccionaron en una transferencia puntual. Los linfocitos T citotdxicos
Vy9V02 activados aparecieron en el cuadrante superior derecho de los citogramas de flujo (figura 14, Panel B).
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Construccion del vector AAV. Se insert6 una secuencia de ARNhc n.2 4 (SEQ ID NO: 4) de FDPS en el plasmido pAAV
(Cell Biolabs). Las secuencias de oligonucleétidos de FDPS que contenian sitios de restriccion BamHI y EcoRI se
sintetizaron por Eurofins MWG Operon. Las secuencias de oligonucleétidos codificante y no codificantes solapantes
se mezclaron y se hibridaron durante enfriamiento de 70 grados centigrados a temperatura ambiente. EI pAAV se
digirié con las enzimas de restriccion BamHI| y EcoRI durante una hora a 37 grados centigrados. El plasmido pAAV
digerido se purifico mediante electroforesis en gel de agarosa y se extrajo del gel usando un kit de extraccion de ADN
en gel de Thermo Scientific. Se determinaron las concentraciones de ADN y se mezclaron el vector y el oligo (relacién
3:1), se permiti6 la hibridacion y se ligaron. La reaccion de ligadura se realizé con ADN ligasa de T4 durante 30 minutos
a temperatura ambiente. A 25 microlitros de células bacterianas competentes STBL3, se afiadieron 2,5 microlitros de
la mezcla de ligadura. La transformacion se logro después de un choque térmico a 42 grados centigrados. Las células
bacterianas se diseminaron en placas de agar que contenian ampicilina y las colonias resistentes a farmaco (que
indicaban la presencia de plasmidos resistentes a ampicilina) se recuperaron y se expandieron en caldo LB. Para
comprobar la insercién de las oligosecuencias, el ADN plasmidico se extrajo de cultivos bacterianos recogidos con el
kit mini prep de ADN de Thermo Scientific. La insercion de secuencias de ARNhc en el plasmido pAAV se verificd
mediante secuenciacion de ADN usando un cebador especifico para el promotor usado para regular la expresiéon de
ARNhc. Un vector AAV ilustrativo con un promotor H1 (SEQ ID NO: 16), secuencia shFDPS (por ejemplo, SEQ ID NO:
4), repeticion terminal invertida izquierda (ITR izquierda; SEQ ID NO: 65) y repeticion terminal invertida derecha (ITR
derecha; SEQ ID NO: 66) se pueden encontrar en la figura 14, Panel A).

Produccion de particulas de AAV. El plasmido de ARNhc de AAV-FDPS se combiné con los plasmidos pAAV-RC2
(Cell Biolabs) y pAuxiliar (Cell Biolabs). El plasmido pAAV-RC2 contiene los genes de la capside Rep y AAV2 y el
pAuxiliar contiene los genes E2A, E4 y VA de adenovirus. Para producir particulas de AAV, estos plasmidos se
transfectaron en una relacién de 1:1:1 (pAAV-shFDPS: pAAV-RC2: pAuxiliar) en linfocitos 293T. Para la transfeccion
de células en placas de 150 mm (BD Falcon), se afiadieron 10 microgramos de cada plasmido en 1 ml de DMEM. En
otro tubo, se afiadieron 60 microlitros del reactivo de transfeccién PEI (1 microgramo/ml) (Polysciences) a 1 ml de
DMEM. Se mezclaron los dos tubos y se dejaron incubar durante 15 minutos. A continuacion, la mezcla de transfeccion
se afiadié a las células y las células se recogieron después de 3 dias. Las células se lisaron mediante lisis por
congelacién/descongelacion en hielo seco/isopropanol. Se afiadid benzonasa nucleasa (Sigma) al lisado celular
durante 30 minutos a 37 grados centigrados. A continuacién, se sedimentaron los restos celulares mediante
centrifugacion a 4 grados centigrados durante 15 minutos a 12.000 rpm. El sobrenadante se recogio y a continuacion
se afadi6 a las células diana.

Ejemplo 13 - Disminucion de la prenilacion de RAP1 en las células transducidas con LV-shFDPS y tratadas
con acido zoledrénico

Este ejemplo ilustra que el ARNhc suministrado por lentivirus dirigido al gen de la farnesil difosfato sintasa (FDPS)
humana y el acido zoledrénico se sinergizan para inhibir la produccién de farnesil difosfato.

FDPS es una enzima en la via de sintesis de isoprenoides que cataliza la produccién de difosfato de farnesilo. La
inhibicion de la actividad enzimatica de FDPS mediante acido zoledrénico o la reducciéon de la expresion de proteinas
mediante la atenuacién mediada por ARNhc daran como resultado niveles reducidos de difosfato de farnesilo. La
farnesilacion de proteinas celulares requiere difosfato de farnesilo. RAP1A es una proteina modificada por
farnesilacion, que puede usarse como biomarcador de los niveles de difosfato de farnesilo celular. Se us6 un
anticuerpo que reconoce especificamente la farnesilacion reducida de RAP1A para medir la actividad de FDPS
después de la transduccion con LV-shFDPS sola o en combinacion con &cido zoledronico. Se infectaron células de
carcinoma hepatocelular humano HepG2 con vectores lentiviricos que contenian la secuencia de ARNhc n.? 4 de
FDPS. Para las células tratadas con acido zoledrénico, se afiadié acido zoledrénico (Sigma) durante las Gltimas
24 horas. Después de 48 horas, las células se lisaron con tampén de lisis NP-40 y la proteina se cuantifico con el
reactivo de ensayo de proteinas Bio-Rad. Se sometieron a electroforesis muestras de proteinas a 50 microgramos en
geles de Bis-Tris al 4-12 % (Thermo Scientific) y se transfirieron a membranas de PVDF (EMD Millipore). Se realiz
una inmunotransferencia usando un anticuerpo anti FDPS (Thermo Scientific), anti RAP1A (Santa Cruz) y anti actina
(Sigma) como control de carga de proteinas. Los anticuerpos se unieron con anticuerpos secundarios conjugados con
HRP y se detectaron con un escaner Licor ¢c-DiGit Blot usando el reactivo Immobilon Western ECL (EMD Millipore).
Un aumento en la intensidad de la banda de RAP1A se correlaciona con una farnesilacién reducida. La
desfarnesilacién de RAP1A se produjo s6lo en las células transducidas con LV-shFDPS y tratadas con acido
zoledronico.

Ejemplo 14 - Tratamiento de un sujeto con cancer

LV-FDPS es un medicamento genético suministrado por un vector lentivirico mediante administracion local
en el lugar del carcinoma hepatocelular no resecable en estadio tardio

Un ensayo clinico de Fase | ensayara la seguridad y viabilidad de suministrar LV-FDPS al lugar del carcinoma

hepatocelular (HCC) usando canulacion del higado guiada por ultrasonido en pacientes sin radioterapia o
quimioterapia concomitantes. Se predice racionalmente que este estudio dard como resultado un tratamiento exitoso
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del HCC. El estudio es un estudio sin enmascaramiento, con un aumento de dosis de 4 x 3 (4 intervalos de dosis,
hasta 3 sujetos por dosis) para identificar la dosis maxima tolerable de LV-FDPS en pacientes de 18 afios 0 mas con
HCC no resecable en estadio llI/IV.

LV-FDPS es una terapia genética disefiada para reducir la expresién en células tumorales de la enzima farnesil
difosfato sintasa. Los estudios experimentales muestran que las células tumorales modificadas por LV-FDPS inducen
la actividad antitumoral de los linfocitos T gamma delta humanos, incluyendo la capacidad de destruir tumores
mediante citotoxicidad celular.

Los sujetos con lesiones diana 21 cm de didametro mas largo (medidas mediante TC helicoidal) y 4,9 cm de diametro
maximo y que cumplen los criterios de inclusion y exclusién detallados a continuacién, se inscriben en la siguiente
categoria de dosificacion disponible. Se inscriben un maximo de 3 sujetos para cada grupo de dosificacion. La dosis
es el nimero de unidades transductoras de LV-FDPS como se describe en los criterios de liberacion del producto,
suministradas mediante canulacién intrahepatica en un solo bolo con un volumen que no excedera de 25 ml. La dosis
minima es 1 x 10° unidades transductoras y el aumento es 10 veces hasta la siguiente dosis de 1 x 10'° unidades
transductoras, la siguiente dosis es 1 x 10" unidades transductoras y una dosis maxima de 1 x 10'2 unidades
transductoras basandose en la experiencia informada con terapia de adenovirus recombinante para HCC (Sangro et
al., A phase | clinic trial of thymidine kinase-based gene therapy in advanced hepatocellular carcinoma, 2010, Cancer
Gene Ther. 17:837-43). Los sujetos se inscriben, se tratan y se evallan durante 3 meses. Todas las evaluaciones de
seguridad se completan para cada grupo antes de inscribir y tratar a los sujetos en el siguiente nivel de dosis mas alta.
La inscripcion y el aumento de dosis continGian hasta que se alcanza una dosis maxima tolerable o se finaliza el
estudio.

La canulacién se realiza a través de la arteria subclavia izquierda hasta que la punta del catéter esté en la unién
adecuada de la arteria hepatica. La canulacion se guia por ecografia como se describe (Lin et al., Clinical effects of
intra-arterial infusion chemotherapy with cisplatin, mitomycin C, leucovor and 5-Fluorouracil for unresectable advanced
hepatocellular carcinoma, 2004, J. Chin. Med. Assoc. 67:602-10).

Medidas de los resultados principales

Seguridad: Los acontecimientos adversos sistémicos y locorregionales se clasifican segun CTCAS y se codifican
segun MedRA. Los datos de acontecimientos adversos para todos los sujetos en un intervalo de dosis Unica se
evaluaran antes del aumento de dosis. La evaluacion final de seguridad incorpora datos de todos los intervalos de
dosis.

Medidas de los resultados secundarios

»  Distribucién de la lesién y retencién de LV-FDPS después de la administracién locorregional y posterior biopsia o
necropsia para obtener tejidos.

+ Tasade respuesta objetiva (ORR) en lesiones no locales diana y medibles (si estan presentes) mediante analisis
fisico, imagenes médicas o biopsia durante los 3 meses posteriores al tratamiento.

* Niveles de LV-FDPS en el torrente sanguineo durante 10 minutos, 30 minutos, 1 hora y 1 dia después de la
inyeccion local.

»  Cambios en los marcadores de la funcién hepatica, incluyendo ALP, ALT, ASAT, bilirrubina total y GGT durante
los 3 meses posteriores al tratamiento.

» Pacientes con supervivencia libre de enfermedad mas alla del control histérico (sin LV-FDPS) en un analisis ad
hoc.

Criterios de inclusion

* Mayores de 18 afios e incluyendo tanto hombres como mujeres.

» Diagnéstico confirmado por histologia o citologia o basado en estandares clinicos actualmente aceptados de
carcinoma hepatocelular de origen de células parenquimatosas que no es susceptible, en el momento de la
seleccion, de reseccion, trasplante u otras terapias potencialmente curativas.

» El médico tratante determina que la lesién es susceptible de suministro locorregional dirigido.

» Lalesion diana debe representar una enfermedad medible con un diametro mas largo unidimensional de 21,0 cm
mediante tomografia computarizada; el diametro maximo mas largo es <5,0 cm.

» Puntuacion del rendimiento de Karnofsky del 60-80 % de los valores ECOG.

» Esperanza de vida 212 semanas.

« Funcién hematopoyética: WBC 22.500/mm?, ANC 21000/mm?3; Hemoglobina =8 g/dl; Recuento de plaquetas
250.000/mm3; Coagulacion INR 1,3,

» ASTyALT <5 veces el LSN; ALPS <5 veces el LSN. Bilirrubina <1,5 veces el LSV; Creatina <1,5 veces el LSN y
eGFR 250.

» Funcion tiroidea: T3 total o T3 libre, T4 total o T4 libre y THC <CTCAE Anomalia de grado 2.

» Funcién renal, cardiovascular y respiratoria adecuadas a criterio del médico tratante.

« Funcién inmunitaria: Linfocitos T Vgamma9Vdelta2+ circulantes 230/mm?3; ninguna enfermedad de
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inmunodeficiencia.
* Negativo para HIV mediante serologia y prueba de ARN virico.
» Consentimiento informado por escrito.

Criterios de exclusion

» Lesion diana contigua a, que abarca o infiltra un vaso sanguineo.

»  HCC primario susceptible de reseccioén, trasplante u otras terapias potencialmente curativas.

»  Cirugia hepatica o quimioembolizacién en los Gltimos 4 meses.

» Radiacién hepatica o radioterapia de cuerpo entero en los Ultimos 4 meses.

»  Quimioterapia con 4 semanas o cualquier uso de nitrosourea, mitomicina C o cisplatino.

»  Recepcion actual o en las dltimas 4 semanas de terapia con aminobisfosfonato

+ Agentes en investigacion en las Ultimas 4 semanas o <5 semividas del farmaco.

»  Deterioro de la cicatrizacion de heridas debido a la diabetes.

»  Enfermedad psiquiatrica importante, dependencia del alcohol o consumo de drogas ilicitas.

»  Reticencia a cumplir con los protocolos del estudio y los requisitos de presentacién de informes.

»  Tratamiento con aminobisfosfonato en los Gltimos 4 meses.

» Presencia de trastornos cardiovasculares, cerebrovasculares (apoplejia), inmunitarios (excepto infeccion por el
virus de la hepatitis B o C, hepatitis virica o cirrosis), endocrinos o del sistema nervioso central clinicamente
significativos; encefalopatia actual; sangrado por varices que haya requerido hospitalizacién o transfusion en los
ultimos 4 meses.

»  Antecedentes de HIV o sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

»  Tratamiento actual o previo con medicamentos antirretroviricos.

+ Embarazo, lactancia o negativa a adoptar el uso de anticonceptivos quimicos o de barrera durante el ensayo y el
intervalo de seguimiento.

LV-FDPS es un medicamento geneético suministrado por un vector lentivirico mediante administracion local
en el lugar del carcinoma hepatocelular no resecable en estadio tardio - Administracion complementaria de
aminobisfosfonato

Un ensayo clinico de Fase | ensayara la seguridad y viabilidad de suministrar LV-FDPS al lugar del carcinoma
hepatocelular (HCC) usando canulacion del higado guiada por ultrasonido en pacientes con quimioterapia
concomitante con aminobisfosfonato. Se predice racionalmente que este estudio dara como resultado un tratamiento
exitoso del HCC. El estudio es un estudio sin enmascaramiento, con un aumento de dosis de 4 x 3 (4 intervalos de
dosis, hasta 3 sujetos por dosis) para identificar la dosis maxima tolerable de LV-FDPS en pacientes de 18 afios o
mas con HCC no resecable en estadio IlI/1V.

LV-FDPS es una terapia genética disefiada para reducir la expresién en células tumorales de la enzima farnesil
difosfato sintasa. Los estudios experimentales muestran que las células tumorales modificadas por LV-FDPS inducen
la actividad antitumoral de los linfocitos T gamma delta humanos, incluyendo la capacidad de destruir tumores
mediante citotoxicidad celular. Los estudios experimentales anteriores también mostraron el potencial de interacciones
positivas entre LV-FDPS y farmacos de aminobisfosfonato especificos que pueden prescribirse en enfermedades
primarias o metastasicas. Para este estudio, los sujetos recibiran dosis crecientes de LV-FDPS con una dosis de
tratamiento de referencia continua con Aredia® (pamidronato), Zometa® (acido zoledrénico) o Actonel® (risedronato)
segun el consejo del médico y la preferencia del sujeto.

Los sujetos con lesiones diana 21 cm de didametro mas largo (medidas mediante TC helicoidal) y 4,9 cm de diametro
maximo y que cumplen los criterios de inclusion y exclusion detallados a continuacion, se inscriben y comienzan con
la terapia con aminobisfosfonato. 30 dias después, se evalla de nuevo el tamafio de la lesién diana para garantizar
que los sujetos aun cumplan con los criterios iniciales para LV-FDPS. Los sujetos sin respuesta clinica objetiva al
aminobisfosfonato se inscriben en la siguiente categoria de dosificacion disponible de LV-FDPS. Se inscriben un
maximo de 3 sujetos para cada grupo de dosificacion y todos contindian con aminobisfosfonato durante la duracién del
estudio, a menos que el médico tratante indique lo contrario. La dosis de LV-FDPS es el niumero de unidades
transductoras de LV-FDPS como se describe en los criterios de liberacion del producto, suministradas mediante
canulacién intrahepatica en un solo bolo con un volumen que no excedera de 25 ml. La dosis minima es 1 x
10° unidades transductoras y el aumento es 10 veces hasta la siguiente dosis de 1 x 10'° unidades transductoras, la
siguiente dosis es 1 x 10" unidades transductoras y una dosis maxima de 1 x 102 unidades transductoras basandose
en la experiencia informada con terapia de adenovirus recombinante para HCC (Sangro et al., A phase | clinic trial of
thymidine kinase-based gene therapy in advanced hepatocellular carcinoma, 2010, Cancer Gene Ther. 17:837-43).
Los sujetos se inscriben, se tratan y se evallan durante 3 meses. Todas las evaluaciones de seguridad se completan
para cada grupo antes de inscribir y tratar a los sujetos en el siguiente nivel de dosis mas alta. La inscripcion y el
aumento de dosis contintian hasta que se alcanza una dosis maxima tolerable o se finaliza el estudio.

La canulacién se realiza a través de la arteria subclavia izquierda hasta que la punta del catéter esté en la unién

adecuada de la arteria hepatica. La canulacion se guia por ecografia como se describe (Lin et al., Clinical effects of
intra-arterial infusion chemotherapy with cisplatin, mitomycin C, leucovor and 5-Fluorouracil for unresectable advanced
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hepatocellular carcinoma, 2004, J. Chin. Med. Assoc. 67:602-10).
Medidas de los resultados principales

Seguridad: Los acontecimientos adversos sistémicos y locorregionales se clasifican segun CTCAS y se codifican
segun MedRA. Los datos de acontecimientos adversos para todos los sujetos en un intervalo de dosis Unica se
evaluaran antes del aumento de dosis. La evaluacién final de seguridad incorpora datos de todos los intervalos de
dosis.

Medidas de los resultados secundarios

» Distribucion de la lesion y retencion de LV-FDPS después de la administracion locorregional y posterior biopsia o
necropsia para obtener tejidos.

» Tasa de respuesta objetiva (ORR) en lesiones no locales diana y medibles (si estan presentes) mediante analisis
fisico, imagenes médicas o biopsia durante los 3 meses posteriores al tratamiento.

* Niveles de LV-FDPS en el torrente sanguineo durante 10 minutos, 30 minutos, 1 hora y 1 dia después de la
inyeccion local.

» Cambios en los marcadores de la funcién hepatica, incluyendo ALP, ALT, ASAT, bilirrubina total y GGT durante
los 3 meses posteriores al tratamiento.

» Pacientes con supervivencia libre de enfermedad mas alla del control histérico (sin LV-FDPS) en un analisis ad
hoc.

Criterios de inclusion

* Mayores de 18 afios e incluyendo tanto hombres como mujeres.

» Diagnéstico confirmado por histologia o citologia o basado en estandares clinicos actualmente aceptados de
carcinoma hepatocelular de origen de células parenquimatosas que no es susceptible, en el momento de la
seleccion, de reseccion, trasplante u otras terapias potencialmente curativas.

» El médico tratante determina que la lesién es susceptible de suministro locorregional dirigido.

» Lalesion diana debe representar una enfermedad medible con un diametro mas largo unidimensional de 21,0 cm
mediante tomografia computarizada; el diametro maximo mas largo es <5,0 cm.

» Puntuacion del rendimiento de Karnofsky del 60-80 % de los valores ECOG.

» Esperanza de vida 212 semanas.

« Funcién hematopoyética: WBC 22.500/mm?, ANC 21000/mm?3; Hemoglobina =8 g/dl; Recuento de plaquetas
250.000/mm3; Coagulacion INR £1,3,

» ASTyALT <5 veces el LSN; ALPS <5 veces el LSN. Bilirrubina <1,5 veces el LSV; Creatina <1,5 veces el LSN y
eGFR 250.

» Funcion tiroidea: T3 total o T3 libre, T4 total o T4 libre y THC <CTCAE Anomalia de grado 2.

» Funcién renal, cardiovascular y respiratoria adecuadas a criterio del médico tratante.

« Funcién inmunitaria: Linfocitos T Vgamma9Vdelta2+ circulantes 230/mm?; ninguna enfermedad de
inmunodeficiencia.

* Negativo para HIV mediante serologia y prueba de ARN virico.

+ Consentimiento informado por escrito.

Criterios de exclusion

» Intolerancia o reticencia a continuar con la terapia complementaria con aminobisfosfonato.

* Respuesta clinica objetiva después de la terapia con aminobisfosfonato.

» Lesioén diana contigua a, que abarca o infiltra un vaso sanguineo.

» HCC primario susceptible de reseccion, trasplante u otras terapias potencialmente curativas.

» Cirugia hepatica o quimioembolizacion en los Ultimos 4 meses.

» Radiacion hepatica o radioterapia de cuerpo entero en los Ultimos 4 meses.

+ Quimioterapia, excluyendo aminobisfosfonato, en las 4 semanas anteriores o0 cualquier uso de nitrosourea,
mitomicina C o cisplatino.

+ Agentes en investigacion en las Gltimas 4 semanas o <5 semividas del farmaco.

+ Deterioro de la cicatrizacion de heridas debido a la diabetes.

» Enfermedad psiquiatrica importante, dependencia del alcohol o consumo de drogas ilicitas.

» Reticencia a cumplir con los protocolos del estudio y los requisitos de presentacion de informes.

» Presencia de trastornos cardiovasculares, cerebrovasculares (apoplejia), inmunitarios (excepto infeccién por el
virus de la hepatitis B o C, hepatitis virica o cirrosis), endocrinos o del sistema nervioso central clinicamente
significativos; encefalopatia actual; sangrado por varices que haya requerido hospitalizacion o transfusién en los
ultimos 4 meses.

» Antecedentes de HIV o sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

» Tratamiento actual o previo con medicamentos antirretroviricos.

» Embarazo, lactancia o negativa a adoptar el uso de anticonceptivos quimicos o de barrera durante el ensayo y el
intervalo de seguimiento.
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Ejemplo 15 - Tratamiento de un sujeto con una o mas enfermedades viricas cronicas del higado LV-FDPS es
un medicamento genético suministrado por un vector lentivirico mediante administracion local al higado para
el tratamiento del virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, HIV u otra infeccion virica del higado

Un ensayo clinico de Fase | ensayara la seguridad y viabilidad de suministrar LV-FDPS al higado infectado viricamente
usando canulacién guiada por ultrasonido. Se predice racionalmente que este estudio dara como resultado el
tratamiento exitoso de las infecciones del higado. El estudio es un estudio sin enmascaramiento, con aumento de
dosis de 4 x 3 (4 intervalos de dosis, hasta 3 sujetos por dosis) para identificar la dosis maxima tolerable de LV-FDPS
en pacientes de 18 afios 0 mas con enfermedad virica crénica del higado resistente a la quimioterapia.

LV-FDPS es una terapia genética disefiada para reducir la expresién en células tumorales de la enzima farnesil
difosfato sintasa. Los estudios experimentales muestran que las células tumorales modificadas por LV-FDPS inducen
linfocitos T gamma delta humanos, incluyendo una capacidad de citotoxicidad celular contra células infectadas por
virus.

Los sujetos con infeccién virica confirmada del higado, incluyendo el virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, HIV
u otros virus, se inscriben en la siguiente categoria de dosificacion de LV-FDPS disponible. Se inscriben un maximo
de 3 sujetos para cada grupo de dosificacién. La dosis de LV-FDPS es el nimero de unidades transductoras de LV-
FDPS como se describe en los criterios de liberacién del producto, suministradas mediante canulacion intrahepatica
en un solo bolo con un volumen que no excedera de 25 ml. La dosis minima es 1 x 10° unidades transductoras y el
aumento es 10 veces hasta la siguiente dosis de 1 x 10'° unidades transductoras, la siguiente dosis es 1 x
10" unidades transductoras y una dosis maxima de 1 x 10'2 unidades transductoras basandose en la experiencia
informada con terapia de adenovirus recombinante para HCC (Sangro et al., A phase | clinic trial of thymidine kinase-
based gene therapy in advanced hepatocellular carcinoma, 2010, Cancer Gene Ther. 17:837-43). Los sujetos se
inscriben, se tratan y se evaldan durante 3 meses. Todas las evaluaciones de seguridad se completan para cada grupo
antes de inscribir y tratar a los sujetos en el siguiente nivel de dosis mas alta. La inscripcion y el aumento de dosis
contindan hasta que se alcanza una dosis maxima tolerable o se finaliza el estudio.

La canulacién se realiza a través de la arteria subclavia izquierda hasta que la punta del catéter esté en la unién
adecuada de la arteria hepatica. La canulacion se guia por ecografia como se describe (Lin et al., Clinical effects of
intra-arterial infusion chemotherapy with cisplatin, mitomycin C, leucovor and 5-Fluorouracil for unresectable advanced
hepatocellular carcinoma, 2004, J. Chin. Med. Assoc. 67:602-10).

Medidas de los resultados principales

Seguridad: Los acontecimientos adversos sistémicos y locorregionales se clasifican segun CTCAS y se codifican
segun MedRA. Los datos de acontecimientos adversos para todos los sujetos en un intervalo de dosis Unica se
evaluaran antes del aumento de dosis. La evaluacion final de seguridad incorpora datos de todos los intervalos de
dosis.

Medidas de los resultados secundarios

» Distribucion de la lesion y retencion de LV-FDPS después de la administracion locorregional y posterior biopsia o
necropsia para obtener tejidos.

» Tasa de respuesta objetiva (ORR) medida como respuesta virica sostenida (SVR, por sus siglas en inglés) dentro
del érgano o sistémicamente durante los 3 meses posteriores al tratamiento.

* Niveles de LV-FDPS en el torrente sanguineo durante 10 minutos, 30 minutos, 1 hora y 1 dia después de la
inyeccion local.

» Cambios en los marcadores de la funcién hepatica, incluyendo ALP, ALT, ASAT, bilirrubina total y GGT durante
los 3 meses posteriores al tratamiento.

» Pacientes con supervivencia libre de enfermedad mas alla del control histérico (sin LV-FDPS) en un analisis ad
hoc.

Criterios de inclusion

* Mayores de 18 afios e incluyendo tanto hombres como mujeres.

» Diagnéstico confirmado por histologia o citologia o basado en estandares clinicos actualmente aceptados de
infeccion virica cronica del higado que no es susceptible, en el momento de la seleccion, de reseccion, trasplante
u otras terapias potencialmente curativas.

» El médico tratante determina que la lesién es susceptible de suministro locorregional dirigido.

» Puntuacion del rendimiento de Karnofsky del 60-80 % de los valores ECOG.

» Esperanza de vida 212 semanas.

« Funcién hematopoyética: WBC 22.500/mm?, ANC 21000/mm?3; Hemoglobina =8 g/dl; Recuento de plaquetas
250.000/mm3; Coagulacion INR 1,3,

» ASTyALT <5 veces el LSN; ALPS <5 veces el LSN. Bilirrubina <1,5 veces el LSV; Creatina <1,5 veces el LSN y
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eGFR 250.

» Funcion tiroidea: T3 total o T3 libre, T4 total o T4 libre y THC <CTCAE Anomalia de grado 2.

» Funcién renal, cardiovascular y respiratoria adecuadas a criterio del médico tratante.

« Funcién inmunitaria: Linfocitos T Vgamma9Vdelta2+ circulantes 230/mm?3; ninguna enfermedad de
inmunodeficiencia.

* Negativo para HIV mediante serologia y prueba de ARN virico.

+ Consentimiento informado por escrito.

Criterios de exclusion

» Enfermedad virica crénica susceptible de reseccion, trasplante u otras terapias potencialmente curativas.

» Cirugia hepatica o quimioembolizacion en los Ultimos 4 meses.

» Radiacion hepatica o radioterapia de cuerpo entero en los Ultimos 4 meses.

+ Agentes en investigacion en las Gltimas 4 semanas o <5 semividas del farmaco.

+ Recepcién actual (en las dltimas 4 semanas) o en curso de terapia con aminobisfosfonato.

+ Deterioro de la cicatrizacion de heridas debido a la diabetes.

+ Enfermedad psiquiatrica importante, dependencia del alcohol o consumo de drogas ilicitas.

» Reticencia a cumplir con los protocolos del estudio y los requisitos de presentacion de informes.

» Presencia de trastornos cardiovasculares, cerebrovasculares (apoplejia), inmunitarios (excepto infeccién virica,
hepatitis virica o cirrosis), endocrinos o del sistema nervioso central clinicamente significativos; encefalopatia
actual; sangrado por varices que haya requerido hospitalizacién o transfusion en los Ultimos 4 meses.

» Embarazo, lactancia o negativa a adoptar el uso de anticonceptivos quimicos o de barrera durante el ensayo y el
intervalo de seguimiento.

LV-FDPS es un medicamento genético suministrado por un vector lentivirico mediante administracion local al
higado para el tratamiento del virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, HIV u otra infeccion virica del
higado - terapia complementaria concomitante con aminobisfosfonato

Un ensayo clinico de Fase | ensayara la seguridad y viabilidad de suministrar LV-FDPS al higado infectado viricamente
usando canulacién guiada por ultrasonido. Se predice racionalmente que este estudio dara como resultado el
tratamiento exitoso de las infecciones del higado. El estudio es un estudio sin enmascaramiento, con aumento de
dosis de 4 x 3 (4 intervalos de dosis, hasta 3 sujetos por dosis) para identificar la dosis maxima tolerable de LV-FDPS
en pacientes de 18 afios 0 mas con enfermedad virica crénica del higado resistente a la quimioterapia.

LV-FDPS es una terapia genética disefiada para reducir la expresién en células tumorales de la enzima farnesil
difosfato sintasa. Los estudios experimentales muestran que las células tumorales modificadas por LV-FDPS inducen
linfocitos T gamma delta humanos, incluyendo una capacidad de citotoxicidad celular contra células infectadas por
virus. Los estudios experimentales anteriores también mostraron el potencial de interacciones positivas entre LV-FDPS
y farmacos de aminobisfosfonato especificos que pueden prescribirse durante una enfermedad infecciosa. Para este
estudio, los sujetos recibiran dosis crecientes de LV-FDPS con una dosis de tratamiento de referencia continua con
Aredia® (pamidronato), Zometa® (acido zoledrénico) o Actonel® (risedronato) segun el consejo del médico y la
preferencia del sujeto.

Los sujetos con infeccién virica confirmada del higado, incluyendo el virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C,
virus de la hepatitis C, HIV u otros virus, iniciaran la terapia con aminobisfosfonato durante 45 dias antes de volver a
realizar la selecciéon para cumplir con los criterios de inscripcion para el tratamiento de una enfermedad infecciosa con
LV-FDPS. Los sujetos aptos se inscriben en la siguiente categoria de dosificacion de LV-FDPS disponible. Se inscriben
un maximo de 3 sujetos para cada grupo de dosificacién. La dosis de LV-FDPS es el nimero de unidades
transductoras de LV-FDPS como se describe en los criterios de liberacion del producto, suministradas mediante
canulacién intrahepatica en un solo bolo con un volumen que no excedera de 25 ml. La dosis minima es 1 x
10° unidades transductoras y el aumento es 10 veces hasta la siguiente dosis de 1 x 10'° unidades transductoras, la
siguiente dosis es 1 x 10" unidades transductoras y una dosis maxima de 1 x 102 unidades transductoras basandose
en la experiencia informada con terapia de adenovirus recombinante para HCC (Sangro et al., A phase | clinic trial of
thymidine kinase-based gene therapy in advanced hepatocellular carcinoma, 2010, Cancer Gene Ther. 17:837-43).
Los sujetos se inscriben, se tratan y se evallan durante 3 meses. Todas las evaluaciones de seguridad se completan
para cada grupo antes de inscribir y tratar a los sujetos en el siguiente nivel de dosis mas alta. La inscripcion y el
aumento de dosis contintian hasta que se alcanza una dosis maxima tolerable o se finaliza el estudio.

La canulacién se realiza a través de la arteria subclavia izquierda hasta que la punta del catéter esté en la unién
adecuada de la arteria hepatica. La canulacion se guia por ecografia como se describe (Lin et al., Clinical effects of
intra-arterial infusion chemotherapy with cisplatin, mitomycin C, leucovor and 5-Fluorouracil for unresectable advanced
hepatocellular carcinoma, 2004, J. Chin. Med. Assoc. 67:602-10).

Medidas de los resultados principales

Seguridad: Los acontecimientos adversos sistémicos y locorregionales se clasifican segun CTCAS y se codifican
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Medidas de los resultados secundarios

Distribucién de la lesion y retencion de LV-FDPS después de la administracion locorregional y posterior biopsia o
necropsia para obtener tejidos.

Tasa de respuesta objetiva (ORR) medida como respuesta virica sostenida (SVR, por sus siglas en inglés) dentro
del érgano o sistémicamente durante los 3 meses posteriores al tratamiento.

Niveles de LV-FDPS en el torrente sanguineo durante 10 minutos, 30 minutos, 1 hora y 1 dia después de la
inyeccion local.

Cambios en los marcadores de la funcion hepatica, incluyendo ALP, ALT, ASAT, bilirrubina total y GGT durante
los 3 meses posteriores al tratamiento.

Pacientes con supervivencia libre de enfermedad mas alla del control histérico (sin LV-FDPS) en un analisis ad
hoc.

Criterios de inclusion

Mayores de 18 afios e incluyendo tanto hombres como mujeres.

Diagnéstico confirmado por histologia o citologia o basado en estandares clinicos actualmente aceptados de
infeccion virica cronica del higado que no es susceptible, en el momento de la seleccion, de reseccion, trasplante
u otras terapias potencialmente curativas.

El médico tratante determina que la lesion es susceptible de suministro locorregional dirigido.

Puntuacién del rendimiento de Karnofsky del 60-80 % de los valores ECOG.

Esperanza de vida 212 semanas.

Funcién hematopoyética: WBC 22.500/mm?; ANC 21000/mm?; Hemoglobina 28 g/dl; Recuento de plaquetas
250.000/mm3; Coagulacion INR 1,3,

AST y ALT <5 veces el LSN; ALPS <5 veces el LSN. Bilirrubina <1,5 veces el LSV; Creatina <1,5 veces el LSN y
eGFR 250.

Funcién tiroidea: T3 total o T3 libre, T4 total o T4 libre y THC <CTCAE Anomalia de grado 2.

Funcién renal, cardiovascular y respiratoria adecuadas a criterio del médico tratante.

Funcién inmunitaria: Linfocitos T Vgamma9Vdelta2+ circulantes 230/mm3; ninguna enfermedad de
inmunodeficiencia.

Negativo para HIV mediante serologia y prueba de ARN virico.

Consentimiento informado por escrito.

Criterios de exclusion

Enfermedad virica cronica susceptible de reseccion, trasplante u otras terapias potencialmente curativas.

Cirugia hepatica o quimioembolizacion en los Ultimos 4 meses.

Radiacién hepatica o radioterapia de cuerpo entero en los Ultimos 4 meses.

Agentes en investigacion en las Ultimas 4 semanas o <5 semividas del farmaco.

Deterioro de la cicatrizacion de heridas debido a la diabetes.

Enfermedad psiquiatrica importante, dependencia del alcohol o consumo de drogas ilicitas.

Reticencia a cumplir con los protocolos del estudio y los requisitos de presentacién de informes.

Presencia de trastornos cardiovasculares, cerebrovasculares (apoplejia), inmunitarios (excepto infeccion virica,
hepatitis virica o cirrosis), endocrinos o del sistema nervioso central clinicamente significativos; encefalopatia
actual; sangrado por varices que haya requerido hospitalizacién o transfusion en los Ultimos 4 meses.

Embarazo, lactancia o negativa a adoptar el uso de anticonceptivos quimicos o de barrera durante el ensayo y el
intervalo de seguimiento.

Secuencias

En el presente documento se hace referencia a las siguientes secuencias:

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

1

secuencia n.2 1 de ARNhc
de FDPS

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATT
GTACTCCAGGACTTTTT
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

secuencia n.2 2 de ARNhc
de FDPS

GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGA
ACGAAATCCTGCTTTTT

secuencia n.2 2 de ARNhc
de FDPS

GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGA
ACGAAATCCTGCTTTTT

secuencia n.2 4 de ARNhc
de FDPS

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTC
AGCCTCCTTCTGCTTTTT

secuencia n.2 1 de miR30
de FDPS

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCT
CAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAA
GGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTT
CAAGGGGCT

secuencia n.2 2 de miR30
de FDPS

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCT
CAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAA
GGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCA
AGGGGCT

secuencia n.2 3 de miR30
de FDPS

TGCTGTTGACAGTGAGCGACTTTCTCAGCCTCCTTCT
GCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAA
AGTTGCCTACTGCCTCGGA

secuencia n.2 1 de miR155
de FDPS

CCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGACTTTCT
CAGCCTCCTTCTGCTTTTGGCCACTGACTGAGCAGA
AGGGCTGAGAAAGTCAGGACACAAGGCCTGTTACT
AGCACTCA

secuencia n.2 1 de miR21
de FDPS

CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTTTCTC
AGCCTCCTTCTGCCTGTTGAATCTCATGGCAGAAGG
AGGCGAGAAAGTCTGACATTTTGGTATCTTTCATCT
GACCA
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

10

secuencia n.2 1 de miR185
de FDPS

GGGCCTGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGGATACTTTC

TCAGCCTCCTTCTGCTGGTCCCCTCCCCGCAGAAGG

AGGCTGAGAAAGTCCTTCCCTCCCAATGACCGCGTC
TTCGTCG

11

promotor del virus del
sarcoma de Rous (RSV)

GTAGTCTTATGCAATACTCTTGTAGTCTTGCAACAT

GGTAACGATGAGTTAGCAACATGCCTTACAAGGAG
AGAAAAAGCACCGTGCATGCCGATTGGTGGAAGTA
AGGTGGTACGATCGTGCCTTATTAGGAAGGCAACA

GACGGGTCTGACATGGATTGGACGAACCACTGAAT

TGCCGCATTGCAGAGATATTGTATTTAAGTGCCTAG
CTCGATACAATAAACG

12

repeticioén terminal larga
(LTR) en el extremo &'

GGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGC
TCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTC
AATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTG
CCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCC

TCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCA

13

sefial de empaquetamiento
Psi

TACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGG
AGAGAG

14

elemento de respuesta a
Rev (RRE)

AGGAGCTTTOGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGG
AAGCACTATGGGCGCAGCCTCAATGACGCTGACGG
TACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGC
AGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAA
CAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAG
CAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATA
CCTAAAGGATCAACAGCTCC
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

15

tramo central de polipurina
(cPPT)

TTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTG
CAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGAC
ATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAA
ATTCAAAATTTTA

16

promotores de ARNhc de
la polimerasa Ill; promotor
HA1

GAACGCTGACGTCATCAACCCGCTCCAAGGAATCG
CGGGCCCAGTGTCACTAGGCGGGAACACCCAGCGC
GCOTGCGCCCTGGCAGGAAGATGGCTGTGAGGGAC
AGGGGAGTGGCGCCCTGCAATATTTGCATGTCGCTA
TGTGTTCTGGGAAATCACCATAAACGTGAAATGTCT
TTGGATTTGGGAATCTTATAAGTTCTGTATGAGACC
ACTT

17

secuencia de WPRE larga

AATCAACCTCTGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGA
CTGGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATG
TGGATACGCTGCTTITAATGCCTTTGTATCATGCTATT
GCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATA

AATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGC

CCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGT
TTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGGGGCATTGCCA
CCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCC
CCTCCCTATTGCCACGGCGGAACTCATCGCCGCCTG
CCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGG
CACTGACAATTCCGTGGTGTTGTCGGGGAAATCATC

GTCCTTTCCTTGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGG
ATTCTGCGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCG
GCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTG
CTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTC
GCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCCT
CCCCGCCT
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

18

LTR delta en el extremo 3'

TGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGATAAGAT
CTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACC
AGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGA
ACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAG
TGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACT
CTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAG
TGTGGAAAATCTCTAGCAGTAGTAGTTCATGTCA

19

plasmido auxiliar/Rev;
promotor de la beta actina
de pollo (CAG);
transcripcion

GCTATTACCATGGGTCGAGGTGAGCCCCACGTTCTG
CTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCA
ATTTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGC
GATGGGGGCGGGGGEGGGEGGEGGCGCGCGCCAGH
CGGGGCGGGGCEGGGECGAGGGGCGGGGCGGGGLEG
AGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGG
CGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCG
GCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGC
GGGCG

20

plasmido auxiliar/Rev; Gag
del HIV; capside virica

ATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGA
ATTAGATCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAG
GGGGAAAGAAAAAATATAAATTAAAACATATAGTA
TGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAA
TCCTGGCCTGTTAGAAACATCAGAAGGCTGTAGACA
AATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAG
GATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAG
CAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATAA
AAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAA
GAGCAAAACAAAAGTAAGAAAAAAGCACAGCAAG
CAGCAGCTGACACAGGACACAGCAATCAGGTCAGC
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

CAAAATTACCCTATAGTGCAGAACATCCAGGGGCA
AATGGTACATCAGGCCATATCACCTAGAACTTTAAA
TGCATGGGTAAAAGTAGTAGAAGAGAAGGCTTTCA
GCCCAGAAGTGATACCCATGTTTTCAGCATTATCAG
AAGGAGCCACCCCACAAGATTTAAACACCATGCTA
AACACAGTGGGGGGACATCAAGCAGCCATGCAAAT
GTTAAAAGAGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAAT
GGGATAGAGTGCATCCAGTGCATGCAGGGCCTATT
GCACCAGGCCAGATGAGAGAACCAAGGGGAAGTGA
CATAGCAGGAACTACTAGTACCCTTCAGGAACAAA
TAGGATGGATGACACATAATCCACCTATCCCAGTAG
GAGAAATCTATAAAAGATGGATAATCCTGGGATTA
AATAAAATAGTAAGAATGTATAGCCCTACCAGCATT
CTGGACATAAGACAAGGACCAAAGGAACCCTTTAG
AGACTATGTAGACCGATTCTATAAAACTCTAAGAGC
CGAGCAAGCTTCACAAGAGGTAAAAAATTGGATGA
CAGAAACCTTGTTGGTCCAAAATGCGAACCCAGATT
GTAAGACTATTTTAAAAGCATTGGGACCAGGAGCG
ACACTAGAAGAAATGATGACAGCATGTCAGGGAGT
GGGGGGACCCGGCCATAAAGCAAGAGTTTTGGCTG
AAGCAATGAGCCAAGTAACAAATCCAGCTACCATA
ATGATACAGAAAGGCAATTTTAGGAACCAAAGAAA
GACTGTTAAGTGTTTCAATTGTGGCAAAGAAGGGCA
CATAGCCAAAAATTGCAGGGCCCCTAGGAAAAAGG
GCTGTTGGAAATGTGGAAAGGAAGGACACCAAATG
AAAGATTGTACTGAGAGACAGGCTAATTTTTTAGGG
AAGATCTGGCCTTCCCACAAGGGAAGGCCAGGGAA
TTTTCTTCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCACC
AGAAGAGAGCTTCAGGTTTGGGGAAGAGACAACAA
CTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCGATAGACAAGGAA
CTGTATCCTTTAGCTTCCCTCAGATCACTCTTTGGCA
GCGACCCCTCGTCACAATAA

21

plasmido auxiliar/Rev; HIV

ATGAATTTGCCAGGAAGATGGAAACCAAAAATGAT
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

Pol; proteasa y
transcriptasa inversa

AGGGGGAATTGGAGGTTTTATCAAAGTAGGACAGT
ATGATCAGATACTCATAGAAATCTGCGGACATAAA
GCTATAGGTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTC
AACATAATTGGAAGAAATCTGITGACTCAGATTGGC
TGCACTTTAAATTTTCCCATTAGTCCTATTGAGACTG
TACCAGTAAAATTAAAGCCAGGAATGGATGGCCCA
AAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGAAGAAAAAAT
AAAAGCATTAGTAGAAATTTGTACAGAAATGGAAA
AGGAAGGAAAAATTTCAAAAATTGGGCCTGAAAAT
CCATACAATACTCCAGTATTTGCCATAAAGAAAAAA
GACAGTACTAAATGGAGAAAATTAGTAGATTTCAG
AGAACTTAATAAGAGAACTCAAGATTICTGGGAAG
TTCAATTAGGAATACCACATCCTGCAGGGTTAAAAC
AGAAAAAATCAGTAACAGTACTGGATGTGGGCGAT
GCATATTTTTCAGTTCCCTTAGATAAAGACTTCAGG
AAGTATACTGCATTTACCATACCTAGTATAAACAAT
GAGACACCAGGGATTAGATATCAGTACAATGTGCTT
CCACAGGGATGGAAAGGATCACCAGCAATATTCCA
GTGTAGCATGACAAAAATCTTAGAGCCTTTTAGAAA
ACAAAATCCAGACATAGTCATCTATCAATACATGGA
TGATTTGTATGTAGGATCTGACTTAGAAATAGGGCA
GCATAGAACAAAAATAGAGGAACTGAGACAACATC
TGTTGAGGTGGGGATTTACCACACCAGACAAAAAA
CATCAGAAAGAACCTCCATTCCTTTGGATGGGTTAT
GAACTCCATCCTGATAAATGGACAGTACAGCCTATA
GTGCTGCCAGAAAAGGACAGCTGGACTGTCAATGA
CATACAGAAATTAGTGGGAAAATTGAATTGGGCAA
GTCAGATTTATGCAGGGATTAAAGTAAGGCAATTAT
GTAAACTTCTTAGGGGAACCAAAGCACTAACAGAA
GTAGTACCACTAACAGAAGAAGCAGAGCTAGAACT
GGCAGAAAACAGGGAGATTCTAAAAGAACCGGTAC
ATGGAGTGTATTATGACCCATCAAAAGACTTAATAG
CAGAAATACAGAAGCAGGGGCAAGGCCAATGGACA
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

TATCAAATTTATCAAGAGCCATTTAAAAATCTGAAA
ACAGGAAAATATGCAAGAATGAAGGGTGCCCACAC
TAATGATGTGAAACAATTAACAGAGGCAGTACAAA
AAATAGCCACAGAAAGCATAGTAATATGGGGAAAG
ACTCCTAAATTTAAATTACCCATACAAAAGGAAACA
TGGGAAGCATGGTGGACAGAGTATTGGCAAGCCAC
CTGGATTCCTGAGTGGGAGTTTGTCAATACCCCTCC
CTTAGTGAAGTTATGGTACCAGTTAGAGAAAGAAC
CCATAATAGGAGCAGAAACTTTCTATGTAGATGGG
GCAGCCAATAGGGAAACTAAATTAGGAAAAGCAGG
ATATGTAACTGACAGAGGAAGACAAAAAGTTGTCC
CCCTAACGGACACAACAAATCAGAAGACTGAGTTA
CAAGCAATTCATCTAGCTTTGCAGGATTCGGGATTA
GAAGTAAACATAGTGACAGACTCACAATATGCATT
GGGAATCATTCAAGCACAACCAGATAAGAGTGAAT
CAGAGTTAGTCAGTCAAATAATAGAGCAGTTAATA
AAAAAGGAAAAAGTCTACCTGGCATGGGTACCAGC
ACACAAAGGAATTGGAGGAAATGAACAAGTAGATG
GGTTGGTCAGTGCTGGAATCAGGAAAGTACTA

22

plasmido auxiliar/Rev;
integrasa del HIV;
integracion del ARN virico

TTITTTAGATGGAATAGATAAGGCCCAAGAAGAACA
TGAGAAATATCACAGTAATTGGAGAGCAATGGCTA
GTGATTTTAACCTACCACCTGTAGTAGCAAAAGAAA
TAGTAGCCAGCTGTGATAAATGTCAGCTAAAAGGG
GAAGCCATGCATGGACAAGTAGACTGTAGCCCAGG
AATATGGCAGCTAGATTGTACACATTTAGAAGGAA
AAGTTATCTTGGTAGCAGTTCATGTAGCCAGTGGAT
ATATAGAAGCAGAAGTAATTCCAGCAGAGACAGGG
CAAGAAACAGCATACTTCCTCTTAAAATTAGCAGGA
AGATGGCCAGTAAAAACAGTACATACAGACAATGG
CAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGCCGCCTG
TTGGTGGGCGGGGATCAAGCAGGAATTTGGCATTCC
CTACAATCCCCAAAGTCAAGGAGTAATAGAATCTAT
GAATAAAGAATTAAAGAAAATTATAGGACAGGTAA

45




ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

GAGATCAGGCTGAACATCTTAAGACAGCAGTACAA
ATGGCAGTATTCATCCACAATTTTAAAAGAAAAGG
GGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAG
TAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAA
TTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGG
GTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCAGTTTGGAA
AGGACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAGGTGAAGGGG
CAGTAGTAATACAAGATAATAGTGACATAAAAGTA
GTGCCAAGAAGAAAAGCAAAGATCATCAGGGATTA
TGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAA
GTAGACAGGATGAGGATTAA

23

plasmido auxiliar/Rev; RRE
del HIV; se une al elemento
Rev

AGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGG
AAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATGACGCTGACGG
TACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGC
AGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAA
CAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAG
CAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATA
CCTAAAGGATCAACAGCTCCT

24

plasmido auxiliar/Rev; Rev
del HIV; exportacion
nuclear y estabilizacion del
ARNmM virico

ATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAAC
TCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATC
AAAGCAACCCACCTCCCAATCCCGAGGGGACCCGA
CAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAG
AGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGG
ATCCTTAGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCT
GTGCCTCTTCAGCTACCACCGCTTGAGAGACTTACT
CTTGATTGTAACGAGGATTGTGGAACTTCTGGGACG
CAGGGGGTGGGAAGCCCTCAAATATTGGTGGAATC
TCCTACAATATTGGAGTCAGGAGCTAAAGAATAG

46




ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

25

Envoltura; promotor de
CMV; transcripcion

ACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAAT
TACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTT
CCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGG
CTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAAT
AATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGAC

TTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTA
AACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT
GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAA
ATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTT
ATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATT
AGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCA
GTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACG
GGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGG
GAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCC
AAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAAT
GGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAA
GC

47




ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

26

Envoltura; VSV-G; entrada
de glucoproteina a las
células de la envoltura

ATGAAGTGCCTTTTGTACTTAGCCTTTTTATTCATTG
GGGTGAATTGCAAGTTCACCATAGTTTTTCCACACA
ACCAAAAAGGAAACTGGAAAAATGTTCCTTCTAATT
ACCATTATTGCCCGTCAAGCTCAGATTTAAATTGGC
ATAATGACTTAATAGGCACAGCCTTACAAGTCAAA
ATGCCCAAGAGTCACAAGGCTATTCAAGCAGACGG
TTGGATGTGTCATGCTTCCAAATGGGTCACTACTTG
TGATTTCCGCTGGTATGGACCGAAGTATATAACACA
TTCCATCCGATCCTTCACTCCATCTGTAGAACAATG
CAAGGAAAGCATTGAACAAACGAAACAAGGAACTT
GGCTGAATCCAGGCTTCCCTCCTCAAAGTTGTGGAT
ATGCAACTGTGACGGATGCCGAAGCAGTGATTGTCC
AGGTGACTCCTCACCATGTGCTGGTTGATGAATACA
CAGGAGAATGGGTTGATTCACAGTTCATCAACGGA
AAATGCAGCAATTACATATGCCCCACTGTCCATAAC
TCTACAACCTGGCATTCTGACTATAAGGTCAAAGGG
CTATGTGATTCTAACCTCATTTCCATGGACATCACCT
TCTTCTCAGAGGACGGAGAGCTATCATCCCTGGGAA
AGGAGGGCACAGGGTTCAGAAGTAACTACTTTGCTT
ATGAAACTGGAGGCAAGGCCTGCAAAATGCAATAC
TGCAAGCATTGGGGAGTCAGACTCCCATCAGGTGTC
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ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

TGGTTCGAGATGGCTGATAAGGATCTCTTTGCTGCA
GCCAGATTCCCTGAATGCCCAGAAGGGTCAAGTATC
TCTGCTCCATCTCAGACCTCAGTGGATGTAAGTCTA
ATTCAGGACGTTGAGAGGATCTTGGATTATTCCCTC
TGCCAAGAAACCTGGAGCAAAATCAGAGCGGGTCT
TCCAATCTCTCCAGTGGATCTCAGCTATCTTGCTCCT
AAAAACCCAGGAACCGGTCCTGCTTTCACCATAATC
AATGGTACCCTAAAATACTTTGAGACCAGATACATC
AGAGTCGATATTGCTGCTCCAATCCTCTCAAGAATG
GTCGGAATGATCAGTGGAACTACCACAGAAAGGGA
ACTGTGGGATGACTGGGCACCATATGAAGACGTGG
AAATTGGACCCAATGGAGTTCTGAGGACCAGTTCA
GGATATAAGTTTCCTTTATACATGATTGGACATGGT
ATGTTGGACTCCGATCTTCATCTTAGCTCAAAGGCT
CAGGTGTTCGAACATCCTCACATTCAAGACGCTGCT
TCGCAACTTCCTGATGATGAGAGTTTATTTTTTGGTG
ATACTGGGCTATCCAAAAATCCAATCGAGCTTGTAG
AAGGTTGGTTCAGTAGTTGGAAAAGCTCTATTGCCT
CTTTTTTCTTTATCATAGGGTTAATCATTGGACTATT
CTTGGTTCTCCGAGTTGGTATCCATCTTTGCATTAAA
TTAAAGCACACCAAGAAAAGACAGATTTATACAGA
CATAGAGATGA

27

plasmido auxiliar/Rev;
potenciador temprano de
CMV (CAG); mejora de la
transcripcion

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGT
TCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACT
TACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACG
ACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTC
CCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTC
AATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCC
CTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGC
ATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTA
CTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATC

49




ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

28

plasmido auxiliar/Rev;
intron de beta actina de
pollo; mejora de la
expresion genética

GGAGTCGCTGCGTTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTC

CGCGCCGCCTCGCGLCCGCCCGCCCCGGCTCTGACTG
ACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGG
CCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTAA
TGACGGCTCGTTTCTTTTCTGTGGCTGCGTGAAAGC
CTTAAAGGGCTCCGGGAGGGCCCTTTGTGCGGGGG
GGAGCGGCTCGGGGGGTGCGTGCGTGTGTGTGTGC
GTGGGGAGCGCCGCGTGCGGCCCGCGCTGCCCGGC
GGCTGTGAGCGCTGCGGGCGCGGCGCGGGGCTTTG
TGCGCTCCGCGTGTGCGCGAGGGGAGCGCGGCCGH
GGGCGGETGCCCCGCGETGCGGGEEGEGCTGCGAGGG
GAACAAAGGCTGCGTGCGGGGTGTGTGCGTGGGGEG
GGTGAGCAGGGGGTGTGGGCGCGGCGGTCGGGCTG
TAACCCCCCCCTGCACCCCCCTCCCCGAGTTGCTGA
GCACGGCCCGGCTTCGGGTGCGGGGCTCCGTGCGG
GGCGTGGCGCGGGGCTCGCCGTGCCGGGCGEGEGHE
TGGCGGCAGGTGGGGGETGCCGGGCGGGGCGGGEEC
GCCTCGGGCCGGGGAGGGCTCGGGGGAGGOGGCGCG
GCGGCCCCGGAGCGCCGGLCGGECTAGTCGAGGCGLCGO
CGAGCCGCAGCCATTGCCTTITTATGGTAATCGTGCG
AGAGGGCGCAGGGACTTCCTTTGTCCCAAATCTGGC
GGAGCCGAAATCTGGGAGGCGCCGCCGCACCCCCT
CTAGCGGGCGCGGGCGAAGCGGTGCGGCGCCGGCA
GGAAGGAAATGGGCGGGGAGGGCCTTCGTGCGTCG
CCGCGCCGCCATCCCCTTCTCCATCTCCAGCCTCGG
GGCTGCCGCAGGGGGACGGCTGCCTTCGGGGGGGA
CGGGGCAGGGCGGGGTTCGGCTTCTGGCGTGTGAC
CGGCGG

50




ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

29

plasmido auxiliar/Rev; poli
A de beta globina de
conejo; estabilidad del ARN

AGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACAT
CATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATA
AAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAA
TTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGAG
GGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGGT
TTAGAGTTTGGCAACATATGCCATATGCTGGCTGCC

ATGAACAAAGGTGGCTATAAAGAGGTCATCAGTAT
ATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTATTCCAT
AGAAAAGCCTTGACTTGAGGTTAGATTTTTTTTATA
TTTTGTTTTGTGTTATTTITTTITCTTTAACATCCCTAAA
ATTTTCCTTACATGTTTITACTAGCCAGATTTTTCCTC
CTCTCCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTC
TCTTATGAAGATC

30

Envoltura; intron de beta
globina; mejora de la
expresion genética

GTGAGTTTGGGGACCCTTGATTGTTCTTTCTTITTTCG
CTATTGTAAAATTCATGTTATATGGAGGGGGCAAAG
TTTTCAGGGTGTTGTTTAGAATGGGAAGATGTCCCT
TGTATCACCATGGACCCTCATGATAATTTTGTTTCTT
TCACTTTCTACTCTGTTGACAACCATTGTCTCCTCTT
ATTTTCTTTTCATTTTCTGTAACTTTTTCGTTAAACTT
TAGCTTGCATTTGTAACGAATTTTTAAATTCACTTTT
GTTTATTTGTCAGATTGTAAGTACTTTCTCTAATCAC
TTTTTITTCAAGGCAATCAGGGTATATTATATTGTAC
TTCAGCACAGTTTTAGAGAACAATTGTTATAATTAA
ATGATAAGGTAGAATATTTCTGCATATAAATTCTGG
CTGGCGTGGAAATATTCTTATTGGTAGAAACAACTA
CACCCTGGTCATCATCCTGCCTTTCTCTTTATGGTTA
CAATGATATACACTGTTTGAGATGAGGATAAAATAC
TCTGAGTCCAAACCGGGCCCCTCTGCTAACCATGTT
CATGCCTTCTTCTICTTTCCTACAG
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ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

31

Envoltura; poli A de beta
globina de conejo;
estabilidad del ARN

AGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACAT
CATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATA
AAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAA
TTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGAG
GGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGGT
TTAGAGTTTGGCAACATATGCCCATATGCTGGCTGC
CATGAACAAAGGTTGGCTATAAAGAGGTCATCAGT
ATATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTITATTCC
ATAGAAAAGCCTTGACTTGAGGTTAGATTTITTTTITA
TATTTTGTTTTGTGTTATTITTTTTCTTITAACATCCCTA

AAATTTTCCTTACATGTTTTACTAGCCAGATTTTTCC
TCCTCTCCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCT
TCTCTTATGGAGATC

32

Cebador

TAAGCAGAATTCATGAATTTGCCAGGAAGAT

33

Cebador

CCATACAATGAATGGACACTAGGCGGCCGCACGAA
T
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ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

34

Gag, Pol, fragmento de
integrasa

GAATTCATGAATTTGCCAGGAAGATGGAAACCAAA
AATGATAGGGGGAATTGGAGGTTTTATCAAAGTAA
GACAGTATGATCAGATACTCATAGAAATCTGCGGA
CATAAAGCTATAGGTACAGTATTAGTAGGACCTACA
CCTGTCAACATAATTGGAAGAAATCTGTTGACTCAG
ATTGGCTGCACTTTAAATTTTCCCATTAGTCCTATIG
AGACTGTACCAGTAAAATTAAAGCCAGGAATGGAT
GGCCCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGAAGA
AAAAATAAAAGCATTAGTAGAAATTTGTACAGAAA
TGGAAAAGGAAGGAAAAATTTCAAAAATTGGGCCT
GAAAATCCATACAATACTCCAGTATITGCCATAAAG
AAAAAAGACAGTACTAAATGGAGAAAATTAGTAGA
TTTCAGAGAACTTAATAAGAGAACTCAAGATTTCTG
GGAAGTTCAATTAGGAATACCACATCCTGCAGGGTT
AAAACAGAAAAAATCAGTAACAGTACTGGATGTGG
GCGATGCATATTTTTCAGTTCCCTTAGATAAAGACT
TCAGGAAGTATACTGCATTTACCATACCTAGTATAA
ACAATGAGACACCAGGGATTAGATATCAGTACAAT
GTGCTTCCACAGGGATGGAAAGGATCACCAGCAAT
ATTCCAGTGTAGCATGACAAAAATCTTAGAGCCTTT
TAGAAAACAAAATCCAGACATAGTCATCTATCAAT
ACATGGATGATTTGTATGTAGGATCTGACTTAGAAA
TAGGGCAGCATAGAACAAAAATAGAGGAACTGAGA
CAACATCTGTTGAGGTGGGGATTTACCACACCAGAC
AAAAAACATCAGAAAGAACCTCCATTCCTTTGGATG
GGTTATGAACTCCATCCTGATAAATGGACAGTACAG
CCTATAGTGCTGCCAGAAAAGGACAGCTGGACTGT
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ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

CAATGACATACAGAAATTAGTGGGAAAATTGAATT
GGGCAAGTCAGATTTATGCAGGGATTAAAGTAAGG
CAATTATGTAAACTTCTTAGGGGAACCAAAGCACTA
ACAGAAGTAGTACCACTAACAGAAGAAGCAGAGCT
AGAACTGGCAGAAAACAGGGAGATTCTAAAAGAAC
CGGTACATGGAGTGTATTATGACCCATCAAAAGACT
TAATAGCAGAAATACAGAAGCAGGGGCAAGGCCAA
TGGACATATCAAATTTATCAAGAGCCATTTAAAAAT
CTGAAAACAGGAAAGTATGCAAGAATGAAGGGTGC
CCACACTAATGATGTGAAACAATTAACAGAGGCAG
TACAAAAAATAGCCACAGAAAGCATAGTAATATGG
GGAAAGACTCCTAAATTTAAATTACCCATACAAAA
GGAAACATGGGAAGCATGGTGGACAGAGTATTGGC
AAGCCACCTGGATTCCTGAGTGGGAGTTTGTCAATA
CCCCTCCCTTAGTGAAGTTATGGTACCAGTTAGAGA
AAGAACCCATAATAGGAGCAGAAACTTTCTATGTA
GATGGGGCAGCCAATAGGGAAACTAAATTAGGAAA
AGCAGGATATGTAACTGACAGAGGAAGACAAAAAG
TTGTCCCCCTAACGGACACAACAAATCAGAAGACT
GAGTTACAAGCAATTCATCTAGCTTTGCAGGATTCG
GGATTAGAAGTAAACATAGTGACAGACTCACAATA
TGCATTGGGAATCATTCAAGCACAACCAGATAAGA
GTGAATCAGAGTTAGTCAGTCAAATAATAGAGCAG
TTAATAAAAAAGGAAAAAGTCTACCTGGCATGGGT
ACCAGCACACAAAGGAATTGGAGGAAATGAACAAG
TAGATAAATTGGTCAGTGCTGGAATCAGGAAAGTA
CTATTTTTAGATGGAATAGATAAGGCCCAAGAAGA
ACATGAGAAATATCACAGTAATTGGAGAGCAATGG
CTAGTGATTTTAACCTACCACCTGTAGTAGCAAAAG
AAATAGTAGCCAGCTGTGATAAATGTCAGCTAAAA
GGGGAAGCCATGCATGGACAAGTAGACTGTAGCCC
AGGAATATGGCAGCTAGATTGTACACATTTAGAAG
GAAAAGTTATCTTGGTAGCAGTTCATGTAGCCAGTG

54




ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

GATATATAGAAGCAGAAGTAATTCCAGCAGAGACA
GGGCAAGAAACAGCATACTTCCTCTTAAAATTAGCA
GGAAGATGGCCAGTAAAAACAGTACATACAGACAA
TGGCAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGCCGC
CTGTTGGTGGGCGGGGATCAAGCAGGAATTTGGCA
TTCCCTACAATCCCCAAAGTCAAGGAGTAATAGAAT
CTATGAATAAAGAATTAAAGAAAATTATAGGACAG
GTAAGAGATCAGGCTGAACATCTTAAGACAGCAGT
ACAAATGGCAGTATTCATCCACAATTTTAAAAGAAA
AGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGA
ATAGTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAA
AGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATT
TTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCAGTTT
GGAAAGGACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAGGTGAA
GGGGCAGTAGTAATACAAGATAATAGTGACATAAA
AGTAGTGCCAAGAAGAAAAGCAAAGATCATCAGGG
ATTATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTIGTG
GCAAGTAGACAGGATGAGGATTAA

35

fragmento de ADN que
contiene Rev, RRE y poli A
de beta globina de conejo

TCTAGAATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGA
AGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTCT
CTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCCGAGGGGA
CCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGG
AGAGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGA
ACGGATCCTTGGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGA
GCCTGTGCCTCTTCAGCTACCACCGCTTGAGAGACT
TACTCTTGATTGTAACGAGGATTGTGGAACTTCTGG
GACGCAGGGGGTGGGAAGCCCTCAAATATTGGTGG
AATCTCCTACAATATTGGAGTCAGGAGCTAAAGAAT
AGAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCA
GGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATGACGCTGAC
GGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCA
GCAGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGC
AACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCA
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ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

AGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGA
TACCTAAAGGATCAACAGCTCCTAGATCTTTTTCCC
TCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTT
GAGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAATTTATT
TTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCT
CACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTA
AAACATCAGAATGAGTATTTGGTTTAGAGTTTGGCA
ACATATGCCATATGCTGGCTGCCATGAACAAAGGTG
GCTATAAAGAGGTCATCAGTATATGAAACAGCCCC
CTGCTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGCCTTGA
CTTGAGGTTAGATTTTTTTTATATTTTGTTTTGTGTT
ATTTTTTTCTTTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACAT
GTTTTACTAGCCAGATTTTTCCTCCTCTCCTGACTAC
TCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTCTCTTATGAAGATC
CCTCGACCTGCAGCCCAAGCTTGGCGTAATCATGGT
CATAGCTGTITTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCAC
AATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGT
GTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTC
ACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG
TCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCGGATCCGCATCTCA
ATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGC
CCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATT
CTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTITTTTATTITATGC
AGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCA
GAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTT
TTGCAAAAAGCTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAAT
GGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCAC
AAATAAAGCATTTTTTITCACTGCATTCTAGTTGTGGT
TTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCAGCGGCCG
CCCCGGG

36

fragmento de ADN que
contiene CAG

secuencia de
potenciador/promotor/intrén

ACGCGTTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTC
ATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTAC
ATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCC
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ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

CAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTA
TGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTG
ACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCA
CTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTAC
GCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGC
CTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTT
TCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGC
TATTACCATGGGTCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCT
TCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAAT
TTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCG
ATGGGGGCGGGGGGGEGEGEGEGEEGCECGCGCCAGGT
GGGGECGEGEGEGECEGEEGECEAGGEEECEEEECGEEGEEGA
GGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGC
GCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGG
CGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCG
GGCGGGAGTCGCTGCGTTGCCTTCGCCCCGTGCCCC
GCTCCGCGCCGCCTCGCGCCGCCCGCCCCGGCTCTG
ACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGG
ACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCGCTTGG
TTTAATGACGGCTCGTITTCTTTTCTGTGGCTGCGTGA
AAGCCTTAAAGGGCTCCGGGAGGGCCCTTTGTGCG
GGGGGGAGCGGCTCGGGGGGTGCGTGCGTGTGTGT
GTGCGTGGGGAGCGCCGCGTGCGGCCCGCGCTGCC
CGGCGGCTGTGAGCGCTGCGGGCGCGGCGCGGGGL
TTTGTGCGCTCCGCGTGTGCGCGAGGGGAGCGCGGC
CGGGGGCGGTGCCCCGCGGTGCGGGGGGGCTGCGA
GGGGAACAAAGGCTGCGTGCGGGGTGTGTGCGTGG
GGGGGTGAGCAGGGGGTGTGGGCGCGGCGOTCGGEG
CTGTAACCCCCCCCTGCACCCCCCTCCCCGAGTTGC
TGAGCACGGCCCGGCTTCGGGTGCGGGGCTCCGTGL
GGGGCGTGGCGCGGGGCTCGCCGTGCCGGGCGGGEG
GGTGGCGGCAGGTGGGGGTGCCGGGCGGEGCGGEGE
CCGCCTCGGGCCGGGGAGGGCTCGGGGGAGGGGCG
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ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

CGGCGGCCCCGGAGCGCCGGCGGCTGTCGAGGCGC
GGCGAGCCGCAGCCATTGCCTTTTATGGTAATCGTG
CGAGAGGGCGCAGGGACTTCCTITGTCCCAAATCTG
GCGGAGCCGAAATCTGGGAGGCGCCGCCGCACCCC
CTCTAGCGGGCGCGGGCGAAGCGGTGCGGCGCCGG
CAGGAAGGAAATGGGCGGGGAGGGCCTTCGTGCAT
CGCCGCGCCGCCAGTCCCCTTCTCCATCTCCAGCCTC
GGGGCTGCCGCAGGGGGACGGCTGCCTTCGGGGGG
GACGGGGCAGGGCGGGGETTCGGCTTCTGGCGTGTG
ACCGGCGGGAATTC

37

fragmento de ADN que
contiene VSV-G

GAATTCATGAAGTGCCTTTTGTACTTAGCCTTTTTAT
TCATTGGGGTGAATTGCAAGTTCACCATAGTTTTTC
CACACAACCAAAAAGGAAACTGGAAAAATGTTCCT
TCTAATTACCATTATTGCCCGTCAAGCTCAGATTTA
AATTGGCATAATGACTTAATAGGCACAGCCTTACAA
GTCAAAATGCCCAAGAGTCACAAGGCTATTCAAGC
AGACGGTTGGATGTGTCATGCTTCCAAATGGGTCAC
TACTTIGTGATTTCCGCTGGTATGGACCGAAGTATAT
AACACATTCCATCCGATCCTTCACTCCATCTGTAGA
ACAATGCAAGGAAAGCATTGAACAAACGAAACAAG
GAACTTGGCTGAATCCAGGCTTCCCTCCTCAAAGTT
GTGGATATGCAACTGTGACGGATGCCGAAGCAGTG
ATTGTCCAGGTGACTCCTCACCATGTGCTGGTTGAT
GAATACACAGGAGAATGGGTTGATTCACAGTTCATC
AACGGAAAATGCAGCAATTACATATGCCCCACTGTC
CATAACTCTACAACCTGGCATTCTGACTATAAGGTC
AAAGGGCTATGTGATTCTAACCTCATTTCCATGGAC
ATCACCTTCTTCTCAGAGGACGGAGAGCTATCATCC
CTGGGAAAGGAGGGCACAGGGTTCAGAAGTAACTA
CTTTGCTTATGAAACTGGAGGCAAGGCCTGCAAAAT
GCAATACTGCAAGCATTGGGGAGTCAGACTCCCATC
AGGTGTCTGGTTCGAGATGGCTGATAAGGATCTCTT
TGCTGCAGCCAGATTCCCTGAATGCCCAGAAGGGTC
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

AAGTATCTCTGCTCCATCTCAGACCTCAGTGGATGT
AAGTCTAATTCAGGACGTTGAGAGGATCTTGGATTA
TTCCCTCTGCCAAGAAACCTGGAGCAAAATCAGAG
CGGGTCTTCCAATCTCTCCAGTGGATCTCAGCTATC
TTGCTCCTAAAAACCCAGGAACCGGTCCTGCTTTCA
CCATAATCAATGGTACCCTAAAATACTTTGAGACCA
GATACATCAGAGTCGATATTGCTGCTCCAATCCTCT
CAAGAATGGTCGGAATGATCAGTGGAACTACCACA
GAAAGGGAACTGTGGGATGACTGGGCACCATATGA
AGACGTGGAAATTGGACCCAATGGAGTTCTGAGGA
CCAGTTCAGGATATAAGTTTCCTTTATACATGATTG
GACATGGTATGTTGGACTCCGATCTTCATCTTAGCT
CAAAGGCTCAGGTGTTCGAACATCCTCACATTCAAG
ACGCTGCTTCGCAACTTCCTGATGATGAGAGTTTAT
TTTTTGGTGATACTGGGCTATCCAAAAATCCAATCG
AGCTTGTAGAAGGTTGGTTCAGTAGTTGGAAAAGCT
CTATTGCCTCTTITTTCTTTATCATAGGGTTAATCAT
TGGACTATTCTITGGTTCTCCGAGTTGGTATCCATCTT
TGCATTAAATTAAAGCACACCAAGAAAAGACAGAT
TTATACAGACATAGAGATGAGAATTC

38

Rev; promotor de RSV;
transcripcion

ATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAAC
TCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATC
AAAGCAACCCACCTCCCAATCCCGAGGGGACCCGA
CAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAG
AGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGG
ATCCTTAGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCT
GTGCCTCTTCAGCTACCACCGCTTGAGAGACTTACT
CTTGATTGTAACGAGGATTGTGGAACTTCTGGGACG
CAGGGGGTGGGAAGCCCTCAAATATTGGTGGAATC
TCCTACAATATTGGAGTCAGGAGCTAAAGAATAG
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ES 2965 357 T3

(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

39

Rev; Rev del HIV;
exportacion nuclear y
estabilizacién de

ARNmMm virico

ATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAAC
TCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATC
AAAGCAACCCACCTCCCAATCCCGAGGGGACCCGA

CAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAG
AGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGG
ATCCTTAGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCT
GTGCCTCTTCAGCTACCACCGCTTGAGAGACTTACT
CTTGATTGTAACGAGGATTGTGGAACTTCTGGGACG
CAGGGGGTGGGAAGCCCTCAAATATTGGTGGAATC
TCCTACAATATTGGAGTCAGGAGCTAAAGAATAG
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40

promotor del RSV y Rev
del HIV

CAATTGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTATCTG
AGGGGACTAGGGTGTGTTTAGGCGAAAAGCGGGGC
TTCGGTTGTACGCGGTTAGGAGTCCCCTCAGGATAT
AGTAGTTTICGCTTTTGCATAGGGAGGGGGAAATGTA
GTCTTATGCAATACACTTGTAGTCTTGCAACATGGT
AACGATGAGTTAGCAACATGCCTTACAAGGAGAGA
AAAAGCACCGTGCATGCCGATTGGTGGAAGTAAGG
TGGTACGATCGTGCCTTATTAGGAAGGCAACAGAC
AGGTCTGACATGGATTGGACGAACCACTGAATTCCG
CATTGCAGAGATAATTGTATTTAAGTGCCTAGCTCG
ATACAATAAACGCCATTTGACCATTCACCACATTGG
TGTGCACCTCCAAGCTCGAGCTCGTTTAGTGAACCG
TCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGA
CCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCC
CTCGAAGCTAGCGATTAGGCATCTCCTATGGCAGGA
AGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCAAGGC
AGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAAGCAACCC
ACCTCCCAATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAA
GGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAG
ACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCCTTAGCAC
TTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCTGTGCCTCTTCA
GCTACCACCGCTTGAGAGACTTACTCTTGATTGTAA
CGAGGATTGTGGAACTTCTGGGACGCAGGGGGTGG
GAAGCCCTCAAATATTGGTGGAATCTCCTACAATAT
TGGAGTCAGGAGCTAAAGAATAGTCTAGA

41

Elongacion
Promotor del factor 1 alfa
(EF 1-alfa)

CCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGG
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GAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCC
GAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGT
CGCCGTGAACGTTCTTTTTICGCAACGGGTTTGCCGC
CAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCG
GGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCGTGC
CTTGAATTACTTCCACGCCCCTGGCTGCAGTACGTG
ATTCTTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGG
GAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCCCCTTCG
CCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGG
GGCCGCCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCC
TGICTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAGCCATTTAAA
ATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTTTCTGGCA
AGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACAC
TGGTATTTCGGTTTITTGGGGCCGCGGGCGGCGACGG
GGCCCGTGCGTCCCAGCGCACATGTTCGGCGAGGC
GGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATCGGACGG
GGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCT
GGCCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCG
GCAAGGCTGGCCCGGTCGGCACCAGTTGCGTGAGC
GGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGA
GCTCAAAATGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGG
GCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTT
TCCGTCCTCAGCCGTCGCTTCATGTGACTCCACGGA
GTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTC
GAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGA
GGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTG
GGTGGAGACTGAAGTTAGGCCAGCTTGGCACTTGAT
GTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGA
TCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAA
AGTTTTTTTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGA

42

Promotor; PGK

GGGGTTGGGGTTGCGCCTTITCCAAGGCAGCCCTGG
GTTTGCGCAGGGACGCGGCTGCTCTGGGCGTGGTTC
CGGGAAACGCAGCGGCGCCGACCCTGGGTCTCGCA
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CATTCTTCACGTCCGTTCGCAGCGTCACCCGGATCT
TCGCCGCTACCCTTGTGGGCCCCCCGGCGACGCTTC
CTGCTCCGCCCCTAAGTCGGGAAGGTTCCTTGCGGT
TCGCGGCGTGCCGGACGTGACAAACGGAAGCCGCA
CGTCTCACTAGTACCCTCGCAGACGGACAGCGCCAG
GGAGCAATGGCAGCGCGCCGACCGCGATGGGCTGT
GGCCAATAGCGGCTGCTCAGCAGGGCGCGCCGAGA
GCAGCGGCCGGGAAGGGGCGGTGCGGGAGGCGGG
GTGTGGGGCGGTAGTGTGGGCCCTGTTCCTGCCCGC
GCGGTGTTCCGCATTCTGCAAGCCTCCGGAGCGCAC
GTCGGCAGTCGGCTCCCTCGTTGACCGAATCACCGA
CCTCTCTCCCCAG

43

Promotor; UbC

GCGCCGGAGTTTTGGCGCCTCCCGCGGGCGCCCCCCT
CCTCACGGCGAGCGCTGCCACGTCAGACGAAGGGC
GCAGGAGCGTTCCTGATCCTTCCGCCCGGACGCTCA
GGACAGCGGCCCGCTGCTCATAAGACTCGGCCTTAG
AACCCCAGTATCAGCAGAAGGACATTTITAGGACGG
GACTTGGGTGACTCTAGGGCACTGGTTTTCTTTCCA
GAGAGCGGAACAGGCGAGGAAAAGTAGTCCCTTICT
CGGCGATTCTGCGGAGGGATCTCCGTGGGGCGGTG
AACGCCGATGATTATATAAGGACGCGCCGGGTGTG
GCACAGCTAGTTCCGTCGCAGCCGGGATTTGGGTCG
CGGTTCTTGTTTGTGGATCGCTGTGATCGTCACTTGG
TGAGTTGCGGGCTGCTGGGCTGGCCGGGGCTTTCGT
GGCCGLCCGGGCCGCTCGGTGGGACGGAAGCGTGTG
GAGAGACCGCCAAGGGCTGTAGTCTGGGTCCGCGA
GCAAGGTTGCCCTGAACTGGGGGTTGGGGGGAGCG
CACAAAATGGCGGCTGTTCCCGAGTCTTGAATGGAA
GACGCTTGTAAGGCGGGCTGTGAGGTCGTTGAAAC
AAGGTGGGGGGCATGGTGGGCGGCAAGAACCCAAG
GTCTTGAGGCCTTCGCTAATGCGGGAAAGCTCTTAT
TCGGGTGAGATGGGCTGGGGCACCATCTGGGGACC
CTGACGTGAAGTTTGTCACTGACTGGAGAACTCGGG
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TTTGTCGTCTGGTTGCGGGGGCGGCAGTTATGCGGT
GCCGTTGGGCAGTGCACCCGTACCTTTGGGAGCGCG
CGCCTCGTCGTGTCGTGACGTCACCCGTTCTGTTGG
CTTATAATGCAGGGTGGGGCCACCTGCCGGTAGGTG
TGCGGTAGGCTTTTCTCCGTCGCAGGACGCAGGGTT
CGGGCCTAGGGTAGGCTCTCCTGAATCGACAGGCG
CCGGACCTCTGGTGAGGGGAGGGATAAGTGAGGCG
TCAGTTTCTTTGGTCGGTTTTATGTACCTATCTTCTT
AAGTAGCTGAAGCTCCGGTTTTGAACTATGCGCTCG
GGGTTGGCGAGTGTGTTTITGTGAAGTTITTTTAGGCA
CCTTTTGAAATGTAATCATTTGGGTCAATATGTAAT
TTTCAGTGTTAGACTAGTAAA

44

poli A; SV40

GTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAA
TAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTC
ACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAA
TGTATCTTATCA

45

poli A; bGH

GACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGC
CCCTCCCCCATGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCC
ACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATT
GCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTG
GGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGG
ATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCG
GTGGGCTCTATGG
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46

Envoltura; RD114

ATGAAACTCCCAACAGGAATGGTCATTTTATGTAGC
CTAATAATAGTTCGGGCAGGGTTTGACGACCCCCGC
AAGGCTATCGCATTAGTACAAAAACAACATGGTAA
ACCATGCGAATGCAGCGGAGGGCAGGTATCCGAGG
CCCCACCGAACTCCATCCAACAGGTAACTTGCCCAG
GCAAGACGGCCTACTTAATGACCAACCAAAAATGG
AAATGCAGAGTCACTCCAAAAAATCTCACCCCTAGC
GGGGGAGAACTCCAGAACTGCCCCTGTAACACTTTC
CAGGACTCGATGCACAGTTCTTGTTATACTGAATAC
CGGCAATGCAGGGCGAATAATAAGACATACTACAC
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GGCCACCTTGCTTAAAATACGGTCTGGGAGCCTCAA
CGAGGTACAGATATTACAAAACCCCAATCAGCTCCT
ACAGTCCCCTTGTAGGGGCTCTATAAATCAGCCCGT
TTGCTGGAGTGCCACAGCCCCCATCCATATCTCCGA
TGGTGGAGGACCCCTCGATACTAAGAGAGTGTGGA
CAGTCCAAAAAAGGCTAGAACAAATTCATAAGGCT
ATGCATCCTGAACTTCAATACCACCCCTTAGCCCTG
CCCAAAGTCAGAGATGACCTTAGCCTTGATGCACGG
ACTTTTGATATCCTGAATACCACTTTTAGGTTACTCC
AGATGTCCAATTTTAGCCTTGCCCAAGATTGTTGGC
TCTGTTTAAAACTAGGTACCCCTACCCCTCTTGCGA
TACCCACTCCCICTTTAACCTACTCCCTAGCAGACTC
CCTAGCGAATGCCTCCTGTCAGATTATACCTCCCCT
CTTGGTTCAACCGATGCAGTTCTCCAACTCGTCCTG
TTTATCTTCCCCTTTCATTAACGATACGGAACAAAT
AGACTTAGGTGCAGTCACCTTTACTAACTGCACCTC
TGTAGCCAATGTCAGTAGTCCTTTATGTGCCCTAAA
CGGGTCAGTCTTCCTCTGTGGAAATAACATGGCATA
CACCTATTTACCCCAAAACTGGACAGGACTTTGCGT
CCAAGCCTCCCTCCTCCCCGACATTGACATCATCCC
GGGGGATGAGCCAGTCCCCATTCCTGCCATTGATCA
TTATATACATAGACCTAAACGAGCTGTACAGTTCAT
CCCTTTACTAGCTGGACTGGGAATCACCGCAGCATT
CACCACCGGAGCTACAGGCCTAGGTGTCTCCGTCAC
CCAGTATACAAAATTATCCCATCAGITAATATCTGA
TGTCCAAGTCTTATCCGGTACCATACAAGATTITACA
AGACCAGGTAGACTCGTTAGCTGAAGTAGTTCTCCA
AAATAGGAGGGGACTGGACCTACTAACGGCAGAAC
AAGGAGGAATTTGTTTAGCCTTACAAGAAAAATGCT
GTTTTTATGCTAACAAGTCAGGAATTGTGAGAAACA
AAATAAGAACCCTACAAGAAGAATTACAAAAACGC
AGGGAAAGCCTGGCATCCAACCCTICTCTGGACCGG
GCTGCAGGGCTTTCTTCCGTACCTCCTACCTCTCCTG
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GGACCCCTACTCACCCTCCTACTCATACTAACCATT
GGGCCATGCGTTTTCAATCGATTGGTCCAATTTGTT
AAAGACAGGATCTCAGTGGTCCAGGCTCTGGTTITTG
ACTCAGCAATATCACCAGCTAAAACCCATAGAGTA
CGAGCCATGA

47

Envoltura; GALV

ATGCTTCTCACCTCAAGCCCGCACCACCTTCGGCAC
CAGATGAGTCCTGGGAGCTGGAAAAGACTGATCAT
CCTCTTAAGCTGCGTATTCGGAGACGGCAAAACGA
GTCTGCAGAATAAGAACCCCCACCAGCCTGTGACCC
TCACCTGGCAGGTACTGTCCCAAACTGGGGACGTTG
TCTGGGACAAAAAGGCAGTCCAGCCCCTTTGGACTT
GGTGGCCCTCTCTTACACCTGATGTATGTGCCCTGG
CGGCCGGTCTTGAGTCCTGGGATATCCCGGGATCCG
ATGTATCGTCCTCTAAAAGAGTTAGACCTCCTGATT
CAGACTATACTGCCGCTTATAAGCAAATCACCTGGG
GAGCCATAGGGTGCAGCTACCCTCGGGCTAGGACC
AGGATGGCAAATTCCCCCTTCTACGTGTGTCCCCGA
GCTGGCCGAACCCATTCAGAAGCTAGGAGGTGTGG
GGGGCTAGAATCCCTATACTGTAAAGAATGGAGTT
GTGAGACCACGGGTACCGTTTATTGGCAACCCAAGT
CCTCATGGGACCTCATAACTGTAAAATGGGACCAA
AATGTGAAATGGGAGCAAAAATTTCAAAAGTGTGA
ACAAACCGGCTGGTGTAACCCCCTCAAGATAGACTT
CACAGAAAAAGGAAAACTCTCCAGAGATTGGATAA
CGGAAAAAACCTGGGAATTAAGGTTCTATGTATATG
GACACCCAGGCATACAGTTGACTATCCGCTTAGAGG
TCACTAACATGCCGGTTGTGGCAGTGGGCCCAGACC
CTGTCCTTGCGGAACAGGGACCTCCTAGCAAGCCCC
TCACTCTCCCTCTCTCCCCACGGAAAGCGCCGCCCA
CCCCTCTACCCCCGGCGGCTAGTGAGCAAACCCCTG
CGGTGCATGGAGAAACTGTTACCCTAAACTCTCCGC
CTCCCACCAGTGGCGACCGACTCTTTGGCCTTGTGC
AGGGGGCCTTCCTAACCTTGAATGCTACCAACCCAG
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GGGCCACTAAGTCTTGCTGGCTCTGTTTGGGCATGA
GCCCCCCTTATTATGAAGGGATAGCCTCTTCAGGAG
AGGTCGCTTATACCTCCAACCATACCCGATGCCACT
GGGGGGCCCAAGGAAAGCTTACCCTCACTGAGGTC
TCCGGACTCGGGTCATGCATAGGGAAGGTGCCTCTT
ACCCATCAACATCTTTGCAACCAGACCTTACCCATC
AATTCCTCTAAAAACCATCAGTATCTGCTCCCCTCA
AACCATAGCTGGTGGGCCTGCAGCACTGGCCTCACC
CCCTGCCTCTCCACCTCAGTTTTTAATCAGTCTAAAG
ACTTCTGTGTCCAGGTCCAGCTGATCCCCCGCATCT
ATTACCATTCTGAAGAAACCTTGTTACAAGCCTATG
ACAAATCACCCCCCAGGTTTAAAAGAGAGCCTGCCT
CACTTACCCTAGCTGTCTTCCTGGGGTTAGGGATTG
CGGCAGGTATAGGTACTGGCTCAACCGCCCTAATTA
AAGGGCCCATAGACCTCCAGCAAGGCCTAACCAGC
CTCCAAATCGCCATTGACGCTGACCTCCGGGCCCTT
CAGGACTCAATCAGCAAGCTAGAGGACTCACTGAC
TTCCCTATCTGAGGTAGTACTCCAAAATAGGAGAGG
CCTTGACTTACTATTCCTTAAAGAAGGAGGCCTICTG
CGCGGCCCTAAAAGAAGAGTGCTGTTTTTATGTAGA
CCACTCAGGTGCAGTACGAGACTCCATGAAAAAAC
TTAAAGAAAGACTAGATAAAAGACAGTTAGAGCGC
CAGAAAAACCAAAACTGGTATGAAGGGTGGTTCAA
TAACTCCCCTTGGTTTACTACCCTACTATCAACCATC
GCTGGGCCCCTATTGCTCCTCCTTTITGTTACTCACTC
TTGGGCCCTGCATCATCAATAAATTAATCCAATTCA
TCAATGATAGGATAAGTGCAGTCAAAATTTTAGTCC
TTAGACAGAAATATCAGACCCTAGATAACGAGGAA
AACCTTTAA

48

Envoltura; FUG

ATGGTTCCGCAGGTTCTTITTGTITTGTACTCCTTCTGG
GTTTTTCGTTGTGTTITCGGGAAGTTCCCCATTITACAC
GATACCAGACGAACTTGGTCCCTGGAGCCCTATTGA
CATACACCATCTCAGCTGTCCAAATAACCTGGTITGT
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GGAGGATGAAGGATGTACCAACCTGTCCGAGTTCTC
CTACATGGAACTCAAAGTGGGATACATCTCAGCCAT
CAAAGTGAACGGGTTCACTTGCACAGGTGTTGTGAC
AGAGGCAGAGACCTACACCAACTTIGTTGGTTATGT
CACAACCACATTCAAGAGAAAGCATTTCCGCCCCAC
CCCAGACGCATGTAGAGCCGCGTATAACTGGAAGA
TGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCCCTACAC
AATCCATACCCCGACTACCACTGGCTTCGAACTGTA
AGAACCACCAAAGAGTCCCTCATTATCATATCCCCA
AGTGTGACAGATTTGGACCCATATGACAAATCCCTT
CACTCAAGGGTCTTCCCTGGCGGAAAGTGCTCAGGA
ATAACGGETGTCCTCTACCTACTGCTCAACTAACCAT
GATTACACCATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACCA
AGGACACCTTGTGACATTTTTACCAATAGCAGAGGG
AAGAGAGCATCCAACGGGAACAAGACTTGCGGCTT
TGTGGATGAAAGAGGCCTGTATAAGTCTCTAAAAG
GAGCATGCAGGCTCAAGTTATGTGGAGTTCTTGGAC
TTAGACTTATGGATGGAACATGGGTCGCGATGCAA
ACATCAGATGAGACCAAATGGTGCCCTCCAGATCA
GTTGGTGAATTTGCACGACTTTCGCTCAGACGAGAT
CGAGCATCTCGTTGTGGAGGAGTTAGTTAAGAAAA
GAGAGGAATGTCTGGATGCATTAGAGTCCATCATG
ACCACCAAGTCAGTAAGTTTCAGACGTCTCAGTCAC
CTGAGAAAACTTGTCCCAGGGTTTGGAAAAGCATAT
ACCATATTCAACAAAACCTTGATGGAGGCTGATGCT
CACTACAAGTCAGTCCGGACCTGGAATGAGATCATC
CCCTCAAAAGGGTGTTTGAAAGTTGGAGGAAGGTG
CCATCCTCATGTGAACGGGGTGTTTTTCAATGGTAT
AATATTAGGGCCTGACGACCATGTCCTAATCCCAGA
GATGCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGTT
GTTGGAATCTTCAGTTATCCCCCTGATGCACCCCCT
GGCAGACCCTTCTACAGTTTTCAAAGAAGGTGATGA
GGCTGAGGATTTTGTTGAAGTTCACCTCCCCGATGT
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49 Envoltura; LCMV

70

GTACAAACAGATCTCAGGGGTTGACCTGGGTCTCCC
GAACTGGGGAAAGTATGTATTGATGACTGCAGGGG
CCATGATTGGCCTGGTGTTGATATTTTCCCTAATGA
CATGGTGCAGAGTTGGTATCCATCTTTGCATTAAAT
TAAAGCACACCAAGAAAAGACAGATTTATACAGAC
ATAGAGATGAACCGACTTGGAAAGTAA

ATGGGTCAGATTGTGACAATGTTTGAGGCTCTGCCT
CACATCATCGATGAGGTGATCAACATTGTCATTATT
GTGCTTATCGTGATCACGGGTATCAAGGCTGTCTAC
AATTTTGCCACCTGTGGGATATTCGCATTGATCAGT
TTCCTACTTCTGGCTGGCAGGTCCTGTGGCATGTAC
GGTCTTAAGGGACCCGACATTTACAAAGGAGTTTAC
CAATTTAAGTCAGTGGAGTTTGATATGTCACATCTG
AACCTGACCATGCCCAACGCATGTTCAGCCAACAAC
TCCCACCATTACATCAGTATGGGGACTTCTGGACTA
GAATTGACCTTCACCAATGATTCCATCATCAGTCAC
AACTTTTGCAATCTGACCTCTGCCTTCAACAAAAAG
ACCTTTGACCACACACTCATGAGTATAGTTTCGAGC
CTACACCTCAGTATCAGAGGGAACTCCAACTATAAG
GCAGTATCCTGCGACTTCAACAATGGCATAACCATC
CAATACAACTTGACATTCTCAGATCGACAAAGTGCT
CAGAGCCAGTGTAGAACCTTCAGAGGTAGAGTCCT
AGATATGTTTAGAACTGCCTTCGGGGGGAAATACAT
GAGGAGTGGCTGGGGCTGGACAGGCTCAGATGGCA
AGACCACCTGGTGTAGCCAGACGAGTTACCAATAC
CTGATTATACAAAATAGAACCTGGGAAAACCACTG
CACATATGCAGGTCCTTTTGGGATGTCCAGGATTCT
CCTTTCCCAAGAGAAGACTAAGTTCTTCACTAGGAG
ACTAGCGGGCACATTCACCTGGACTTTGTCAGACTC
TTCAGGGGTGGAGAATCCAGGTGGTTATTGCCTGAC
CAAATGGATGATTCTTGCTGCAGAGCTTAAGTGTTIT
CGGGAACACAGCAGTTGCGAAATGCAATGTAAATC
ATGATGCCGAATTCTGTGACATGCTGCGACTAATTG
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ACTACAACAAGGCTGCTTTGAGTAAGTTCAAAGAG
GACGTAGAATCTGCCTTGCACTTATTCAAAACAACA
GTGAATTCTTTGATTTCAGATCAACTACTGATGAGG
AACCACTTGAGAGATCTGATGGGGGTGCCATATTGC
AATTACTCAAAGTTTTGGTACCTAGAACATGCAAAG
ACCGGCGAAACTAGTGTCCCCAAGTGCTGGCTTGTC
ACCAATGGTTCTTACTTAAATGAGACCCACTTCAGT
GATCAAATCGAACAGGAAGCCGATAACATGATTAC
AGAGATGTTGAGGAAGGATTACATAAAGAGGCAGG
GGAGTACCCCCCTAGCATTGATGGACCTTCTGATGT
TTTCCACATCTGCATATCTAGTCAGCATCTTCCTGCA
CCTTGTCAAAATACCAACACACAGGCACATAAAAG
GTGGCTCATGTCCAAAGCCACACCGATTAACCAACA
AAGGAATTTGTAGTTGTGGTGCATTTAAGGTGCCTG
GTGTAAAAACCGTCTGGAAAAGACGCTGA

50

Envoltura; FPV

ATGAACACTCAAATCCTGGTTTTCGCCCTTGTGGCA
GTCATCCCCACAAATGCAGACAAAATTTGTCTTGGA
CATCATGCTGTATCAAATGGCACCAAAGTAAACAC
ACTCACTGAGAGAGGAGTAGAAGTTGTCAATGCAA
CGGAAACAGTGGAGCGGACAAACATCCCCAAAATT
TGCTCAAAAGGGAAAAGAACCACTGATCTTGGCCA
ATGCGGACTGTITAGGGACCATTACCGGACCACCTCA
ATGCGACCAATTTCTAGAATTTTCAGCTGATCTAAT
AATCGAGAGACGAGAAGGAAATGATGTTTGTTACC
CGGGGAAGTTTGTTAATGAAGAGGCATTGCGACAA
ATCCTCAGAGGATCAGGTGGGATTGACAAAGAAAC
AATGGGATTCACATATAGTGGAATAAGGACCAACG
GAACAACTAGTGCATGTAGAAGATCAGGGTCTTCAT
TCTATGCAGAAATGGAGTGGCTCCTGTCAAATACAG
ACAATGCTGCTTTCCCACAAATGACAAAATCATACA
AAAACACAAGGAGAGAATCAGCTCTGATAGTCTGG
GGAATCCACCATTCAGGATCAACCACCGAACAGAC
CAAACTATATGGGAGTGGAAATAAACTGATAACAG

71
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TCGGGAGTTCCAAATATCATCAATCTTTTGTGCCGA
GTCCAGGAACACGACCGCAGATAAATGGCCAGTCC
GGACGGATTGATTTTCATTGGTTGATCTTGGATCCC
AATGATACAGTTACTTTTAGTTTCAATGGGGCTTTC
ATAGCTCCAAATCGTGCCAGCTTCTTGAGGGGAAAG
TCCATGGGGATCCAGAGCGATGTGCAGGTTGATGCC
AATTGCGAAGGGGAATGCTACCACAGTGGAGGGAC
TATAACAAGCAGATTGCCTTTTCAAAACATCAATAG
CAGAGCAGTTGGCAAATGCCCAAGATATGTAAAAC
AGGAAAGTTTATTATTGGCAACTGGGATGAAGAAC
GTTCCCGAACCTTCCAAAAAAAGGAAAAAAAGAGG
CCTGTTTGGCGCTATAGCAGGGTTTATTGAAAATGG
TTGGGAAGGTCTGGTCGACGGGTGGTACGGTTTCAG
GCATCAGAATGCACAAGGAGAAGGAACTGCAGCAG
ACTACAAAAGCACCCAATCGGCAATTGATCAGATA
ACCGGAAAGTTAAATAGACTCATTGAGAAAACCAA
CCAGCAATTTGAGCTAATAGATAATGAATTCACTGA
GGTGGAAAAGCAGATTGGCAATTTAATTAACTGGA
CCAAAGACTCCATCACAGAAGTATGGTCTTACAATG
CTGAACTTCTTGTGGCAATGGAAAACCAGCACACTA
TTGATTTGGCTGATTCAGAGATGAACAAGCTGTATG
AGCGAGTGAGGAAACAATTAAGGGAAAATGCTGAA
GAGGATGGCACTGGTTGCTTTGAAATTTTTCATAAA
TGTGACGATGATTGTATGGCTAGTATAAGGAACAAT
ACTTATGATCACAGCAAATACAGAGAAGAAGCGAT
GCAAAATAGAATACAAATTGACCCAGTCAAATTGA
GTAGTGGCTACAAAGATGTGATACTTTGGTTTAGCT
TCGGGGCATCATGCTTTTTGCTTCTTGCCATTGCAAT
GGGCCTTGTTTTCATATGTGTGAAGAACGGAAACAT
GCGGTGCACTATTTGTATATAA

51

Envoltura; RRV

AGTGTAACAGAGCACTTTAATGTGTATAAGGCTACT
AGACCATACCTAGCACATTGCGCCGATTGCGGGGA
CGGGTACTTCTGCTATAGCCCAGTTGCTATCGAGGA
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GATCCGAGATGAGGCGTCTGATGGCATGCTTAAGAT
CCAAGTCTCCGCCCAAATAGGTCTGGACAAGGCAG
GCACCCACGCCCACACGAAGCTCCGATATATGGCTG
GICATGATGTTCAGGAATCTAAGAGAGATTCCTTGA
GGGTGTACACGTCCGCAGCGTGCTCCATACATGGGA
CGATGGGACACTTCATCGTCGCACACTGTCCACCAG
GCGACTACCTCAAGGTTTCGTTCGAGGACGCAGATT
CGCACGTGAAGGCATGTAAGGTCCAATACAAGCAC
AATCCATTGCCGGTGGGTAGAGAGAAGTTCGTGGTT
AGACCACACTTTGGCGTAGAGCTGCCATGCACCTCA
TACCAGCTGACAACGGCTCCCACCGACGAGGAGAT
TGACATGCATACACCGCCAGATATACCGGATCGCAC
CCTGCTATCACAGACGGCGGGCAACGTCAAAATAA
CAGCAGGCGGCAGGACTATCAGGTACAACTGTACC
TGCGGCCGTGACAACGTAGGCACTACCAGTACTGA
CAAGACCATCAACACATGCAAGATTGACCAATGCC
ATGCTGCCGTCACCAGCCATGACAAATGGCAATTTA
CCTCTCCATTTGTTCCCAGGGCTGATCAGACAGCTA
GGAAAGGCAAGGTACACGTTCCGTTCCCTCTGACTA
ACGTCACCTGCCGAGTGCCGTTGGCTCGAGCGCCGG
ATGCCACCTATGGTAAGAAGGAGGTGACCCTGAGA
TTACACCCAGATCATCCGACGCTCTTCTCCTATAGG
AGTTTAGGAGCCGAACCGCACCCGTACGAGGAATG
GGTTGACAAGTTCTCTGAGCGCATCATCCCAGTGAC
GGAAGAAGGGATTGAGTACCAGTGGGGCAACAACC
CGCCGGTCTGCCTGTGGGCGCAACTGACGACCGAG
GGCAAACCCCATGGCTGGCCACATGAAATCATTCA
GTACTATTATGGACTATACCCCGCCGCCACTATTGC
CGCAGTATCCGGGGCGAGTCTGATGGCCCTCCTAAC
TCTGGCGGCCACATGCTGCATGCTGGCCACCGCGAG
GAGAAAGTGCCTAACACCGTACGCCCTGACGCCAG
GAGCGGTGGTACCGTTGACACTGGGGCTGCTTTGCT
GCGCACCGAGGGCGAATGCA
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52 Envoltura; MLV 10A1

AGTGTAACAGAGCACTTTAATGTGTATAAGGCTACT
AGACCATACCTAGCACATTGCGCCGATTGCGGGGA
CGGGTACTTCTGCTATAGCCCAGTTGCTATCGAGGA
GATCCGAGATGAGGCGTCTGATGGCATGCTTAAGA'T
CCAAGTCTCCGCCCAAATAGGTCTGGACAAGGCAG
GCACCCACGCCCACACGAAGCTCCGATATATGGCTG
GTCATGATGTTCAGGAATCTAAGAGAGATTCCTTGA
GGGTGTACACGTCCGCAGCGTGCTCCATACATGGGA
CGATGGGACACTTCATCGTCGCACACTGTICCACCAG
GCGACTACCTCAAGGTTTCGTTCGAGGACGCAGATT
CGCACGTGAAGGCATGTAAGGTCCAATACAAGCAC
AATCCATTGCCGGETGGGTAGAGAGAAGTTICGTGGTT
AGACCACACTTTGGCGTAGAGCTGCCATGCACCTCA
TACCAGCTGACAACGGCTCCCACCGACGAGGAGAT
TGACATGCATACACCGCCAGATATACCGGATCGCAC
CCTGCTATCACAGACGGCGGGCAACGTCAAAATAA
CAGCAGGCGGCAGGACTATCAGGTACAACTGTACC
TGCGGCCGTGACAACGTAGGCACTACCAGTACTGA
CAAGACCATCAACACATGCAAGATTGACCAATGCC
ATGCTGCCGTCACCAGCCATGACAAATGGCAATTTA
CCTCTCCATTTGTTCCCAGGGCTGATCAGACAGCTA
GGAAAGGCAAGGTACACGTTCCGTTCCCTCTGACTA
ACGTCACCTGCCGAGTGCCGTTGGCTCGAGCGCCGG
ATGCCACCTATGGTAAGAAGGAGGTGACCCTGAGA
TTACACCCAGATCATCCGACGCTCTTCTCCTATAGG
AGTTTAGGAGCCGAACCGCACCCGTACGAGGAATG
GGTTGACAAGTTCTCTGAGCGCATCATCCCAGTGAC
GGAAGAAGGGATTGAGTACCAGTGGGGCAACAACC
CGCCGGTCTGCCTGTGGGCGCAACTGACGACCGAG
GGCAAACCCCATGGCTGGCCACATGAAATCATTCA
GTACTATTATGGACTATACCCCGCCGCCACTATTGC
CGCAGTATCCGGGGCGAGTCTGATGGCCCTCCTAAC
TCTGGCGGCCACATGCTGCATGCTGGCCACCGCGAG
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

GAGAAAGTGCCTAACACCGTACGCCCTGACGCCAG
GAGCGGTGGTACCGTTGACACTGGGGCTGCTTTIGCT
GCGCACCGAGGGCGAATGCA

53

Envoltura; Ebola

ATGGGTGTTACAGGAATATTGCAGTTACCTCGTGAT
CGATTCAAGAGGACATCATTCTTTCTTTGGGTAATT
ATCCTTTTCCAAAGAACATTTTCCATCCCACTTGGA
GTCATCCACAATAGCACATTACAGGTTAGTGATGTC
GACAAACTGGTTTGCCGTGACAAACTGTCATCCACA
AATCAATTGAGATCAGTTGGACTGAATCTCGAAGG
GAATGGAGTGGCAACTGACGTGCCATCTGCAACTA
AAAGATGGGGCTTCAGOGTCCGGTGTCCCACCAAAG
GTGGTCAATTATGAAGCTGGTGAATGGGCTGAAAA
CTGCTACAATCTTGAAATCAAAAAACCTGACGGGA
GTGAGTGTCTACCAGCAGCGCCAGACGGGATTCGG
GGCTTCCCCCGGTGCCGGTATGTGCACAAAGTATCA
GGAACGGGACCGTGTGCCGGAGACTTTGCCTTCCAC
AAAGAGGGTGCTTTCTTCCTGTATGACCGACTTGCT
TCCACAGTTATCTACCGAGGAACGACTTTCGCTGAA
GGTGTCGTTGCATTTCTGATACTGCCCCAAGCTAAG
AAGGACTTCTTCAGCTCACACCCCTTGAGAGAGCCG
GTCAATGCAACGGAGGACCCGTCTAGTGGCTACTAT
TCTACCACAATTAGATATCAAGCTACCGGTTTTGGA
ACCAATGAGACAGAGTATTTGTTCGAGGTTGACAAT
TTGACCTACGTCCAACTTGAATCAAGATTCACACCA
CAGTTTCTGCTCCAGCTGAATGAGACAATATATACA
AGTGGGAAAAGGAGCAATACCACGGGAAAACTAAT
TTGGAAGGTCAACCCCGAAATTGATACAACAATCG
GGGAGTGGGCCTTCTGGGAAACTAAAAAAACCTCA
CTAGAAAAATTCGCAGTGAAGAGTTGTCTTTCACAG
CTGTATCAAACAGAGCCAAAAACATCAGTGGTCAG
AGTCCGGCGCGAACTTCTTCCGACCCAGGGACCAAC
ACAACAACTGAAGACCACAAAATCATGGCTTCAGA
AAATTCCTCTGCAATGGTTCAAGTGCACAGTCAAGG
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(continuacion)

SEQ
ID
NO:

Descripcion

Secuencia

AAGGGAAGCTGCAGTGTCGCATCTGACAACCCTTGC
CACAATCTCCACGAGTCCTCAACCCCCCACAACCAA
ACCAGGTCCGGACAACAGCACCCACAATACACCCG
TGTATAAACTTGACATCTCTGAGGCAACTCAAGTTG
AACAACATCACCGCAGAACAGACAACGACAGCACA
GCCTCCGACACTCCCCCCGCCACGACCGCAGCCGGA
CCCCTAAAAGCAGAGAACACCAACACGAGCAAGGG
TACCGACCTCCTGGACCCCGCCACCACAACAAGTCC
CCAAAACCACAGCGAGACCGCTGGCAACAACAACA
CTCATCACCAAGATACCGGAGAAGAGAGTGCCAGC
AGCGGGAAGCTAGGCTTAATTACCAATACTATTGCT
GGAGTCGCAGGACTGATCACAGGCGGGAGGAGAGC
TCGAAGAGAAGCAATTGTCAATGCTCAACCCAAAT
GCAACCCTAATTTACATTACTGGACTACTCAGGATG
AAGGTGCTGCAATCGGACTGGCCTGGATACCATATT
TCGGGCCAGCAGCCGAGGGAATTTACATAGAGGGG
CTGATGCACAATCAAGATGGTTTAATCTGTGGGTTG
AGACAGCTGGCCAACGAGACGACTCAAGCTCTTCA
ACTGTTCCTGAGAGCCACAACCGAGCTACGCACCIT
TTCAATCCTCAACCGTAAGGCAATTGATTTCTTGCT
GCAGCGATGGGGCGGCACATGCCACATTTTGGGAC
CGGACTGCTGTATCGAACCACATGATTGGACCAAG
AACATAACAGACAAAATTGATCAGATTATTCATGAT
TTTGTTGATAAAACCCTTCCGGACCAGGGGGACAAT
GACAATTGGTGGACAGGATGGAGACAATGGATACC
GGCAGGTATTGGAGTTACAGGCGTTATAATTGCAGT
TATCGCTTTATTCTGTATATGCAAATTTGTICTTTTAG

54

promotores de ARNhc de
la polimerasa Ill; promotor
U6

TTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACA
AGGCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTG
TAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGT
AGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTITTGCAGTTTTA
AAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACC
GTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTITATATA
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(continuacion)

SEQ | Descripcion Secuencia
Ir\IIDO:
TCTTGTGGAAAGGACGAAAC
55 promotores de ARNhc de
I;lsr:(olimerasa IIl; promotor | CTGCAGTATTTAGCATGCCCCACCCATCTGCAAGGC
ATTCTGGATAGTGTCAAAACAGCCGGAAATCAAGT
CCGTTTATCTCAAACTTTAGCATTTTGGGAATAAAT
GATATTTGCTATGCTGGTTAAATTAGATTTTAGTTA
AATTTCCTGCTGAAGCTCTAGTACGATAAGCAACTT
GACCTAAGTGTAAAGTTGAGATTTCCTTCAGGTTTA
TATAGCTTGTGCGCCGCCTGGCTACCTC
56 Secuencia dianan.? 1 de GTCCTGGAGTACAATGCCATT
FDPS
57 Secuencia diana n.? 2 de GCAGGATTTCGTTCAGCACTT

FDPS

58

Secuencia diana n.2 3 de
FDPS

GCCATGTACATGGCAGGAATT

59

Secuencia diana n.2 4 de
FDPS

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGT

60

Secuencia no dirigida

GCCGCTTTGTAGGATAGAGCTCGAGCTCTATCCTAC
AAAGCGGCTTTTT

61 Cebador directo AGGAATTGATGGCGAGAAGG
62 Cebador inverso CCCAAAGAGGTCAAGGTAATCA
63 Cebador directo AGCGCGGCTACAGCTTCA

64 Cebador inverso GGCGACGTAGCACAGCTTCT

65

Repeticién terminal
invertida izquierda (ITR
izquierda)

CCTGCAGGCAGCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGG
CCGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCC
TCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGC
CAACTCCATCACTAGGGGTTCCT

66

Repeticién terminal
invertida derecha (ITR
derecha)

GAGCGGCCGCAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGC
CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGC
CGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTIG
CCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGC
TGCCTGCAGG
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1. Un vector virico que comprende al menos un elemento genético codificado, para su uso en el tratamiento del cancer
o una enfermedad infecciosa, en donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio
que, cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresion de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el
ARN pequefio tiene una longitud de 200 nucleétidos o0 menos y posee una funcion silenciadora o de interferencia.

2. El vector virico para el uso de la reivindicacién 1, en donde al menos un elemento genético codificado comprende
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un microARN o un ARNhc.

3. El vector virico para el uso de la reivindicacion 2, en donde el ARNhc comprende una secuencia que tiene al menos

un 80 %, o0 al menos un 85 %, o0 al menos un 90 %, 0 al menos un 95 % de identidad con:

a.

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGG
ACTTTTT (SEQ ID NO: 1);

GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCT
GCTTTTT (SEQ ID NO: 2);

GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATG
GCTTTTT (SEQ ID NO: 3);

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCT
GCTTTTT (SEQ ID NO: 4);

preferentemente, en donde el ARNhc comprende:

a.

4. El vector virico para el uso de la reivindicacion 2, en donde el microARN comprende una secuencia que tiene al
menos un 80 %, o0 al menos un 85 %, 0 al menos un 90 %, o al menos un 95 % de porcentaje de identidad con:

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGG
ACTTTTT (SEQ ID NO: 1);

GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCT
GCTTTTT (SEQ ID NO: 2);

GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATG
GCTTTTT (SEQ ID NO: 3);

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCT
GCTTTTT (SEQ ID NO: 4).
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AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTITCTCAGCCTICCTTIC
TGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCT
ACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 5);

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTC

TGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGGCTGAGAAAGTGCTGCCT
ACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 6),

TGCTGTTGACAGTGAGCGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCC
ACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTGCCTACTGCCTCGGA
(SEQ ID NO: 7);

CCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCTTTTGGCCACTGACTGAGCAGAAGGGCTGAGAAAGTCAGGACA
CAAGGCCTGTTACTAGCACTCA (SEQ ID NO: 8),

CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTTTCTCAGCCTCCTTICT
GCCTGTTGAATCTCATGGCAGAAGGAGGCGAGAAAGTCTGACATTT
TGGTATCTTTCATCTGACCA (SEQ ID NO: 9);

GGGCCTGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGGATACTTTCTCAGCCTCCTT
CTGCTGGTCCCCTCCCCGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCCTTCCCTC
CCAATGACCGCGTCTTCGTCG (SEQ ID NO: 10);

preferentemente, en donde el microARN comprende:

a.

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCT
ACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 5);

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGGCTGAGAAAGTGCTGCCT
ACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 6);
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TGCTGTTGACAGTGAGCGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCC
ACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGA AAGTTGCCTACTGCCTCGGA
(SEQ ID NO: 7);

CCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCTTTTGGCCACTGACTGAGCAGAAGGGCTGAGAAAGTCAGGACA
CAAGGCCTGTTACTAGCACTCA (SEQ ID NO: 8),

CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTTTCTCAGCCTCCTTCT
GCCTGTTGAATCTCATGGCAGAAGGAGGCGAGAAAGTCTGACATTT
TGGTATCTTTCATCTGACCA (SEQ ID NO: 9);

-

GGGCCTGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGGATACTTTCTCAGCCTCCTT
CTGCTGOGTCCCCTCCCCGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCCTTCCCTC
CCAATGACCGCGTCTTCGTCG (SEQ ID NO: 10).

5. El vector virico para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el vector virico es un vector
lentivirico; o en donde el vector virico es un vector virico adenoasociado (AAV).

6. El vector virico para el uso de la reivindicacién 1, que comprende ademas un segundo elemento genético codificado,
en donde el segundo elemento genético comprende al menos una citocina o quimiocina;

preferentemente, en donde la al menos una citocina se selecciona del grupo que consiste en: IL-18, TNF-a, interferon-
y, IL-1, IL-2, IL-15, IL-17 e IL-12; o preferentemente, en donde al menos una quimiocina es una quimiocina CC, una
quimiocina CXC, una quimiocina CX3C o una quimiocina XC.

7. Una particula lentivirica capaz de infectar una célula, para su uso en el tratamiento del cancer o una enfermedad
infecciosa, comprendiendo la particula lentivirica una proteina de envoltura optimizada para infectar una célula diana,
y un vector lentivirico de acuerdo con la reivindicacién 5.

8. La particula lentivirica para el uso de la reivindicacién 7, en donde la proteina de la envoltura esta optimizada para
infectar una célula diana, y en donde la célula diana es una célula cancerosa o en donde la célula diana es una célula
que esta infectada con una enfermedad infecciosa.

9. Un método ex vivo para activar un linfocito T gamma delta, comprendiendo el método infectar, en presencia del
linfocito T GD, una célula diana con un sistema de suministro virico que codifica al menos un elemento genético, en
donde el al menos un elemento genético codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y
reduce los niveles de expresion de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una longitud de
200 nucledtidos 0 menos y posee una funcion silenciadora o de interferencia, y en donde, cuando la enzima se inhibe
en la célula diana, la célula diana activa el linfocito T GD.

10. Un sistema de suministro virico que codifica al menos un elemento genético, en donde el al menos un elemento
genético codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresion
de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una longitud de 200 nucleétidos o menos y posee
una funcién silenciadora o de interferencia, para su uso en la activacion de un linfocito T GD en un sujeto, en donde,
en presencia del linfocito T GD, cuando la célula diana en el sujeto esté infectada con el sistema de suministro virico,
y la enzima se inhibe en la célula diana, la célula diana activa el linfocito T GD.

11. Un sistema de suministro virico que codifica al menos un elemento genético, en donde el al menos un elemento
genético codificado comprende un ARN pequefio que, cuando se expresa, se dirige y reduce los niveles de expresion
de farnesil difosfato sintasa (FDPS), en donde el ARN pequefio tiene una longitud de 200 nucleétidos o menos y posee
una funcion silenciadora o de interferencia, para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto, y en donde, cuando
la enzima se inhibe en una célula cancerosa en presencia de un linfocito T GD, la célula cancerosa activa el linfocito
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T GD, para asi tratar el cancer.

12. El método de la reivindicacion 9, o el sistema de suministro virico para el uso de acuerdo con la reivindicacién 10
u 11, en donde al menos un elemento genético codificado comprende un microARN o un ARNhc; preferentemente, en
donde el ARNhc comprende una secuencia que tiene al menos un 80 %, o al menos un 85 %, o al menos un 90 %, o

10
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30

35

40

al menos un 95 % de identidad con:

a.

preferentemente, en donde el microARN comprende una secuencia que tiene al menos un 80 %, o al menos un 85 %,

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGG
ACTTTTT (SEQ ID NO: 1);

GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCT
GCTTTTT (SEQ ID NO: 2);

GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATG
GCTTTTT (SEQ ID NO: 3);

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCT
GCTTTTT (SEQ ID NO: 4);

0 al menos un 90 %, o al menos un 95 % de identidad con:

a.

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCC
T ACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 5);

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGGCTGAGAAAGT GCTGCCT
AC TGCCTCGGACTTCAAGGGGCT (SEQ ID NO: 6);

TGCTGTTGACAGTGAGCGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCC
ACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTGCCTACTGCCTCGGA
(SEQ ID NO: 7),

CCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGACTTTCTCAGCCTCCTTC
TGCTTTTGGCCACTGACTGAGCAGAAGGGCTGAGAAAGTCAGGAC
ACAAGGCCTGTTACTAGCACTCA (SEQ ID NO: 8);
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CATCTCCATGGCTGTACCACCTTGTCGGGACTTTCTCAGCCTCCTTCT
GCCTGTTGAATCTCATGGCAGAAGGAGGCGAGAAAGTCTGACATTT
TGGTATCTTTCATCTGACCA (SEQ ID NO: 9);

GGGCCTGGCTCGAGCAGGGGGCGAGGGATACTTTCTCAGCCTCCTT
CTGCTGGTCCCCTCCCCGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCCTTCCCTC
CCAATGACCGCGTCTTCGTCG (SEQ ID NO: 10).

13. El sistema de suministro virico para el uso de acuerdo con la reivindicacién 10 u 11, que comprende ademas
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un farmaco de aminobisfosfonato; preferentemente, en
donde el farmaco de aminobisfosfonato es acido zoledrénico.
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