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DESCRIPCION
Vectores virales encapsulados en polimeros para terapia genética
Antecedentes

La terapia génica consiste en introducir material genético exégeno en las células diana para corregir anomalias
genéticas o tratar una enfermedad modificando la funcién celular. Para ello se han utilizado métodos de introduccién
de genes tanto virales como no virales, pero ambos enfoques aln presentan importantes deficiencias.

Ya se han trasladado a la clinica un numero de aplicaciones de vectores virales, ya sea para terapia génica o para
protocolos de vacunacidén. Sin embargo, los vectores virales que se utilizan actualmente tienen determinadas
desventajas. Por ejemplo, es complicado dirigirse a células especificas utilizando un vector viral. En algunos protocolos
de terapia génica, el direccionamiento celular se logra purificando las células diana y transduciéndolas ex vivo y
expandiendo las células transducidas in vitro antes de reimplantarlas en el paciente. En los protocolos de vacunacién,
se realiza una inyeccion directa del vector y a menudo se utiliza una transduccién celular no especifica para provocar
una respuesta inmunitaria contra el producto génico codificado por el vector. Para aumentar la eficacia y la seguridad
del tratamiento, podria ser necesario el direccionamiento celular.

Existe la necesidad de contar con sistemas mejorados basados en vectores virales para la administracién dirigida de
material genético.

Sumario

La tecnologia descrita en el presente documento proporciona composiciones de nanoparticulas de vectores virales
empaquetados sintéticos y métodos para utilizarlas con el fin de proporcionar una administracion potenciada de
material genético para su uso en terapia génica y aplicaciones de vacunas. Las composiciones de vectores y los
métodos se pueden emplear en cualquier situacién en la que la transduccién de células con uno o mas transgenes
sea Util. Por ejemplo, se pueden utilizar para el tratamiento del cancer, enfermedades infecciosas, enfermedades
metabdlicas, enfermedades neurolégicas o afecciones inflamatorias, o para corregir defectos genéticos.

Las composiciones de nanoparticulas de vector viral de la presente tecnologia incluyen una cubierta exterior que
contiene un polimero o una mezcla de polimeros que encapsulan el vector.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una nanoparticula que comprende un vector viral recubierto
con un polimero o una mezcla de polimeros, en la que el vector viral comprende un transgén, y en la que la
nanoparticula funciona como un vehiculo para entregar el transgén a células eucariotas, en la que el vector viral carece
de proteina de envoltura.

En determinadas realizaciones, el polimero o la mezcla de polimeros comprende un poli(beta-aminoéster) que tiene
la formula general
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en la que cada Pep es un oligopéptido, en la que R es OH, CHz o un colesterol, y en la que m varia desde 1 a 20, n
varia desde 1 a 100 y o varia desde 1 a 10.

En realizaciones preferidas, el oligopéptido incluye al menos tres residuos de aminoacidos, seleccionados del grupo
que consiste en arginina (R), lisina (K), histidina (H), acido glutdmico (E), acido aspartico (D) y cisteina (C). Véanse
también los documentos W02014/136100 y WO2016/116887 para una descripciéon adicional de los PBAE derivados
de oligopéptidos que se pueden utilizar en la presente tecnologia. Se puede incluir cisteina para proporcionar un punto
de unién covalente para el péptido al polimero; si bien lleva una ligera carga negativa a pH 7, no altera
significativamente la carga si se utiliza junto con aminoacidos cargados positivamente. Los péptidos de ejemplo son
CRRR (SEQ ID NO:1), CHHH (SEQ ID NO:2), CKKK (SEQ ID NO:3), CEEE (SEQ ID NO:4) y CDDD (SEQ ID NO:5).
En otras realizaciones, cualquier aminoacido de origen natural puede incluirse en las unidades estructurales Pep. La
secuencia del péptido se selecciona de modo que promueva la captaciéon celular y el direccionamiento del vector
recubierto de polimero. En realizaciones que utilizan y que carecen de proteinas de envoltura viral, las secuencias de
oligopéptidos y la carga neta se seleccionan de modo que promuevan la captacién celular y/o la captaciéon endosémica
y/o el escape endosdmico de los vectores virales encapsulados con los polimeros en las células diana previstas. Los
péptidos en cada uno de los dos extremos del polimero normalmente son los mismos en una molécula de polimero
dada, pero pueden ser diferentes. Las moléculas de polimero en una mezcla utilizada para recubrir un vector pueden
seriguales o diferentes; si son diferentes, pueden diferir en el esqueleto del polimero o en los péptidos terminales. En
realizaciones preferidas, el péptido en ambos extremos del polimero tiene la secuencia de aminoacidos CRRR (SEQ
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ID NO:1), o CHHH (SEQ ID NO:2), o CKKK (SEQ ID NO:3), o CEEE (SEQ ID NO:4), o CDDD (SEQ ID NO:5). El
polimero o la mezcla de polimeros puede tener una carga neta positiva o negativa, o puede no tener carga. Se pueden
utilizar oligopéptidos que contengan 2 0 mas residuos de un Unico tipo de aminoacido, tal como R, K, H, D o E. El
polimero puede comprender un azlcar o un alcohol de azlcar injertado en la cadena lateral unida a el esqueleto del
polimero. Una o més de las moléculas de polimero que encapsulan cada nanoparticula del vector pueden comprender
opcionalmente una unidad estructural de direccionamiento unida al polimero en cualquier posicién deseada en la
molécula de polimero, tal como en R. Las moléculas de polimero pueden estar reticuladas o no reticuladas. Las
moléculas de polimero se pueden unir a la superficie del vector viral de forma no covalente o covalente, tal como por
ejemplo mediante unién covalente a una molécula de lipido (por ejemplo, colesterol, un fosfolipido o un acido graso)
que se divide en la bicapa lipidica del vector, 0 a una proteina incrustada en la bicapa lipidica. En algunas realizaciones,
el polimero simplemente recubre el vector pero se une de forma no especifica, es decir, no se une al vector mediante
interacciones covalentes o no covalentes especificas, sino Unicamente mediante interacciones no especificas, tales
como carga neta, hidrofobicidad o interacciones de van der Waals. En determinadas realizaciones, la proporcién del
polimero o mezcla de polimeros con el vector retroviral es desde aproximadamente 1:100 a aproximadamente 5:1 en
peso, o el nimero de moléculas de polimero por particula del vector es desde aproximadamente 10° a
aproximadamente 102,

Las nanoparticulas de vector viral comprenden un vector viral. El vector viral puede elegirse en base a las
caracteristicas deseadas (por ejemplo, inmunogenicidad, capacidad para acomodar constructos de diferentes
tamafios, propiedades de integracién y replicacién, nivel de expresién, duracién de la expresién, tropismo tisular o
caracteristicas de direccionamiento, capacidad para infectar células en divisién y/o quiescentes, etc.). El vector viral
puede ser un vector retroviral, tal como un vector lentiviral. En realizaciones preferidas, el vector viral es un vector
retroviral. Sin embargo, la invencién también puede ponerse en practica con otros tipos de virus y/o vectores virales,
incluidos los derivados de virus de ADN o ARN.

Las nanoparticulas pueden incluir una o mas unidades estructurales de direccionamiento que estdn expuestas en la
superficie de las nanoparticulas de vector encapsuladas, tales como por asociacién covalente o no covalente de las
unidades estructurales de direccionamiento con el recubrimiento de polimero. Una especie molecular de unidad
estructural de direccionamiento, o mas de una especie molecular diferente de unidad estructural de direccionamiento,
puede estar presente en cada nanoparticula de vector viral. Las unidades estructurales de direccionamiento pueden
ser, por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (incluidos Fab), scFv, armazones proteinicos similares a
anticuerpos, oligopéptidos, aptameros, aptameros de L-ARN o ligandos para receptores de superficie celular. En una
realizacién, la unidad estructural de direccionamiento es un anticuerpo anti-CD3 o aptamero para dirigir las
nanoparticulas hacia las células T. En una realizacién, el transgén codifica un receptor de antigeno quimérico. La
nanoparticula es capaz de actuar como un vehiculo de administracién de genes transduciendo células in vivo en un
sujeto al que se administra el vehiculo, o transduciendo células in vitro. En determinadas realizaciones, la
nanoparticula es capaz de transducir un tipo especifico de célula o clase de células, generalmente a través de la
accion de la unidad estructural de direccionamiento y/o a través de la accién del polimero o la mezcla de polimeros.
En algunas realizaciones, el polimero de particulas de vector recubiertas de polimero puede promover la transducciéon
celular, no solo mediante la unién a las superficies de las células diana, sino a través de la captacion endosémica, tal
como por endocitosis, micropinocitosis, fagocitosis u otros mecanismos, y el escape endosémico (a través de la fusién
de membranas después de una reduccion del pH en la vesicula endosémica). En realizaciones preferidas, la secuencia
de aminoacidos de oligopéptidos asociados con el polimero puede promover especificamente la transduccién celular
a través de la via endosdmica.

Los vectores de la invencién carecen de proteinas de envoltura, lo que difiere de los vectores pseudotipados. En los
vectores pseudotipados, las proteinas de envoltura, tales como el complejo gp120-gp41 del HIV o la glicoproteina del
virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), forman estructuras similares a espigas en la superficie exterior de la envoltura
viral, que facilitan la unién de las particulas del vector a las células hospedadoras y la entrada de los virus en las
células hospedadoras. Las proteinas pseudotipadas, tales como VSV-G, también se pueden utilizar para proteger o
unir el vector durante la purificacién (por ejemplo, proteccién durante la ultracentrifugacién, unién a una columna de
afinidad u otra matriz de afinidad, o purificacién en gel). Sin embargo, en el contexto del empaquetamiento de
polimeros de un vector viral, tales estructuras pueden interferir con la asociacién estrecha entre la envoltura de la
particula del vector y los polimeros. Las proteinas de envoltura viral también tienen una carga dependiente del pH,
que puede limitar o interferir con la asociacién de polimeros, particularmente polimeros cargados. Ademés, los
vectores virales empaquetados que albergan proteinas pseudotipificadas pueden sufrir desestabilizacién y destruccion
del recubrimiento in vitro e in vivo, liberando de este modo un vector viral capaz de transducir células de manera
inespecifica, lo que potencialmente conduce a una reduccién en el perfil de seguridad.

A diferencia de los vectores pseudotipados, los vectores que carecen de proteinas de envoltura pueden potenciar el
empaquetamiento de los vectores virales utilizando polimeros. Los vectores recubiertos que carecen de proteina de
envoltura muestran un perfil de seguridad mejorado en comparacidn con los vectores que tienen proteina de envoltura,
porque después de la desestabilizacion o destruccidn del recubrimiento, no pueden transducir células in vitro o in vivo.
Las nanoparticulas de la presente tecnologia en las que el vector viral carece de proteina de envoltura viral tienen un
mecanismo de seguridad incorporado para su uso en terapia génica o inmunoterapia, porque las nanoparticulas solo
son capaces de transducir una célula de mamifero por encima de un nimero umbral de moléculas de polimero por
vector. Por debajo de ese nimero umbral de moléculas de polimero por vector, la cantidad de polimero es insuficiente
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para recubrir completamente el vector, lo que puede hacer que las nanoparticulas se vuelvan estructuralmente
inestables o sujetas a la disociacidén de las moléculas de polimero de la nanoparticula. Una vez que tales vectores que
carecen de proteina de envoltura pierden un recubrimiento de polimero eficaz, se vuelven incapaces de transducir
células de mamifero, incluidas las células humanas. Tales nanoparticulas tienen un perfil de seguridad mejorado para
Su uso /n vivo en comparacidén con un vector o un vector encapsulado en polimero que carece de la caracteristica
umbral.

En algunas realizaciones, algunas proteinas de membrana, tales como proteinas que no son proteinas de envoltura o
de fusidn viral y que no forman de otro modo estructuras similares a espigas en la superficie exterior de la membrana,
tales como proteinas de las células productoras del vector no utilizadas para la pseudotipificacién, pueden estar
presentes en la membrana lipidica de la particula del vector viral. En determinadas realizaciones de la presente
tecnologia, las proteinas de envoltura viral estan excluidas de las particulas del vector viral, tales como aquellas que
tienen una masa significativa que sobresale de la superficie exterior de la bicapa lipidica de la envoltura, tal como al
menos el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 % o al menos el 50 % de su masa que sobresale de la superficie
exterior de la envoltura.

Las composiciones de nanoparticulas pueden contener opcionalmente componentes adicionales, tales como
moléculas lipidicas, surfactantes, acidos nucleicos, moléculas proteicas o farmacos de moléculas pequefias. La
presente tecnologia también contempla formulaciones o composiciones farmacéuticas que contienen las
nanoparticulas junto con uno o més excipientes, portadores, soluciones reguladoras, sales o liquidos, lo que hace que
el vehiculo de administracién sea adecuado para la administracién por via oral, intranasal o parenteral, tal como
inyeccién intravenosa, intramuscular, subcutanea, peritumoral o intratumoral, o para la administracién in vitro a células
en un protocolo de transferencia génica ex vivo. Tales composiciones y formulaciones también pueden liofilizarse para
estabilizarlas durante el almacenamiento.

La nanoparticula de vector viral de la presente tecnologia puede servir como vehiculo de administracién de genes. La
nanoparticula incluye un vector viral recubierto en su superficie exterior con una capa que contiene un polimero o una
mezcla de polimeros. En determinadas realizaciones, el vector retroviral carece especificamente de la proteina de
envoltura viral que podria incluirse por lo general en la envoltura de vectores retrovirales similares. En determinadas
realizaciones, el vector viral carece especificamente de cualquier proteina de envoltura de vector viral de origen natural
o modificada, tal como VSV-G de tipo salvaje o modificada, HIV gp120, HIV gp41, MMTV gp52, MMTV gp36, MLV
gp71, sincitina, proteina de envoltura del virus Sindbis de tipo salvaje o modificada, glicoproteinas de hemaglutinina
(H) y de fusién (F) del virus del sarampién y HEMO. En otras realizaciones, el vector contiene una o més de tales
proteinas de envoltura.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un método de fabricacién de la nanoparticula/vehiculo de
administracién de genes descrito anteriormente (nanoparticula de vector viral). El método incluye las etapas de: (a)
proporcionar un vector viral que carece de proteina de envoltura y que contiene un transgén; (b) proporcionar un
polimero o una mezcla de polimeros; y (c) poner en contacto el vector viral y el polimero o la mezcla de polimeros,
con lo que el vector viral y el polimero o la mezcla de polimeros se combinan para formar la nanoparticula, que contiene
el vector viral recubierto con el polimero o la mezcla de polimeros.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona la nanoparticula segin el primer aspecto de la presente
invencién para su uso en un método para tratar una enfermedad, comprendiendo el método administrar una
composicién que comprende una pluralidad de dichas nanoparticulas a un sujeto que la necesita, mediante lo cual las
células del sujeto son transducidas por el vector retroviral y el transgén se expresa en las células transducidas. En una
realizacién, la enfermedad que se va a tratar es el cdncer. Para la administracidn in vivo, se prefieren las realizaciones
en las que las proteinas de la envoltura viral, tales como VSV-G, estédn ausentes, ya que proporcionan un perfil de
seguridad potenciado porque carecen de la capacidad de transducir células no diana en el hospedador y debido a un
direccionamiento mas especifico proporcionado por el uso de encapsulacién de polimero para restaurar la captacién
celular y/o la captacién endosdmica y/o el escape endosémico proporcionado de otro modo por la proteina de
envoltura.

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona un método para transducir células in vitro. El método incluye
poner en contacto células cultivadas con una pluralidad de nanoparticulas segln el primer aspecto de la invencién,
con lo que al menos algunas de las células cultivadas son transducidas por el vector retroviral y el transgén se expresa
especificamente en las células transducidas. En algunas realizaciones, las nanoparticulas estén dirigidas a células
CD3-positivas y el transgén se expresa especificamente en células CD3-positivas, o el transgén codifica un receptor
de antigeno quimérico.

En un quinto aspecto, la presente invencién proporciona la nanoparticula del primer aspecto de la presente invencion
para su uso en un método para realizar una terapia génica, comprendiendo el método poner en contacto células in
vitro o dentro de un organismo vivo con una pluralidad de dichas nanoparticulas, con lo que el transgén se expresa en
las células. El transgén puede reemplazar o modificar un gen deficiente o reemplazar un gen faltante.

La presente tecnologia de invencién se describe con més detalle en las reivindicaciones.
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Breve descripcién de los dibujos

La figura 1A muestra un diagrama esqueméatico de una realizacién de una nanoparticula para administracién de genes.
La nanoparticula contiene una particula de vector viral encapsulada en polimero que carece de proteina de envoltura.
La figura 1B muestra un diagrama esquematico de una nanoparticula no segun la invencién para administracién de
genes, en la que el vector viral tiene proteinas de envoltura.

La figura 2 muestra un diagrama esquematico de una realizacién de una nanoparticula para la administracién de
genes, en la que el vector viral estda encapsulado en multiples capas de polimero. Las proteinas de la envoltura del
vector viral, aunque no se muestran, pueden estar presentes en algunas realizaciones.

La figura 3 muestra un diagrama esquemético de una realizacién de una nanoparticula para administracién de genes,
en la que la nanoparticula incluye una unidad estructural de direccionamiento unida a la capa de polimero (o capa de
polimero externa si se utiliza una multicapa de polimero).

Las figuras 4A-4C son representaciones esquematicas de un procedimiento de transduccién de una célula con un
vector lentiviral que contiene un transgén GFP (Figura 4A), inhibiendo la transduccién utilizando un anticuerpo anti-
VSV-G (Figura 4B) y previniendo la inhibicion mediada por anticuerpos mediante encapsulacién de polimero de las
particulas del vector (Figura 4C).

Las figuras 5A-5C son representaciones esquematicas de un procedimiento similar al representado en las figuras 4A-
4C, pero utilizando un vector lentiviral que carece de la proteina VSV-G.

Las figuras 6A-6F muestran los resultados de las mediciones del potencial zeta en vectores lentivirales bald
encapsulados con los polimeros PBAE indicados.

La figura 7 muestra los resultados de la transduccién de células HEK293T con un vector lentiviral que contiene un
transgén GFP en funcién del tiempo de incubacién en soluciones reguladoras de formulacién que varian en
composicién y pH.

Las figuras 8A-8H muestran la estabilidad fisica de un vector lentiviral que carece de la proteina VSV-G en funcién de
la p24 libre liberada después de tiempos de incubacion crecientes (horas) en las soluciones reguladoras de formulacién
indicadas que varian en composicién y pH. Las figuras 8A-8D muestran la p24 asociada al LV, y las figuras 8E-8H
muestran la p24 libre liberada del LV.

La figura 9 muestra los resultados de la transduccién de células HEK293T con un vector lentiviral que carece de
proteina VSV-G y que contiene un transgén GFP en funcién de la proporcién polimero R/particula del vector, la
composicién de la solucién reguladora de formulacién y el pH.

La figura 10 muestra los resultados de un experimento similar al que se muestra en la figura 9 pero utilizando una
mezcla de polimeros R/H en la que ambos polimeros estaban o no conjugados con colesterol.

La figura 11 muestra los resultados de un experimento similar al que se muestra en la figura 9 pero utilizando un vector
lentiviral pseudotipado que contiene un transgén GFP.

La figura 12 muestra los resultados de la expresién de GFP y la viabilidad celular después de la transduccién utilizando
lentivectores VSV-G+ encapsulados utilizando los polimeros PBAE indicados y las proporciones de moléculas de
polimero/célula, con y sin anticuerpo VSV-G. Los datos estdn normalizados, con una transduccién en ausencia del
anticuerpo igual al 100 %.

Las figuras 13A - 13D muestran los resultados de la expresién de mCherry y la viabilidad celular después de la
transduccién utilizando lentivectores VSV-G (bald) encapsulados utilizando los polimeros PBAE vy las proporciones de
moléculas de polimero/célula indicadas.

Las figuras 14A - 14F muestran los resultados de la transduccién de linfocitos humanos no encapsulados con vectores
lentivirales VSV-G* (14A), LV bald no encapsulado (14B), LV bald encapsulado con PBAE (14C) y LV bald encapsulado
con PBAE con la unidad estructural de diana modelo PGA-anti-CD3 Fab (14D), todos analizados por clasificacién
celular activada por fluorescencia (comparando el etiquetado de anticuerpos CD3 y la expresién de GFP). En la figura
14E, los linfocitos también habian sido transducidos con un CAR especifico para CD19, y las células que expresan
CD3 se grafican contra la expresiéon de CAR CD19. En la figura 14F, los mismos linfocitos que se usaron para el
experimento representado en la figura 9E se pusieron en contacto con células cancerosas humanas CD19+ (células
Ramos) y se evalué la citotoxicidad contra las células cancerosas por la pérdida de células CD19+ después de 4 horas.

La figura 15 muestra los resultados de la transduccién (expresién de GFP) en diferentes poblaciones de PBMC de
raton después del tratamiento con cada uno de los vectores vy titulos indicados.

Descripcidn detallada
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Se proporcionan composiciones de nanoparticulas de vector viral empaquetadas que permiten una administracién
potenciada de material genético para aplicaciones de terapia génica y vacunas. Estas composiciones incluyen un
vector viral encapsulado por polimero o una mezcla de polimeros. La cubierta de polimero proporciona proteccidén a
la particula de vector viral en el torrente sanguineo y los tejidos después de la administraciéon parenteral a un sujeto y,
en algunas realizaciones, puede ayudar a administrar el vector a su célula diana.

La figura 1A muestra una nanoparticula de vector viral, también denominada en el presente documento como vehiculo
de administracién de genes, segln la presente tecnologia. La figura 1B muestra una nanoparticula de vector viral,
también denominada en el presente documento como vehiculo de administracién de genes, no segun la presente
tecnologia. La estructura bésica del vehiculo es la de la nanoparticula 10, que contiene un vector retroviral encapsulado
por una cubierta 11 de polimero. El vector retroviral incluye una envoltura 12 de membrana, una capside 13 de proteina
dispuesta dentro de la envoltura y una o mas moléculas 14 de acido nucleico dispuestas dentro de la capside. La
envoltura viral es una estructura basada en una bicapa lipidica que, en la nanoparticula de vector viral que se muestra
en la figura 1B, contiene uno o mas tipos de envoltura viral o proteinas 20 de fusién incrustadas dentro o unidas a la
membrana de bicapa; dichas proteinas de envoltura o de fusién faltan en la nanoparticula de vector viral representada
en la figura 1A. La envoltura del vector viral, con o sin proteinas de envoltura, esta encapsulada, tanto funcional como
esencialmente en su totalidad, por la matriz 11 polimérica. La particula del vector puede estar encapsulada por mas
de una cubierta de polimero (véase, por ejemplo, la figura 2), es decir, puede estar encapsulada por una cubierta de
polimero multicapa. La figura 3 muestra una realizacién en la que la unidad estructural 40 de direccionamiento esta
asociada con la cubierta de polimero.

En algunas realizaciones, la presente tecnologia proporciona una nueva generaciéon de vectores virales sintéticos,
particularmente vectores lentivirales, en los que las particulas de vector viral carecen de una proteina de envoltura
viral. Esta nueva tecnologia de plataforma confiere varias ventajas en comparacién con el uso de particulas de vector
viral que contienen una proteina de envoltura, incluida la produccién mas barata de particulas de vector viral mediante
transfeccién transitoria. 1) Debido a la eliminacién del pldsmido que codifica la proteina de envoltura viral y debido al
hecho de que el vector no esté transduciendo las células productoras durante la produccidn, la supresion de la proteina
de envoltura aumenta el tiempo de produccién util, por lo que aumenta el rendimiento de los vectores producidos, 2)
Los vectores que carecen de proteina de envoltura son mas seguros para su uso en terapia génica in vivo, porque los
vectores sin recubrimiento, que carecen de una proteina de envoltura viral, no pueden transducir células y porque
tienen una inmunogenicidad reducida, 3) Los vectores que carecen de proteina de envoltura proporcionan una mayor
precisién y eficiencia de transduccién debido al uso de un direccionamiento mediada por polimeros especificos. 4) Los
vectores virales encapsulados en polimeros, particularmente los vectores lentivirales, son mas estables a pH bajo que
los vectores virales ordinarios (sin recubrimiento), lo que mejora su estabilidad y eficacia en el uso, especialmente
cuando estan involucrados los mecanismos de captaciéon endosémica. La eliminacién de la proteina de envoltura viral
de las particulas del vector viral es especialmente compatible con el uso de particulas del vector viral recubiertas de
polimeros, porque esencialmente elimina la capacidad de las particulas del vector sin recubrimiento para transducir
células, y el recubrimiento de polimero puede proporcionar un direccionamiento especifico; de este modo, el riesgo de
transducir células no diana se reduce drasticamente. Ademas, la eliminacién de la proteina de envoltura viral promueve
la asociacién estrecha de las moléculas de polimero con la superficie de la envoltura del vector, lo que proporciona
una mejor estabilidad y un direccionamiento méas confiable en comparacién con las particulas del vector viral
recubiertas de polimero que contienen proteinas de la envoltura viral.

Para producir la forma nanoparticulada del vector, las moléculas de polimero deben estar fuertemente adheridas a las
particulas del vector. La asociacion débil de las moléculas de polimero con el vector puede conducir a la delaminacion
y pérdida de la cubierta de polimero de la superficie de las particulas del vector viral, con la consiguiente pérdida de
actividad. Los vectores virales basados en retrovirus poseen por lo general una estructura central o cépside, que
contiene un transgén y otras secuencias de acidos nucleicos necesarias, y la estructura central esta a su vez rodeada
por una envoltura de membrana. La envoltura por lo general contiene una proteina de fusién viral que ayuda en la
unidén y fusién de la envoltura viral con la membrana de la célula hospedadora, permitiendo la entrada celular del vector
viral. Sin embargo, en la realizacion de la presente tecnologia, el papel del direccionamiento, unidén y entrada celular
es asumido (y restaurado en el caso de LV bald) por la cubierta de polimero de las particulas del vector
nanoparticulado, que puede actuar a nivel de captacién celular y/o endosémico para transducir células, haciendo
innecesaria la proteina de fusién viral. Ademas, la presencia de una proteina de fusién viral en la envoltura del vector
interfiere con la unién firme y estable de las moléculas de polimero a la envoltura. Por lo tanto, en determinadas
realizaciones de la presente tecnologia, las nanoparticulas del vector viral se han disefiado para que carezcan de
proteinas de envoltura, en particular para que carezcan de proteinas de fusién viral o de “espiga”. El resultado es una
estructura de nanoparticula mas robusta y un vector mas estable que presenta una mejor actividad y una semivida
méas prolongada cuando se administra a un paciente, tal como por ejemplo mediante administracién intravenosa.

Nanoparticulas de poli(beta-amino éster)

En la tecnologia actual, que un vector viral “carezca de proteina de envoltura” significa que la envoltura, en particular
la bicapa lipidica, de la envoltura del vector esta desprovista de cualquier proteina que se encuentre por lo general en
la superficie de los virus con envoltura, ya sea en su forma natural o modificada, tal como el complejo proteico Env o
las glicoproteinas de la envoltura viral ejemplificadas por el complejo gp120-gp41 del HIV, la glicoproteina del virus de
la estomatitis vesicular (VSV-G), la hemaglutinina del virus de la gripe, las proteinas H y F del virus del sarampién y la
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proteina de envoltura del virus Sindbis de tipo salvaje o modificado. Tales proteinas, de las que carecen las
nanoparticulas del vector de la tecnologia actual, si estuvieran presentes, se proyectarian hacia afuera desde la bicapa
lipidica de la envoltura del vector e interferirian con el contacto estable requerido entre la capa de polimero externa y
la bicapa lipidica. En diferentes realizaciones, las nanoparticulas de vector viral de la presente tecnologia pueden i)
carecer completamente de proteinas de envoltura, ii) carecer esencialmente de proteinas de envoltura (es decir,
contener solo una cantidad minima, tal como 0.1 % o menos de particulas de vector viral tipicas), o iii) tener una
pequefia cantidad de proteina de envoltura, tal como menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 3 %, menos del 2 %
o menos del 1 % de la cantidad tipica. Una cantidad tipica de proteina de envoltura es una cantidad presente en una
particula de vector viral que depende de la proteina de envoltura para la entrada y transduccién celular, o una cantidad
que se encuentra en la envoltura de una particula de virus funcional intacta. La envoltura del vector viral se puede
disefiar para que carezca completamente de proteina de envoltura, por ejemplo, eliminando cualquier gen que
codifique una proteina de envoltura durante la expresidn en las células a partir de las cuales se produce el vector. Sin
embargo, las proteinas incrustadas en la membrana o unidas a la membrana que no forman estructuras similares a
espigas en la superficie externa de la envoltura pueden estar presentes en la bicapa lipidica de las nanoparticulas de
vector viral en determinadas realizaciones.

En una realizacién, los polimeros utilizados para formar la nanoparticula del vector viral incluyen una o méas especies
de poli(beta-aminoéster) (PBAE) que tienen la formula
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en la que Pep es un oligopéptido y R es OH, CHs o colesterol, una molécula de fosfolipido o un acido graso o cadena
de acilo, en la que m varia preferiblemente desde 1 a 20. n varia preferiblemente desde 1 a 100, y o varia desde 1 a
10. También se pueden utilizar otros polimeros y mezclas de los mismos entre si y con PBAE para encapsular
particulas de vector viral. También se pueden utilizar otros mecanismos de recubrimiento que utilizan lipidos, tales
como en forma de liposomas lipidicos unilamelares o multilamelares o estructuras similares a micelas que incluyen
surfactantes y/o moléculas lipidicas. Tales recubrimientos pueden ser especialmente Utiles para encapsular particulas
de vector viral que carecen de proteinas de envoltura (vectores "bald").

Los PBAE se han descrito como vectores de administracién de polinucleétidos no virales capaces de condensar tanto
ADN como ARN en nanoparticulas discretas (Green, J.J. et al. Acc. Chem. Res. 41, 749-759 (2008)), aunque muestran
una baja eficiencia de transduccién y una alta toxicidad. Los PBAE se pueden formar a partir de la reaccién de
mondémeros de di(éster de acrilato) con monémeros de amina, lo que da como resultado polimeros que tienen grupos
acrilato terminales que se pueden funcionalizar con modificaciones en los extremos. Los grupos terminales son
funcionalidades o unidades constitucionales que se encuentran en un extremo de una macromolécula u oligémero. La
modificacién de los extremos de los PBAE permite la mejora de sus propiedades biolégicas.

La modificacién quimica en los extremos de los PBAE con aminas primarias, por ejemplo, produce una mayor eficacia
de transfeccién que los polimeros con terminacién en acrilato. Alternativamente, los PBAE pueden modificarse en los
extremos con oligopéptidos, que pueden dirigir el vector a tipos de células particulares, dependiendo de la secuencia
de oligopéptidos especifica. Un "oligopéptido" como se define aqui comprende una cadena de al menos dos, o en
algunas realizaciones al menos tres, aminoécidos unidos entre si por enlaces peptidicos. Se describen ejemplos de
PBAE modificados adecuadamente en los documentos W02014/136100 y WO2016/116887.

En algunas realizaciones, el péptido oligopeptidico comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas aminoéacidos
seleccionados del grupo que consiste en arginina (R), 4cido glutdmico (E), lisina (K), acido aspartico (D), histidina (H)
y cisteina (C). En algunas realizaciones, el oligopéptido contiene uno, dos, tres 0 mas aminoéacidos que estan cargados
positivamente (tales como R, K o H), o0 al menos parcialmente cargados positivamente, en condiciones fisiolégicas. En
otras realizaciones, el oligopéptido contiene uno o mas aminoacidos cargados negativamente (tales como D o E), ya
sea en ausencia de aminoacidos cargados positivamente 0 mezclados con aminoacidos cargados positivamente. Los
datos mostrados en los ejemplos revelan que la inclusién de aminoacidos cargados negativamente mejora el
rendimiento de los vectores lentivirales bald, probablemente al mejorar el escape endosémico. Los oligopéptidos en
cada extremo del polimero o los polimeros que comprenden la mezcla de polimeros son preferiblemente idénticos.

La nanoparticula PBAE garantiza que el vector permanezca intacto durante su transito mediante la circulacién del
paciente. La nanoparticula puede ayudar a proteger el vector viral del sistema inmunitario del hospedador, por ejemplo,
asegurando que las nanoparticulas reivindicadas puedan mantener una alta eficiencia de transduccién incluso en
presencia de anticuerpos neutralizantes de la envoltura antiviral. Ademas, la particula puede garantizar que el vector
transfecte solo las células inmunitarias deseadas: las modificaciones de la nanoparticula y/o la presencia de unidades
estructurales de direccionamiento pueden dirigir la nanoparticula especificamente a los tejidos de interés.
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Preferiblemente, los PBAE empleados en la presente tecnologia tienen un peso molecular desde 1,000 a 100,000
g/mol, mas preferiblemente desde 2,000 a 50,000 g/mol, y alin mas preferiblemente desde 5,000 a 40,000 g/mol.

La capa o cubierta de polimero que recubre la envoltura del vector viral puede formar una Unica capa de polimero
homogénea, o puede formar dos 0 mas capas superpuestas del mismo polimero o de polimeros diferentes, o de
polimeros que tengan diferente carga neta o grado de reticulacién. Se pueden mezclar otros polimeros que no sean
PBAE con PBAE o agregarlos por encima o por debajo de una capa de PBAE para formar la cubierta de polimero.

La carga superficial (o potencial superficial o potencial zeta) de las nanoparticulas es importante para el
direccionamiento tisular y la transduccién celular y se puede ajustar con precisibn mediante modificaciones de
polimeros. Preferiblemente, el potencial zeta de las nanoparticulas en condiciones fisiolégicas de uso esta en el
intervalo desde aproximadamente -30 mV a aproximadamente +30 mV, o mas preferiblemente en el intervalo desde
aproximadamente -15 mV a aproximadamente +15 mV. La nanoparticula polimérica puede incluir un tipo de polimero
0 més de un tipo de polimero. En algunas realizaciones, el recubrimiento de polimero forma un recubrimiento de una
sola capa, un recubrimiento de doble capa o un recubrimiento multicapa. La figura 2 muestra una realizacién de la
nanoparticula de vector que incluye una primera capa 30, una segunda capa 31 y una tercera capa 32 de diferentes
recubrimientos poliméricos que encapsulan el vector retroviral. En algunas realizaciones, el recubrimiento multicapa
incluye un polimero anidnico y un polimero catiénico. En algunas realizaciones, el polimero catidnico incluye uno o
méas PBAE. En algunas realizaciones, el polimero aniénico es acido poliglutdmico (PGA), sulfato de condroitina y/o
acido hialurdnico. En determinadas realizaciones, el vector viral esta encapsulado dentro de dos o mas capas de
polimeros, tales como capas alternas que tienen cargas eléctricas netas alternas, es decir, una capa con carga positiva
es seguida por una capa con carga negativa y luego por una capa con carga positiva. En algunas realizaciones, la
carga neta de la nanoparticula es positiva a pH 7. En algunas realizaciones, la carga neta de la nanoparticula es
negativa a pH 7. En algunas realizaciones, la carga neta de la nanoparticula depende del tejido. En algunas
realizaciones, la particula tiene carga negativa, pero en el microambiente del tumor se carga positivamente. En algunas
realizaciones, la particula responde al microambiente tumoral débilmente &cido y al endo/lisosoma a través de la
desintegracién o escision de determinados enlaces quimicos, por lo que la capa de PBAE que se encuentra debajo
queda expuesta y ejerce un efecto de “esponja de protones’.

Como se utiliza en el presente documento, eltérmino “nanoparticulas” se refiere a una particula sélida con un diametro
desde aproximadamente 1 a aproximadamente 1000 nm. El didmetro medio de las nanoparticulas de la presente
tecnologia se puede determinar mediante métodos conocidos en la técnica, preferiblemente mediante dispersién de
luz dinamica. En particular, la tecnologia se relaciona con nanoparticulas que son particulas sélidas con un didmetro
desde aproximadamente 1 a aproximadamente 1000 nm cuando se analizan mediante dispersion de luz dinamica a
un angulo de dispersién de 90° y a una temperatura de 25 °C, utilizando una muestra diluida adecuadamente con PBS
filtrado y un instrumento adecuado, tal como uno de los instrumentos ZETASIZER de Malvern Instruments (Reino
Unido). Cuando se dice que una particula tiene un didmetro de x nm, generalmente habra una distribucidn de particulas
alrededor de esta media, pero al menos el 50 % en namero (por ejemplo, >60 %, >70 %, >80 %, >90 % o mas) de las
particulas tendran un diametro dentro del intervalo x + 20 %.

El didametro de la nanoparticula puede ser desde aproximadamente 5 nm a aproximadamente 999 nm, y
preferiblemente es desde aproximadamente 50 nm a aproximadamente 400 nm, més preferiblemente desde
aproximadamente 100 nm a aproximadamente 300 nm. Alternativamente, el didmetro de la nanoparticula puede ser
desde aproximadamente 10 a aproximadamente 100 nm. En una realizacién, las nanoparticulas presentan un grado
de aglomeracién de menos del 10 %, preferiblemente menos del 5 % y preferiblemente menos del 1 %.
Preferiblemente, las nanoparticulas son sustancialmente no aglomeradas, segin se determina mediante microscopia
electrénica de transmisién u otro método.

Vectores retrovirales

Los retrovirus son virus de ARN que poseen la capacidad de integrarse en el genoma del hospedador de una manera
estable. En realizaciones preferidas, el vector retroviral en el vehiculo de administracién de genes es un vector
lentiviral. Los vectores lentivirales se derivan de lentivirus, que representan un género de virus lentos de la familia
Retroviridae. Los lentivirus incluyen virus de inmunodeficiencia humana (HIV), virus de inmunodeficiencia de simios
(SIV), virus de encefalitis infecciosa equina (EIAV), virus de artritis encefalitis caprina (CAEV), virus de
inmunodeficiencia bovina (BIV) y virus de inmunodeficiencia felina (FIV). Los lentivirus pueden integrarse en el genoma
de células en divisién y células que no se dividen. Ademés, pueden persistir indefinidamente en sus hospedadores y
replicarse continuamente. En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el vector lentiviral tiene una
capside pero carece de proteina de envoltura. Preferiblemente, el vector no es replicativo en células del hospedador
o sujeto de tratamiento previsto. Preferiblemente, el vector no transduce ni altera la expresién génica de células no
dirigidas. Preferiblemente, el vector carece de genes que causen virulencia, en particular virulencia que se manifiesta
como la induccién de la muerte celular no intencionada de células no dirigidas.

Los vectores lentivirales presentan varias ventajas como herramientas para la inmunoterapia. Son menos téxicos en
comparacion con otros vectores y son capaces de transducir células que no se dividen, incluidas las células dendriticas
(He et al. 2007, Expert Rev Vaccines, 6(6):913-24). Sin embargo, los lentivirus son mas complejos que otros retrovirus
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debido a la presencia de genes accesorios (por ejemplo, vif, vpr, vpu, nef, tat y rev), que son necesarios para la
replicacién in vivo.

La bioproduccién de vectores lentivirales integrativos pero con replicacién defectuosa se basa en la separacién de las
secuencias que actlan en cis y trans del lentivirus. La transduccién en células que no se dividen requiere la presencia
de dos secuencias que actlan en cis en el genoma lentiviral, el tracto central de polipurina (cPPT) y la secuencia
central de terminacion (CTS). Esto conduce a la formacién de un “colgajo” de ADN de triple cadena, que maximiza la
eficiencia de la importacién de genes a los nlcleos de las células que no se dividen, incluidas las células dendriticas
(DC) (Zennou et al., 2000, Cell, 101(2) 173-85; Arhel et al., 2007, EMBO J, 26(12):3025-25 37). Ademas, la eliminacién
de la secuencia LTR U3 ha dado como resultado vectores “autoinactivantes” que estan completamente desprovistos
de secuencias promotoras y potenciadoras virales y son mas seguros.

Las particulas lentivirales, que contienen vectores lentivirales, pueden producirse mediante transfeccién transitoria de
células HEK 293 (con o sin el antigeno T, adherentes o cultivadas en suspensién) utilizando una combinacién de
plasmidos de ADN, por ejemplo: (i) un plasmido de empaquetamiento que expresa Gag, Pol, Reyv, Tat y, opcionalmente,
proteinas estructurales o enzimas necesarias para el empaquetamiento del constructo de transferencia; (ii) un
plasmido de transferencia proviral que contiene un casete de expresién y factores de accion cis del HIV necesarios
para el empaquetamiento, la transcripcidn inversa y la integracion; y (iii) un plasmido que codifica una proteina de
envoltura, tal como la glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), una proteina que permite la formacién
de particulas mixtas (pseudotipos) que pueden transducir una amplia variedad de células, especialmente células
presentadoras de antigeno (APC), incluidas las células dendriticas (DC) y los macréfagos. En la presente tecnologia,
el plasmido que codifica una proteina de envoltura se omite por completo en determinadas realizaciones, mientras que
en otras realizaciones se incluye pero su expresiéon se mantiene a un nivel bajo. Los vectores de particulas lentivirales
también se pueden producir de forma continua insertando de forma estable los genes de empaquetamiento y el ADN
codificante proviral en el genoma celular. También se puede utilizar una combinacién de pladsmidos integrados y
transfeccién transitoria. Sin embargo, debe observarse que, en determinadas realizaciones, los vectores lentivirales
adecuados para su uso en el vehiculo de administracién de genes descrito en el presente documento carecen de
proteina de envoltura.

También se pueden utilizar vectores lentivirales no integradores que carecen de la proteina de envoltura en los
vehiculos de transferencia génica. Se encuentran ejemplos de vectores lentivirales no integradores en Coutant et al.,
PLOS ONE 7(11):e48644 (2102); Karwacz et al., J. Virol. 83(7):3094-3103 (2009); Negri et al., Molecular Therapy
15(9):1716-1723 (2007); y Hu et al., Vaccine 28:6675-6683 (2010).

Como el 5’LTR de la secuencia proviral estd desprovisto de U3, la expresidn del transgén estd impulsada por un
promotor interno. Los promotores virales, tales como el promotor CMV, preferiblemente no se utilizan debido a la
presencia de potentes potenciadores. Se pueden utilizar promotores ubicuos, tales como promotores para los genes
humanos que codifican ubiquitina, PGK, p-actina, GAPDH, B-quinesina y similares. Alternativamente, se pueden utilizar
promotores activos en células T y APC, tales como el promotor para genes MHC clase | humanos. En todos los casos,
el promotor preferiblemente no contiene un potenciador. EI promotor se selecciona preferiblemente de modo que logre
un nivel terapéutico de expresién deltransgén en las células diana. En algunas realizaciones, el promotor es especifico
para las células diana, es decir, permite un nivel de expresién terapéutica del transgén en las células diana, y
preferiblemente permite un nivel mas alto de expresidén del transgén en células diana que en células no diana; En
determinadas realizaciones, el promotor permite poca o ninguna expresién del transgén en células no diana.

Encapsulacién de vectores virales mediante polimeros

Las tecnologias anteriores que utilizan vehiculos encapsulados en polimeros para transfectar células han implicado
plasmidos u otras moléculas de acido nucleico que estan recubiertas directamente con polimeros tales como PBAE.
Algunas de estas tecnologias han logrado la transfeccién utilizando moléculas de &cido nucleico (US2016/0145348A1,
Mangraviti et al. 2015, Anderson et al. 2004, WO2016/116887). Se ha informado de una estabilidad deficiente de los
polimeros de PBAE a pH 7 (Lynn et al. 2000). Tales preparaciones pueden causar toxicidad celular, lo que da como
resultado la muerte celular tras la exposicién a plasmidos recubiertos con polimeros u otras moléculas de acido
nucleico. Por lo tanto, la dosis de vector encapsulado en PBAE administrada a las células in vivo o in vitro debe
mantenerse al minimo necesario para una transduccién Util, a fin de evitar efectos téxicos. Sin embargo, los vectores
virales encapsulados en PBAE resisten ventajosamente la degradacién a pH bajo.

Hasta donde saben los presentes inventores, no se ha logrado con anterioridad la encapsulacién de polimeros de
vectores virales tales como el LV. Los inventores han desarrollado métodos para la encapsulacién de polimeros del LV
y otros vectores virales que dan como resultado particulas de LV encapsuladas en polimeros estables con baja
toxicidad y alta eficacia en la transduccién de células. Los factores importantes para producir vectores encapsulados
viables incluyen el tipo de polimero utilizado (por ejemplo, su carga y distribucién de carga), la proporcién de moléculas
de polimero con respecto a la particula del vector y el pH utilizado para la encapsulacién. Se investigé el efecto de
estos parametros y se describe en los ejemplos 1 y 2 a continuacién.

Utilizando polimeros PBAE y LV, la encapsulacién exitosa, que da como resultado particulas capaces de transducir
eficientemente las células objetivo, requiere aproximadamente de 108 a 10" moléculas de polimero por particula de
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vector; proporciones mas altas pueden producir toxicidad. Ademés, el pH éptimo para una encapsulacién exitosa
difiere dependiendo de si el LV contiene VSV-G* 0 no (VSV-G o LV “bald”). Para el VSV-G* LV, la encapsulacién éptima
con PBAE ocurre aproximadamente a pH 5, como lo indica el alto nivel de transduccién resistente a anticuerpos VSV-
G a pH 5, mientras que se produjo poca o ninguna encapsulacién a valores de pH mas altos. Por el contrario, para el
VSV-G LV, la eficiencia 6ptima de encapsulacién de PBAE ocurre en un intervalo de pH mas amplio y mas bajo, tal
como aproximadamente 5.0, 5.5, 6.0 0 6.5, 0 5.0-6.5, 0 5.0-6.0, 0 5.5-6.0, 0 5.5-6.5. mientras que para el VSV-G- LV,
la eficiencia 6ptima de encapsulacién de PBAE ocurre en un intervalo de pH mas bajo, tal como aproximadamente
50, 655 ,6.006.5 05.0-6.5 05.0-6.0, 0 55-6.0, 0 5.5-6.5. Véase el ejemplo 2. Finalmente, el pH éptimo para una
encapsulacién exitosa que no impacte la viabilidad de las células transducidas es el mismo si el LV contiene VSV-G*
ono, talcomo 5.005.5.

Las nanoparticulas se pueden formar mezclando una solucién que comprende los materiales requeridos y luego
incubando la solucién. Por ejemplo, las nanoparticulas se pueden formar mezclando una solucién que comprende
PBAE con una solucién que comprende el vector viral, luego incubando la solucién. En algunas realizaciones, la
solucién contiene un azucar, tal como glucosa. En algunas realizaciones, la solucién contiene 5 % de glucosa. En
algunas realizaciones, la solucién contiene una solucién reguladora. En algunas realizaciones, la solucién reguladora
es acetato de sodio, y la concentracion final de la solucién reguladora de acetato de sodio es desde 2 a 50 mM, desde
10 a 30 mM, o aproximadamente 25 mM. En algunas realizaciones, la solucién reguladora es solucién reguladora Tris-
HCI, y la concentracién final de la solucién reguladora Tris-HCI es desde 2 a 40 mM, desde 5 a 30 mM, o desde 15 a
25 mM. En algunas realizaciones, la solucién se incuba durante al menos 5 minutos. En algunas realizaciones, la
solucién se incuba durante al menos 30 minutos. En algunas realizaciones, la solucién se incuba durante la noche. La
solucién se puede incubar a entre 4 y 40 °C, o entre 17 y 25 °C; preferiblemente, la solucién se incuba a 4 °C.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas se forman utilizando la deposicién capa por capa de polimeros iénicos
sobre particulas de retrovirus, formando de este modo vectores virales recubiertos en multiples capas. En algunas
realizaciones, una solucién que contiene polimeros i6nicos se pone en contacto con una solucién que contiene
particulas de vector viral. La proporciéon de polimero a particulas de vector viral puede estar en el intervalo desde
aproximadamente 1:100 a aproximadamente 5:1 en peso. La proporcién se puede variar de modo que se asegure que
las nanoparticulas contengan en promedio una Unica particula de vector viral por nanoparticula recubierta de polimero.
Por ejemplo, la proporcién en peso de todos los polimeros a vector viral puede ser desde aproximadamente 1:100 a
aproximadamente 1:1, o desde aproximadamente 1:50 a aproximadamente 1:1, o desde aproximadamente 1:20 a
aproximadamente 1:1, o desde aproximadamente 1:10 a aproximadamente 2:1, o desde aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 5:1. En algunas realizaciones, se agregan uno o mas polimeros a una suspensién de particulas de
retrovirus en glucosa u otro azlcar compatible con la liofilizacién y la inyeccién directa después de la reconstitucion
en un ser humano u otro sujeto. En algunas realizaciones, se agregan polimeros cargados negativamente y cargados
positivamente de forma secuencial para formar capas de polimero que tienen cargas alternas. En algunas
realizaciones, los polimeros se agregan a intervalos de 30 min. En algunas realizaciones, hay cinco capas de
polimeros. En algunas realizaciones, los vectores virales recubiertos con multiples capas tienen una carga neta
negativa a pH 7. En algunas realizaciones, los vectores virales recubiertos con multiples capas tienen una carga neta
positiva a pH 7. El nimero y la polaridad de las capas se pueden elegir de forma que se optimice la eficiencia de
transduccién de tipos de células particulares de interés.

Preferiblemente, las nanoparticulas se forman a un pH en el que la carga superficial, el potencial superficial o el
potencial zeta de la particula del vector viral es opuesto al de uno o més polimeros que forman la cubierta de polimero
alrededor de la particula del vector viral. En algunas realizaciones, el pH es superior al del punto isoeléctrico de una o
més proteinas de la envoltura retroviral, o de la envoltura en su totalidad. Por ejemplo, el pH puede ser igual o superior
a aproximadamente 4.0, 4.5, 5.0, 5.4, 5.4, 5.5, 5.6, 5.8, 6.0, 6.2, 6.4, 6.5, 6.8 0 7.0. En algunas realizaciones, las
nanoparticulas se forman en una solucién que tiene un pH de aproximadamente 5.

Unidades estructurales de direccionamiento

El vehiculo de administracién del vector de nanoparticulas puede dirigirse a células o tejidos diana especificos que
requieren terapia, o en los que se desea la expresién de proteinas por el vector. Otra realizaciéon de la unidad
estructural de direccionamiento se muestra en la figura 3, en la que el vehiculo de administracion contiene unidades
estructurales de direccionamiento unidas covalentemente o no covalentemente a la superficie del polimero. Las
unidades estructurales de direccionamiento pueden dirigirse a células o clases de células especificas, ya sea in vivo
o in vitro. Los ejemplos de unidades estructurales de direccionamiento incluyen proteinas (por ejemplo, anticuerpos,
incluidos anticuerpos humanos, de ratén, de camélidos y de tiburén, anticuerpos de cadena simple, nanocuerpos,
diacuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen a antigenos), péptidos, 4cidos nucleicos tales como aptameros
u oligonucledétidos, o ligandos que se unen a receptores de la superficie celular o componentes de la matriz extracelular.

En una realizacion, el vehiculo de administracién se dirige en particular a las células T para la expresién de una o mas
proteinas terapéuticas, tales como proteinas de receptor de antigeno quimérico (CAR), con el fin de potenciar la
eliminacién de células (por ejemplo, células tumorales o células patégenas) a las que se une el receptor quimérico. En
una realizacién preferida, las células diana para el vector son células T (como células T CD3+) o células NK. El
direccionamiento se puede lograr utilizando uno o mas aptameros de ADN o anticuerpos que tienen especificidad para
una proteina en la superficie de las células diana. El aptdmero o anticuerpo sirve como una unidad estructural de
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direccionamiento cuando se integra en la nanoparticula y se expone en la superficie de la nanoparticula. Por ejemplo,
la unidad estructural de direccionamiento puede unirse especificamente a CD3 o CD8, o una combinacién de CD3 y
CD8. Alternativamente, o ademas de esto, la unidad estructural de direccionamiento puede unirse especificamente a
una proteina de superficie que se encuentra solo en células T virgenes, tales como CD45RA, CCR7, CD6&2L, CD27,
CD28, IL7-Ra o DC-SIGN. También se pueden utilizar combinaciones de estas unidades estructurales de
direccionamiento.

Sin embargo, el direccionamiento no se limita a la tecnologia CAR o a las células hematol6gicas. Se puede dirigir a
cualquier tipo de célula. Por ejemplo, en determinadas aplicaciones de terapia génica, se puede dirigir a un tejido o
tipo de célula especifico (por ejemplo, células hematopoyéticas, miocitos, células de los islotes, etc.) segln la
necesidad de reparar o reemplazar una funcién defectuosa. En otras aplicaciones, se pueden dirigir a células
quiescentes en lugar de células en divisidn para reducir el riesgo de eventos de recombinacién. En otras aplicaciones
méas, se pueden dirigir a células en divisién, tales como las células cancerosas, por ejemplo, en una vacuna contra el
cancer.

Transgenes y sus productos de expresion

El vector viral en el vehiculo de administracion de genes descrito en el presente documento contiene uno o més
transgenes que, después de entrar en una célula, se expresan en la célula y producen productos de expresion. El
vector viral puede contener uno, dos, tres o mas transgenes. Los transgenes son moléculas de &cido nucleico que
codifican cualquier proteina, polipéptido o péptido de origen natural o artificial (es decir, recombinante), incluida una
proteina terapéutica o una proteina marcadora. Tales proteinas expresadas en el vector tienen preferiblemente un
valor terapéutico en el sujeto en el que se expresan y, por lo tanto, son proteinas terapéuticas. Un tipo de proteina
terapéutica es un receptor de antigeno quimérico (CAR). Los CAR para su uso en la tecnologia descrita en el presente
documento son receptores de antigeno recombinantes, tales como receptores de células T, con especificidad de unién
para antigenos de la superficie celular que no requieren procesamiento de péptidos o expresion de HLA para unirse.
La porcién de unién al antigeno puede ser un scFv derivado de un anticuerpo, de un Fab seleccionado de una
biblioteca, o puede ser un ligando de origen natural para un receptor de la superficie celular. También puede ser un
nanocuerpo (VHH). El resto de la molécula de CAR acopla el dominio de unién al antigeno a los dominios de
transduccién de sefiales intracelulares. Especificamente, un CAR de la tecnologia incluye uno o mas de cada uno de
los siguientes dominios: un dominio de unién al antigeno extracelular, un dominio de bisagra y transmembrana, y
dominios de sefializacién intracelular (CD3zeta y/o CD28 o 41-BB/OX40). En el documento WO2016/012623A1 se
encuentran mas detalles de los CAR adecuados para su uso en el vehiculo de administracion de genes y las
secuencias para codificarlos en un vector lentiviral.

Otros genes que pueden administrarse utilizando los vehiculos de administracién de genes de la presente tecnologia
incluyen interleucinas y citocinas, tales como la interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,
IL-11, IL-12, GM-CSF y G-CSF. También pueden administrarse genes que codifican antigenos como antigenos virales,
antigenos bacterianos, antigenos flungicos o antigenos parasitarios. Los virus cuyos antigenos pueden expresarse
incluyen picornavirus, coronavirus, togavirus, flavirvirus, rabdovirus, paramixovirus, ortomixovirus, bunyavirus,
arenvirus, reovirus, retrovirus, papovavirus, parvovirus, herpesvirus, poxvirus, hepadnavirus y virus espongiformes.
Los objetivos virales preferidos incluyen influenza, virus herpes simplex 1 y 2, sarampién, viruela, polio o HIV. Los
patégenos incluyen tripanosomas, tenias, lombrices intestinales, helmintos. Los antigenos tumorales tales como
antigeno fetal o antigeno prostatico especifico también pueden ser dirigidos de esta manera. La administraciéon de un
vector segun la presente tecnologia para propésitos de vacunacién puede realizarse de acuerdo con cualquier
estrategia de vacunacién conocida. La vacunacién de un individuo puede llevarse a cabo segun cualquier programa
deseado; preferiblemente la vacunacidn solo se requiere con poca frecuencia, tal como anualmente o bienalmente, y
proporciona proteccién inmunoldgica a largo plazo contra el agente infeccioso.

Un transgén de vector viral también puede codificar una proteina antipunto de control. Ejemplos de proteinas antipunto
de control que pueden ser codificadas por el transgén son inhibidores de CTLA-4, PD1, PDL1, LAG-3, TIM 3, B7-H3,
ICOS, IDO, 4-1BB, CD47 y combinaciones de los mismos.

Usos de los vehiculos de administraciéon de genes

Los vehiculos de administracién de genes de la presente tecnologia se pueden utilizar en cualquier aplicacién que
requiera una transduccion eficaz de material genético en células de interés, tales como células de mamiferos o células
humanas, mediante un vector retroviral, tal como un vector lentiviral. Los vehiculos de administracién transducen
células con alta eficiencia y presentan baja toxicidad y baja inmunogenicidad. Pueden integrar permanentemente
material genético en el genoma de la célula hospedadora, lo que hace que el sistema sea particularmente adecuado
para el etiquetado permanente de células y su progenie. Dado que los vehiculos presentan alta especificidad, baja
toxicidad y alta capacidad de transduccion incluso in vivo, son particularmente adecuados para aplicaciones de
transferencia de genes y terapia génica tanto para terapia en humanos y animales, como también en modelos
animales, permitiendo de este modo la investigacién de los mecanismos moleculares subyacentes a diferentes
funciones bioldgicas y su traduccién en terapia. Sin embargo, algunas preparaciones de nanoparticulas de vector viral
encapsuladas en polimero pueden limitarse a la transduccién de determinados tipos de células, tales como transducir
preferentemente células en divisiéon y no transducir células que no se dividen.
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Los vehiculos de administracién de la presente tecnologia se pueden utilizar para disefiar genéticamente células para
aplicaciones biotecnolégicas, tales como la fabricacién de productos biolégicos y las mejoras de ganado y plantas. La
insercién precisa y estable del gen o genes de interés es esencial para estas actividades, y se puede lograr de manera
consistente con el vehiculo de la tecnologia. Los vehiculos se pueden utilizar para insertar genes que no estaban
originalmente presentes en células utilizadas para fines de fabricacién, tales como células transformadas (células de
ovario de hamster chino (CHO), células HEK293) o células primarias. Alternativamente, los vehiculos se pueden utilizar
para "desactivar" determinados genes presentes en esas células, tales como genes involucrados en la glucosilacién
de proteinas, una causa comuln de inmunogenicidad. Los vehiculos se pueden utilizar, por ejemplo, para prevenir,
tratar o curar enfermedades que afectan al ganado, o para mejorar su valor econémico, acelerando el crecimiento y la
maduracién.

El vehiculo de administracién de genes se puede utilizar para administrar material genético como parte de una terapia
génica in vitro o in vivo. El vehiculo de administracién de genes se puede emplear en terapia génica para reemplazar
una versién mutada de un gen que causa una enfermedad con una copia sana del gen; inactivar o “desactivar’ un gen
que no funciona correctamente y/o introducir un nuevo gen en una célula, tal como para combatir una enfermedad. El
uso de vectores retrovirales, en general, permite la insercién permanente de material genético en una célula de interés.
El uso de vectores lentivirales, en particular, permite la insercién permanente de material genético incluso en células
que no se dividen.

Los vehiculos de administracion de genes son capaces de transducir células in vivo, lo que conduce a la expresion
funcional del transgén y, por lo tanto, se pueden utilizar para llevar a cabo una terapia génica. El vehiculo de
administracién de vectores se puede administrar por via parenteral, tal como por via intravenosa, intramuscular o
intratumoral. Alternativamente, el vehiculo de administracién de vectores se puede administrar por via externa, tal
como por via oral o intranasal. El vehiculo de administracién de genes se puede administrar por cualquier otra via
adecuada, incluidas la intracerebral y la pulmonar.

Los vehiculos de administracion de genes de la presente tecnologia también son capaces de transducir células in vitro,
lo que conduce a la expresién funcional del transgén vy, por lo tanto, se pueden utilizar para llevar a cabo una terapia
génica in vitro y ex vivo. Las células del paciente se pueden obtener (por ejemplo, a través de una muestra de sangre
o médula ésea, o una biopsia) y ponerlas en contacto con uno de los vehiculos de administraciéon de vectores descritos
en un entorno de laboratorio. Las células transducidas se pueden devolver al paciente y ayudar a tratar una
enfermedad.

Las enfermedades que pueden tratarse con terapia génica utilizando vehiculos de administracién de genes de la
tecnologia incluyen trastornos hereditarios, tales como inmunodeficiencia combinada grave (SCID), enfermedad
granulomatosa crénica (CGD), sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS), leucemia linfoblastica aguda recurrente (ALL),
adrenoleucodistrofia (ALD), hemofilia B, deficiencia de adenosina deaminasa (ADA), fibrosis quistica (CF), beta-
talasemia, enfermedad de células falciformes, distrofia muscular de Duchenne, hipercolesterolemia familiar y ceguera
hereditaria. Las enfermedades tratables también incluyen trastornos neurodegenerativos, tales como la enfermedad
de Parkinson, la enfermedad de Alzheimery la enfermedad de Huntington. También incluyen enfermedades adquiridas
tales como enfermedades cardiacas, diabetes, trastornos osteoarticulares y enfermedades infecciosas (por ejemplo,
influenza, HIV, hepatitis, entre otras). Otras enfermedades tratables incluyen céncer, tales como canceres de préstata,
pancreas, cerebro, piel, higado, colon, mama y rifién.

Ejemplo 1. Produccién de vectores lentivirales recubiertos de polimero.

Se elaboraron vectores lentivirales recubiertos de polimero para su uso en estudios de transduccién celular utilizando
los siguientes materiales y métodos.

Materiales
El plasmido vector de transferencia fue pARA-CMV-GFP o pARA-CMV-mCherry o pARA o pAra-hUBC-CD19.

Un plasmido resistente a la kanamicina codificado para el provirus (un ADN proviral recombinante no patégeno y no
replicativo derivado del HIV-1, cepa NL4-3), en el que se clon6 un casete de expresidn. El inserto contenia el transgén,
el promotor para la expresién del transgén y secuencias agregadas para aumentar la expresién del transgén y permitir
que el vector lentiviral transdujera todos los tipos de células, incluidas las no mitéticas. Las secuencias codificantes
correspondian al gen que codifica la proteina fluorescente verde (GFP) o mCherry (proteina fluorescente roja) o CD19.
El promotor era el promotor de la ubiquitina humana o el promotor del CMV. Estaba desprovisto de cualquier secuencia
potenciadora y promovia la expresién génica a un alto nivel de manera ubicua. Las secuencias no codificantes y las
sefiales de expresidn correspondieron a secuencias de repeticion terminal larga (LTR) con todos los elementos cis-
activos para el 5’'LTR (U3-R-U5) y el suprimido para el 3'LTR, por lo que carecen de la regiéon promotora (AU3-R-U5).
Para los experimentos de transcripcién e integracién, se agregaron secuencias de encapsidacién (SD y 5’Gag), el sitio
central de terminacién del tracto de polipurina para la translocacién nuclear de los vectores y el sitio de poliadenilacién
de BGH.

El plasmido de empaquetamiento fue pARA-Pack. El plasmido resistente a la kanamicina codificé para las proteinas
lentivirales estructurales (GAG, POL, TAT y REV) utilizadas en trans para la encapsidacién del provirus lentiviral. Las
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secuencias codificantes correspondieron a un gen policistrénico gag-pol-tat-rev, que codifica para las proteinas
estructurales (Matriz MA, Capside CAy Nucleocapside NC), enzimaticas (Proteasa PR, Integrasa IN y Transcriptasa
Reversa RT) y reguladoras (TAT y REV). Las secuencias no codificantes y sefiales de expresién correspondieron a un
promotor minimo del CMV para la iniciacién de la transcripcién, una sefial de poliadenilacién del gen de la insulina
para la terminacién de la transcripcién y un Elemento Responsivo a Rev del HIV-1 (RRE) que participa en la
exportacién nuclear del ARN de empaquetamiento.

El plasmido de envoltura, cuando se utiliz6, fue pENV1. Este plasmido resistente a la kanamicina codificé la
glicoproteina G de la cepa Indiana del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), utilizada para la pseudotipificacién de
algunos de los vectores lentivirales. Los genes VSV-G se optimizaron con codones para su expresién en células
humanas, y el gen se clond en el pldsmido pVAX1 (Invitrogen). Las secuencias codificantes correspondieron al gen
VSV-G optimizado con codones, y las secuencias no codificantes y las sefiales de expresién correspondieron a un
promotor minimo del CMV para la iniciacién de la transcripcién y al sitio de poliadenilacién de BGH para estabilizar el
ARN.

Produccién de particulas de vectores lentivirales VSV-G (“Bald”)

Las células LV293 se sembraron a 5 x 10° células/mL en 2 matraces Erlenmeyer de 3000 mL (Corning, 431252) en
1000 mL de medio de produccién LVmax (Gibco, A3583401). Los dos matraces Erlenmeyer se incubaron a 37 °C, 65
rpm bajo CO» humidificado al 8 %. El dia después de la siembra, se realizé la transfeccion transitoria. El reactivo
transfectante PEIPro (PolyPlus, 115-010) se mezcld con el plasmido del vector de transferencia (pARA-CMV-GFP o
pARA-CMV-mCherry o pARA o pAra-hUBC-CD19) y el plasmido de empaquetamiento (pARA-Pack). Después de la
incubacién a temperatura ambiente, la mezcla PEIPro/plasmido se agregé gota a gota a la linea celular y se incub6 a
37 °C, 65 rpm bajo CO, humidificado al 8 %. El dia 3, la produccién de lentivector se estimul6 con butirato de sodio a
una concentracién final de 5 mM. La mezcla a granel se incubd a 37 °C, 65 rpm bajo CO» humidificado al 8 % durante
24 horas. Después de la clarificacién por filtracion profunda a 5 y 0.5 um (Pall, 609-122U), la mezcla a granel clarificada
se incubd 1 hora a temperatura ambiente para el tratamiento con DNasa.

La purificacion del lentivector se realizé6 mediante cromatografia (membrana Q mustang) y se eluyd mediante gradiente
de NaCl. La filtracién de flujo tangencial se realiz6 en una membrana HYDROSORT de 100 kDa (Sartorius,
3M81446802E-SW), que permitié reducir el volumen y formular en una solucién reguladora especifica a pH 7,
asegurando al menos 2 afios de estabilidad. Después de la filtracién estéril a 0.22 um (Millipore, SLGVM33RS), el
producto farmacéutico a granel se envasé en viales de vidrio de 2 ml con alicuotas inferiores a 1 mL, luego se etiquetd,
se congel6 y se almacené a <-70 °C.

El nimero de LV bald se evalué mediante cuantificacién fisica del titulo. El ensayo se realizé mediante la deteccién y
cuantificacién de la proteina p24 del nucleo del HIV-1 asociada al lentivirus Unicamente (kit de titulacién de lentivirus
P24 ELISA Cell Biolabs QUICK TITER).

Produccién, purificacién y cuantificacién de polimero 5 PBAE

Los polimeros de poli(f-amino éster) se sintetizaron siguiendo un procedimiento de dos etapas similar al descrito por
Dosta et al. 5-amino-1-pentanol (Sigma-Aldrich 3.9 g, 38 mmol) y 1-hexilamina (Sigma-Aldrich 3.9 g, 38 mmol) se
mezclaron en un matraz de fondo redondo y se combinaron con diacrilato de 1,4-butanodiol (Aldrich 18 g, 82 mmol)
en una proporciéon molar de 2.1:1 de mondémeros de diacrilato a amina. La mezcla se calentd a 90 °C con agitacién
durante 20 h. Luego se enfrié a temperatura ambiente para formar un aceite sélido viscoso de color amarillo claro y se
almacend a -20 °C hasta su uso posterior.

Las estructuras sintetizadas se confirmaron mediante espectroscopia de 'H RMN. Los espectros de RMN se
registraron en un Varian de 400 MHz (Varian NMR Instruments, Claredon Hills, IL) y se utilizd6 metanol-d4 como
disolvente. La determinacién del peso molecular se realiz6 en un sistema HPLC Elite LaChrom (VWR-Hitachi)
equipado con una columna GPC SHODEX KF-603 (6.0 x aproximadamente 150 mm) y THF como fase mévil. El peso
molecular se calculé por comparacién con los tiempos de retencién de los estdndares de poliestireno. El peso
molecular promedio en peso (Mw) fue de 4400 y el peso molecular promedio en nimero (Mn) fue de 2900.

Los PBAE modificados con oligopéptidos se obtuvieron mediante la modificacion de los extremos del polimero C6 con
terminacién en acrilato con un oligopéptido con terminacién en tiol en una proporcién molar de 1:2.5 en dimetilsulféxido
(DMSO). El siguiente procedimiento sintético para obtener el polimero PBAE modificado con triarginina, C6-CR3, se
muestra como ejemplo: una solucién de C6 (113 mg, 0.054 mmol) disuelta en DMSO (1.1 mL) y una solucién de
clorhidrato de H-Cys-Arg-Arg-Arg-NH» (CR3 95 % de pureza adquirida a Ontores) (99 mg, 0.13 mmol) en DMSO (1
mL) se mezclaron en un vial con tapa de rosca revestido de teflon y se agitaron en un bafio de agua con una
temperatura controlada de 20 °C durante 20 h. El polimero tapado se precipité con 5 volimenes de éter dietilico.
Después de la centrifugacién (10 min a 3000 g), el polimero se lavé con 2 volimenes de mezcla fresca de éter dietilico
y acetona (7:3 v/v), luego el residuo se secé al vacio antes de formar una solucién de 100 mg/mL en DMSO, que se
almacend a -20 °C.
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En un ejemplo adicional, el polimero PBAE modificado con tri-lisina en el extremo, C6-CK3, se obtuvo mezclando una
solucién de C6 (100 mg, 0.048 mmol) disuelto en DMSO (1.1 mL) y una solucién de clorhidrato de H-Cys-Lys-Lys-Lys-
NHz (CK3) (78 mg, 0.12 mmol) en DMSO (1.8 mL) y procesando la reaccién de acoplamiento como se describid
previamente para C6-CR3. Para el polimero PBAE modificado con tri-histidina en el extremo, C6-CH3, la solucién de
C6 (65 mg, 0.031 mmol) disuelto en DMSO (1.1 mL) que se mezcld con una solucién de clorhidrato de H-Cys-His-His-
His-NH2 (CH3) (53 mg, 0.078 mmol) en DMSO (1.2 mL). El polimero PBAE modificado terminalmente con tri-aspartato,
C6-CDg3, la soluciéon de C6 (96 mg, 0.046 mmol) disuelto en DMSO (1.1 mL) que se mezclé con una solucién de
clorhidrato de H-Cys-Asp-Asp-Asp-NH2 (CD3) (96 mg, 0.046 mmol) en DMSO (1.7 mL). Finalmente, el polimero PBAE
modificado terminalmente con tri-glutamato, C6-CE3, la solucién de C6 (280 mg, 0.13 mmol) disuelto en DMSO (1.1
mL) que se mezclé con una solucién de clorhidrato de H-Cys-Glu-Glu-Glu-NH2 (CE3) (184 mg, 0.34 mmol) en DMSO
(4.6 mL).

La estructura quimica de los PBAE modificados con oligopéptidos se confirmé mediante espectroscopia de RMN de
1H por la desapariciéon de las sefiales de acrilato y la presencia de sefiales por lo general asociadas con unidades
estructurales de aminoacidos. El contenido de péptidos libres residuales se cuantificd mediante deteccién UV (longitud
de onda de 220 nm) después de la separacién mediante el sistema UPLC ACQUITY (Waters) equipado con una
columna BEH C18 (130 A, 1.7 um, 2.1x50 mm, temperatura de 35 °C) utilizando un gradiente de acetonitrilo.

Producciéon de Fab-PGA

El 4cido poliglutamico (PGA) de 15 kDa (Alamanda Polymers) se disolvidé en una solucidén reguladora MES a un pH de
6.0 a 20 mg.mL" y luego se sonico durante 10 min en un sonicador de bafio. Se agregaron 1.8 mL de solucién de PGA
a 0.9 mL de etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida-HCI (4 mg.mL™", 16 equiv.) y 0.9 mL de sulfo-NHS (2.75 p/p de
EDC) ambos en solucién reguladora MES a un pH de 6.0 y la solucién se mezcl6 a temperatura ambiente durante 15
min. El PGA activado resultante se agregd a una solucién de fragmento F(ab’)2 anti-CD3e de ratéon (InVivoMADb) en
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) en una proporcién molar de 4:1 y se mezcld a temperatura ambiente
durante 2 h. Se eliminaron los reactivos en exceso y el PGA no ligado. por filtracién (columna Vivaspin de 30,000
MWCO) y la solucién reguladora se intercambié 7 veces por PBS. La concentracién de anticuerpos se determind
utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Cinética de estabilidad de VSV-G* LV en funcién del pH

Se diluyeron 10 uL de Lentivectores de pseudotipificacion de producto farmacéutico o lentivectores bald en 10 plL de
diferentes soluciones reguladoras (pH 5 a 7) durante diferentes tiempos (0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos) a +4 °C.

La titulacién de los lentivectores pseudotipificadores se realizé mediante citometria de flujo de la siguiente manera. Se
sembraron células HEK293T (8x10° células/pocillo) en placas de 24 pocillos y se incubaron a 37 °C en una atmosfera
humidificada con 5 % de CO,. Después de 4 h, se retir6 el medio de cultivo y se agregaron a cada pocillo 300 pL de
DMEM fresco que contenia 10 % de FBS, 1 % de PS y 10 pL de cada condicién. Después de 2 h, cada pocillo se
complementé con 0.5 mL de medio de cultivo fresco. Tres dias después de la infeccién, las células HEK293T de cada
pocillo se tripsinizaron, se fijaron (solucién BD CellFIX #340181) y se determind el nimero de células con fluorescencia
positiva mediante citometria de flujo (AttuneNXT; Invitrogen, Inc.).

Se utiliz6 la siguiente formula para convertir el porcentaje de células que expresan GFP para una dilucidén especifica
en TU:

TU/ml = (% de células que expresan eGFP/100) x numero total de células HEK293T en el momento de la
infeccién/volumen de stock de virus agregado (mL).

La titulacién de los lentivectores bald se realiz6 mediante cuantificacion fisica del titulo. El ensayo se realizé6 mediante
la deteccidn y cuantificacidn de la proteina p24 del nlcleo del HIV-1 asociada al lentivirus Gnicamente (kit de titulacion
de lentivirus QUICK TITER P24 ELISA de Cell Biolabs). Una muestra de pretratamiento permite distinguir la p24 libre
de los lentivectores destruidos.

Encapsulacion de VSV-G* LV y LV Bald con PBAE modificado con oligopéptidos

La encapsulacién de los vectores lentivirales se realizé de la siguiente manera. Los vectores lentivirales se diluyeron
en una solucién reguladora de citrato 25 mM pH 5.0 (o en un sistema de solucién reguladora apropiado a un pH
definido diferente) para preparar un volumen final de 75 pL por réplica. Los polimeros de PBAE se diluyeron en la
misma solucién reguladora que para los vectores lentivirales (75 pL por réplica) y se agitaron durante 2 s para
homogeneizar. Los polimeros diluidos se agregaron a los vectores diluidos en una proporcion de 1:1 (viv), las mezclas
se agitaron suavemente con voértex durante 10 s y se incubaron 30 minutos a +4 °C. Finalmente, se agregé un volumen
igual de medio de cultivo (150 pL) a las reacciones de encapsulacién antes de la transferencia a las células.

Recubrimiento de VSV-G* LV encapsulado con PBAE y LV bald con PGA-Fab

El método de encapsulacién descrito anteriormente se modificd de la siguiente manera. Los vectores lentivirales se
diluyeron en una solucién reguladora de citrato 25 mM pH 5.0 (o en un sistema de solucién reguladora apropiado a un
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pH definido) para preparar un volumen final de 75 uL por réplica. Los PBAE se diluyeron en la misma solucién
reguladora que para los vectores lentivirales (75 pL por réplica) y se agitaron en vértex durante 2 s para
homogeneizacién. Los polimeros diluidos se agregaron a los vectores diluidos en una proporcién de 1:1 (v/v). Las
mezclas se agitaron suavemente en vértex durante 10 s y se incubaron 30 minutos a +4 °C. El polimero PGA-Fab
diluido en una solucién reguladora de citrato 25 mM pH 5.0 (o en un sistema de solucién reguladora apropiado a un
pH definido) se agregdé a la mezcla de encapsulacién y se agit6 suavemente en vértex durante 10 s para
homogeneizacién. La mezcla de reaccién de recubrimiento se incubé 30 minutos a +4 °C y el volumen se completd
hasta 300 pL con medio de cultivo antes de transferirlo a las células.

Ejemplo 2. Mediciones del potencial zeta de vectores lentivirales encapsulados en PBAE.

Las mediciones de carga superficial de particulas de los complejos LV/PBAE/PGA-Fab se determinaron mediante
dispersion de luz dindmica (DLS) a temperatura ambiente con un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Reino
Unido, laser de 4 mW) utilizando una longitud de onda de 633 nm. Las mediciones se llevaron a cabo mezclando 200
pL de complejos con 800 plL de solucién reguladora D-PBS 1x (pH 7.1). Los resultados se graficaron como media y
desviacion estandar de 3 mediciones analizadas por intensidad, y se muestran en las figuras 6A-6F. Los resultados
mostraron una modificacién del potencial de superficie por la encapsulacidén de las particulas del vector con polimero
de acuerdo con la carga del polimero, lo que indica una encapsulacién exitosa con polimero.

Ejemplo 3. Transduccién de células HEK293T mediante vectores lentivirales recubiertos de polimero.

Para probar el efecto del recubrimiento de polimero sobre la capacidad de transduccién de vectores lentivirales, se
prepararon polimeros de poli(beta-amino éster) conjugados con péptidos y se utilizaron para recubrir vectores
lentivirales y probar la transduccidén de células HEK293T. Los vectores lentivirales portaban un transgén de proteina
fluorescente verde (GFP), y la transduccién se cuantificé por la expresién de GFP en las células hospedadoras
transducidas (véase la figura 4A). Se conjugaron péptidos que tenian diferentes grupos de aminoacidos cargados con
el esqueleto del polimero para probar el efecto de la carga. Las particulas del vector con y sin proteina VSV-G en sus
envolturas se recubrieron con polimero. La eficacia de la encapsulaciéon con polimeros se evalud determinando la
capacidad de transduccidn de los vectores en presencia de anticuerpos contra VSV-G, que tienen la capacidad de
bloquear la transduccién que depende de las proteinas VSV-G expuestas (véase la figura 4B), pero no bloquearan la
transduccién por un vector que esté efectivamente encapsulado con polimeros y no dependa de la VSV-G expuesta
para la transduccién (véase la figura 4C). Se realizaron experimentos similares con LV carentes de VSV-G; esta
estrategia se representa en las figuras 5A-5C. Estos "LV bald" no fueron capaces de realizar la transduccién debido a
la falta de proteina VSV-G, pero se volvieron capaces de transducir después de su encapsulacién con polimeros
PBAE. No se esperaba que la transfeccién habilitada por polimeros fuera bloqueada por el anticuerpo anti VSV-G Ab.

Los vectores encapsulados se prepararon de la siguiente manera. Las diluciones del vector se prepararon en un primer
conjunto de microtubos de 1.5 mL con un volumen final de 150 puL por réplica, y las diluciones del polimero se
prepararon en un segundo conjunto de microtubos de 1.5 mL con los mismos volimenes finales. A continuacién, el
polimero diluido se agregé al vector diluido y la mezcla se homogeneizd pipeteando suavemente para evitar la
formacién de burbujas o espuma. Las mezclas de encapsulacién se incubaron durante 30 minutos a +4 °C.

Para la cuantificacion de la transduccion, las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 8 x 10*
células por pocillo en medio completo que contenia 10 % de FBS y se incubaron durante 4 h para adherirse. Para
probar la neutralizacién de la transduccidn por el anticuerpo anti-VSV-G, se mezclaron 300 pL de vector encapsulado
con 300 pL de medio de cultivo celular completo o con 300 pL de suero de conejo policlonal anti-VSVg diluido 100
veces en medio de cultivo celular completo, y se incubé 30 minutos a 37 °C, 5 % de CO; Luego, las células se
transdujeron reemplazando el medio con 300 puL de vector en medio de neutralizacién de anticuerpos o medio de
cultivo sin anticuerpos, seguido de una incubacién a 37 °C, 5 % de CO, durante 2 h. Después de la adsorcién, se
agregd 1 mL de medio completo a cada pocillo. A las 72 h posteriores a la transduccién, las células se tripsinizaron y
se volvieron a suspender en 200 plL de Cellfix 1X, y se determiné el porcentaje de células que expresaban GFP con
un citémetro de flujo Attune NxT utilizando el canal BL1.

Los polimeros utilizados en los experimentos de encapsulacién fueron polimeros de poli(beta-amino éster) (PBAE)
como se muestra en la formula a continuacidén, conjugados con péptidos cargados (Pep) y opcionalmente colesterol
(R). El polimero R se refiere a PBAE conjugado con el péptido CRRR (el mismo péptido en ambos extremos). El
polimero H se refiere a PBAE conjugado con el péptido CHHH. El polimero E se refiere a PBAE conjugado con el
péptido CEEE. El polimero D se refiere a PBAE conjugado con el péptido CDDD. Se probaron mezclas de los péptidos
en diferentes proporciones indicadas en las tablas a continuacién. R/H se refiere a una mezcla 60/40 de polimeros R
y H. Los polimeros indicados con “chol” también se conjugaron con colesterol como el grupo R indicado en la estructura
a continuacién. El valor de “m” fue 3 y el valor de “0” fue 1.
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Las siguientes tablas muestran las mezclas de polimeros y la proporcién de moléculas de polimero por particula LV
utilizadas para la encapsulacién y probadas para la capacidad de transduccién.

Influencia de la carga en el recubrimiento LV (HEK293T)

12 serie: Prueba de polimeros con carga negativa (con lote piloto LV-GFP)

Polimero R mezclado con polimero E: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero R-chol mezclado con polimero E-chol: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero R mezclado con polimero E-chol: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero R-chol mezclado con polimero E: 100/0- d6/33 - 33/66- 0/100

Prueba en 3 proporciones polimero/LV: 10°, 10"y 10™ +/- anticuerpo

Tabla 1. Recubrimientos de polimero utilizados para probar el efecto de la carga.

Mejora del recubrimiento LV con polimeros D y K (HEK293T)
2% serie: si los polimeros cargados negativamente mejoran la encapsulacién con el
lote piloto LV-GFP)
Polimero R mezclado con polimero E: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero R mezclado con polimero D: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero R-chol mezclado con polimero E-chol: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero R-chol mezclado con polimero D-chol: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero K mezclado con polimero E: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero K mezclado con polimero D: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero K-chol mezclado con polimero E-chol: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero K-chol mezclado con polimero D-chol: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Prueba de la mejor proporcién polimero/LV, +/- anticuerpo

Tabla 2. Otros recubrimientos poliméricos utilizados para probar el efecto de la carga.

Evaluacién del recubrimiento de LV sin VSV-G (HEK293T)

2% gerie: si los polimeros cargados negativamente mejoran la encapsulacion — prueba
de LV sin VSV-G (con el lote piloto LV-GFP y lotes UC de LV-GFP +/- VSV-G)

Polimero R/H mezclado con polimero E: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero R/H mezclado con polimero D: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero R/H mezclado con polimero E-chol: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
Polimero R/H mezclado con polimero D-chol: 100/0- 66/33 - 33/66- 0/100
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Prueba en 3 proporciones polimero/LV: 10°, 10"y 10™ +/- anticuerpo

Tabla 3. Recubrimientos de polimero utilizados con LV sin VSV-G.

Para probar el efecto del recubrimiento de polimero sobre la capacidad de transduccién de vectores lentivirales
recubiertos de polimero que carecen de proteina de envoltura viral, se conjugaron péptidos que tenian diferentes
aminoécidos cargados al esqueleto del polimero y los polimeros resultantes se usaron para recubrir vectores
lentivirales y probar la transduccién de células HEK293T.

Los datos de expresién de GFP se obtuvieron como resultados del citémetro de flujo después de la transduccién con
vectores que tenian las proporciones indicadas de moléculas de polimero por particula de vector lentiviral (LV). En
cada condicién, la adicién de suero de conejo anti-VSV-G policlonal redujo la tasa de transduccién con una proporcién
de 10° pero Ab no logré reducir la transduccion en proporciones de 107 y 10", lo que indica que se necesitaban al
menos aproximadamente 10'° polimeros por particula de LV para una encapsulacién eficaz. Los datos también
confirmaron que el LV encapsulado con polimero pudo llevar a cabo la transduccién de manera eficaz, y que el
polimero cargado positivamente es mas eficaz, y la eficacia de la transduccién disminuye con el aumento de la
introduccién de carga negativa en el polimero.

Se llevé a cabo un experimento similar utilizando un polimero PBAE conjugado con colesterol. Los resultados fueron
similares a los del polimero que no estaba conjugado con colesterol para los polimeros Ry E.

Se llevd a cabo un experimento similar utilizando LV que carecia de la proteina de envoltura VSV-G (“LV bald”). Los
resultados indicaron que el LV bald sin envoltura no pudo inducir la transduccién. Sin embargo, el LV bald encapsulado
en polimero pudo transducir eficazmente las células en proporciones de moléculas de polimero/LV de 10° 10 0 10"
Como se esperaba, la adicién de Ab anti-VSV-G no tuvo efecto. Los polimeros con carga positiva fueron mucho mas
eficaces que los polimeros con carga neutra o negativa. Se obtuvieron resultados similares utilizando polimero
conjugado con colesterol, y también para mezclas de polimeros que contenian péptidos R+H y D, con o sin colesterol.

Ejemplo 4. Efecto del pH durante el recubrimiento polimérico de vectores lentivirales *VSV-G.

Se prepararon LV recubiertos con PBAE que carecian de VSV-G o que expresaban VSV-G y se llevé a cabo su
transduccién de células Jurkat como se describe en el ejemplo 3, excepto que las células se cultivaron en suspension
y se vari6 el pH de la solucién de recubrimiento. Se utilizd solucién reguladora de acetato a un pH entre 4.5y 6,
solucién reguladora de citrato a un pH entre 4.5 y 6, solucién reguladora de histidina a un pH entre 6 y 7, y solucién
reguladora Tris a un pH entre 7 y 8. En cada condicién de pH, el nimero de moléculas de polimero por particula de
LV se vari6 desde 10%a 10'°. La estabilidad del VSV-G+ LV se muestra en la figura 7. Los vectores fueron estables en
el intervalo de pH de 4.5 a 8.0 y se pueden mantener en esos intervalos de pH hasta 120 minutos.

Las figuras 8A-8H muestran los resultados de un experimento para probar la estabilidad de particulas de LV bald en
las diferentes soluciones reguladoras de pH sin encapsulaciéon de polimero. Para VSV-G+ LV, la integridad se evalud
midiendo su capacidad para transducir células HEK293T y causar la expresion de GFP (detectada por FACS). Para
VSV-G- LV (bald), la integridad se evalud midiendo la liberacién de proteina p24 (un indicador de lisis de las particulas
del vector; p24 se midid en sobrenadantes por ELISA), ya que no fue posible la transduccién utilizando LV bald no
recubiertas de polimero. La integridad fisica se determiné después de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos en las diferentes
soluciones reguladoras de pH. Los resultados no indicaron pérdida de integridad para ninguno de los tipos de LV hasta
120 min, aunque las condiciones de pH mas altas fueron ligeramente menos favorables para la viabilidad del LV que
las condiciones de pH mas bajo. Los datos en bruto para la retencién y liberaciéon de p24 en LV bald se muestran en
las figuras 8A-8H.

La figura 9 muestra los resultados de la encapsulaciéon de LV bald a diferentes valores de pH, seguida de la
transduccién de células HEK293T y la expresion de GFP detectada por FACS. Como se esperaba de otros
experimentos discutidos en el ejemplo 1, el recubrimiento completo de polimero del LV bald, que dio como resultado
un LV capaz de transduccion, requirié al menos aproximadamente 10° moléculas de PBAE por particula de LV para
obtener particulas viables. Se observé una clara dependencia del pH para el procedimiento de recubrimiento. Un pH
mas alto (pH 7) practicamente no produjo LV infeccioso, mientras que el recubrimiento a un pH en el intervalo desde
aproximadamente 5.0 a aproximadamente 6.5 dio buenos resultados de transduccién. El derivado de R/H PBAE
(PBAE conjugado con péptidos CRRR mezclados con PBAE-CHHH en una proporcién de 60/40 volivol, véase el
ejemplo 1) se utilizé para el recubrimiento en este experimento. Cabe destacar que la figura 9 también muestra que la
encapsulacién parcial por polimero da como resultado una falta de capacidad de transduccién, lo que demuestra que
el uso de vectores virales que carecen de proteina de envoltura potenciard el perfil de seguridad. Sin esta
caracteristica, las particulas de vector cuyo recubrimiento de polimero se pierde, parcial o completamente, o se
degrada parcialmente, o las particulas de vector que se han recubierto de forma incompleta durante la produccién,
podrian representar un problema de seguridad debido a la posible transduccién de células no dirigidas.

La figura 10 muestra los resultados de un experimento similar al representado en la figura 9, pero utilizando una mezcla
(60/40) de los polimeros R-colesterol-PBAE y H-colesterol-PBAE. La adicién de colesterol redujo la proporcién
polimero/particula LV necesaria para encapsular completamente el LV bald a un pH bajo.
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En la figura 11 se muestra un experimento en el que se prueba el recubrimiento del VSV-G+ LV a diferentes valores
de pH. Se utiliz6 el polimero R-PBAE para la encapsulaciéon y también se probé la sensibilidad al anticuerpo anti-VSV-
G+. Los resultados indican poca sensibilidad del pH a las tasas de transduccién generales, pero la sensibilidad del
anticuerpo (indicativa de un recubrimiento de polimero incompleto) fue mayor a pH 6.5 que a valores de pH mas bajos.
Otra indicacién de un recubrimiento mas completo a pH més bajo se ve en la transduccidén basal mas alta en presencia
del anticuerpo anti-VSV-G a pH 5.

Ejemplo 4. Transduccién de linfocitos utilizando vectores lentivirales encapsulados +VSV-G.
Transduccién de células Jurkat y linfocitos humanos

Para cuantificar la transduccién, las células Jurkat se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 8x10*
células por pocillo en medio completo que contenia 10 % de FBS y 1 % de penicilina/estreptomicina. Se agregaron
300 pL de vector encapsulado a las células. Después de 2 h de incubacién a 37 °C, 5 % de CO», se agregaron 500 pL
de medio completo fresco a cada pocillo. El porcentaje de células que expresaban transgenes GFP o mCherry se
determind 72 h después de la transduccién con un citometro de flujo Attune NxT (Thermo Fisher) utilizando el canal
BL1 o YL1 respectivamente. El fenotipo de las células transducidas que expresaban el transgén GFP se determind
mediante tincién de citometria de flujo con diferentes anticuerpos especificos para los siguientes tipos de células
siguiendo las instrucciones del fabricante (BD Biosciences): CD3 (linfocitos T) y CD19 (linfocitos B).

La transduccién de linfocitos humanos se llevd a cabo con el mismo método excepto que se sembraron 10°
células/pocillo.

Citotoxicidad

Los linfocitos humanos se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 5x10° células por pocillo en medio
completo que contenia 10 % de FBS y 1 % de penicilina/estreptomicina. Se agregaron a las células 300 pL de vector
que expresa CAR CD19 encapsulado. Después de 2 h de incubacién, se agregaron 500 pL de medio completo fresco
a cada pocillo. Después de 48 h de incubacién a 37 °C, 5 % de CO,, se agregaron células tumorales Ramos CD19-
positivas en proporciones linfocito/célula tumoral de 50:1 0 1:1. Después de 4 h de incubacidén a 37 °C, 5 % de COy,
las células que expresaban el CAR CD19 se tifieron con proteina L y se detectaron con un citémetro de flujo ATTUNE
NXT (Thermo Fisher) utilizando el canal YL1. Las células y linfocitos CD19 positivos se cuantificaron mediante tincion
de citometria de flujo con anticuerpos especificos CD19 o CD3 (BD Biosciences) segun las instrucciones del fabricante.

Preparacidn y transducciéon de PBMC de ratén

Las células mononucleares de sangre periférica de ratén (PBMC) recién preparadas se aislaron a partir de sangre
completa heparinizada utilizando tubos LEUCOSEP (Greiner bio--one) llenos de FICOLL-PAOUE PREMIUM 1.084
(GE Healthcare). Después de la dilucién de la sangre con DPBS, las PBMC se separaron mediante un gradiente de
densidad de FICOLL, se lavaron dos veces con DPBS y se volvieron a suspender hasta obtener la densidad celular
deseada en un medio de cultivo.

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 2 x 10° células por pocillo en medio RPMI que
contenia 10 % de FBS y 1 % de penicilina/estreptomicina. Se agregaron 300 pL de vector encapsulado a las células.
Después de 2 h de incubacién a 37 °C, 5 % de CO», se agregaron 500 puL de medio completo fresco a cada pocillo. El
porcentaje de células que expresaban GFP se determind 48 h después de la transduccién con un citémetro de flujo
Attune NXT utilizando el canal BL1. El fenotipo de las células transducidas que expresan eltransgén GFP se determind
mediante tincién de citometria de flujo con diferentes anticuerpos especificos para los siguientes tipos de células
siguiendo las instrucciones del fabricante (BD Biosciences): CD4 (linfocitos T colaboradores), CD8 (linfocitos
citotéxicos), CD19 (linfocitos B), Ly-6G (granulocitos), CD11b (macréfagos), CD11¢ (células dendriticas) y F4/80
(monocitos).

La figura 12 muestra la expresién de GFP y la viabilidad celular de las células Jurkat transducidas con el LV
encapsulado en PBAE indicado en presencia y ausencia de anticuerpo anti-VSV-G. Los resultados estan normalizados
a las condiciones de anticuerpo negativo como 100 %. Una amplia variedad de polimeros de encapsulacion y
proporciones polimero/vector no pudieron bloquear la inhibicién por el anticuerpo, lo que indica que la proteina VSV-
G sobresalia a través del recubrimiento de polimero en todas las condiciones analizadas y mediaba la transduccion.

En las figuras 13A-13D, se muestra la expresién de mCherry como una medida de la transduccién de células Jurkat
por LV bald encapsulado por los polimeros PBAE indicados, con y sin conjugacién de colesterol, y en una variedad de
diferentes proporciones polimero/vector y carga neta de polimero.

Los resultados de la transduccién de linfocitos humanos utilizando diferentes vectores se muestran en las figuras 14A-
14D. El nimero de particulas de vector por linfocito aumenta de izquierda a derecha en cada figura. La figura 14A
muestra los resultados obtenidos para el VSV-G* LV tipico; se observd poca transduccién, como también fue el caso
para el VSV-G LV (bald) no encapsulado que se muestra en la figura 14B. Sin embargo, la encapsulacién del LV bald
con R/H (60/40 vol/ivol), proporcién 1.10e+9 PBAE por LV con o sin 10E+4 PGA-Fab condujo a una transduccién
exitosa y dependiente de la dosis como se muestra en la figura 14C. En el experimento que se muestra en la figura
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14D, también se obtuvo una fuerte transduccién después de agregar una unidad estructural de direccionamiento (PGA
Fab) al LV bald encapsulado con PBAE. El experimento cuyos resultados se muestran en la figura 14E demuestra que
la transduccidén adicional de linfocitos humanos con un CAR especifico para CD19 fue compatible con una fuerte
transduccién del transgén LV. Ademas, los resultados que se muestran en la figura 14F revelan que los linfocitos
humanos transducidos con un CAR especifico para CD19 fueron capaces de ejercer una accidn citotdxica contra las
células cancerosas positivas para CD19.

La figura 15 muestra los resultados de experimentos en los que se transfectaron PBMC de ratén con LV no
encapsulado VSV-G* (dos barras a la izquierda) o LV bald encapsulado con PBAE (dos barras a la derecha). El LV
bald encapsulado mostré una transduccién mucho mas fuerte que los vectores VSV-G* para cada tipo de célula
presente en la preparacién de PBMC.
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Como se utiliza en el presente documento, "que consiste esencialmente en" permite la inclusién de materiales o etapas
que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y novedosas de la reivindicacién. Cualquier mencién en el
presente documento del término "que comprende", en particular en una descripcibn de componentes de una
composicién o en una descripcién de elementos de un dispositivo, puede sustituirse por "que consiste esencialmente
en" o "que consiste en".

Si bien la presente tecnologia se ha descrito junto con determinadas realizaciones preferidas, un experto, después de
leer la especificacién anterior, podré efectuar diversos cambios, sustituciones de equivalentes y otras alteraciones a
las composiciones y métodos establecidos en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Una nanoparticula que comprende un vector viral recubierto con un polimero o una mezcla de polimeros, en la que
el vector viral comprende un transgén, y en la que la nanoparticula funciona como un vehiculo para administrar el
transgén a células eucariotas, en la que el vector viral carece de proteina de envoltura.

2. La nanoparticula de la reivindicaciéon 1, en la que el polimero o la mezcla de polimeros comprende un poli(beta-
aminoéster) que tiene la férmula

en la que cada Pep es un oligopéptido; en la que R es OH, CHj3 o colesterol; y en la que m varia desde 1 a 20. n varia
desde 1 a 100, y o varia desde 1 a 10.

3. La nanoparticula de la reivindicacién 2, en la que cada oligopéptido comprende al menos tres residuos de
aminoécidos seleccionados del grupo que consiste en arginina (R), 4cido glutamico (E), lisina (K), acido aspartico (D),
histidina (H) y cisteina (C), preferiblemente en la que la secuencia de aminoéacidos de al menos uno de los
oligopéptidos es CRRR (SEQ ID NO:1), o CHHH (SEQ ID NO:2), 0o CKKK (SEQ ID NO:3), o CEEE (SEQ ID NO:4), o
CDDD (SEQ ID NO:5).

4. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el polimero o la mezcla de polimeros
tiene una carga neta positiva o una carga neta negativa a pH 7.

5. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la nanoparticula contiene desde 108 a
10'2 moléculas de polimero por vector, preferiblemente en la que la nanoparticula contiene desde aproximadamente
10° a aproximadamente 10'° moléculas de polimero por vector.

6. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el vector viral es un vector retroviral,
preferiblemente en la que el vector retroviral es un vector lentiviral.

7. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una o mas unidades
estructurales de direccionamiento unidas a una o méas moléculas de polimero, preferiblemente en la que la unidad
estructural de direccionamiento se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, scFy,
armazones proteinicos similares a anticuerpos, oligopéptidos, aptameros, aptameros de L-ARN y ligandos para
receptores de la superficie celular; por ejemplo, la unidad estructural de direccionamiento es un anticuerpo anti-CD3 o
un aptamero anti-CD3.

8. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el transgén codifica un receptor de
antigeno quimérico.

9. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que tiene un potencial zeta de aproximadamente
-15 mV a aproximadamente +15 mV.

10. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que carece de proteina de envoltura VSV-G,
preferiblemente en la que la nanoparticula tiene un perfil de seguridad mejorado para uso in vivo en comparacién con
una nanoparticula similar que comprende proteina de envoltura VSV-G.

11. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el vector viral carece de proteina de
envoltura viral, y en la que la nanoparticula solo es capaz de transducir una célula de mamifero por encima de un
ndmero umbral de moléculas de polimero por vector, preferiblemente:

(i) en la que por debajo de dicho numero umbral de moléculas de polimero por vector, la cantidad de polimero es
insuficiente para recubrir completamente el vector, y/o

(i) en la que por debajo de dicho numero umbral de moléculas de polimero por vector, la nanoparticula es
estructuralmente inestable o esté sujeta a la disociacién de las moléculas de polimero de la nanoparticula, y/o

(iii) en la que la nanoparticula tiene un perfil de seguridad mejorado para uso in vivo en comparacién con un vector o
un vector encapsulado en polimero que carece de dicho umbral.

12. Un método de fabricacién de la nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo el
método las etapas de:

(a) proporcionar un vector viral que comprende un transgén, en la que el vector viral carece de proteina de envoltura;

20



10

15

20

25

30

35

ES 299192213

(b) proporcionar un polimero o una mezcla de polimeros, y opcionalmente una o mas unidades estructurales de
direccionamiento; y

(c) poner en contacto el vector viral y el polimero o la mezcla de polimeros, y opcionalmente la una 0 mas unidades
estructurales de direccionamiento, con lo que el vector viral y el polimero o la mezcla de polimeros se combinan para
formar dicha nanoparticula.

13. El método de la reivindicacién 12, en el que:

(i) la etapa (c) se realiza a un pH de aproximadamente 5.0 a aproximadamente 6.5, preferiblemente a un pH de
aproximadamente 5.5 a 6.0, o la etapa (c) se realiza a un pH en la que el polimero o la mezcla de polimeros tiene una
carga neta positiva y el vector retroviral tiene un potencial de superficie negativo, y/o (ii) el polimero o la mezcla de
polimeros comprende un poli(beta-aminoéster) que tiene la férmula
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en la que cada Pep es un oligopéptido; en la que R es OH, CHj3 o colesterol; y en la que m varia desde 1 a 20, n varia
desde 1 a 100 y o varia desde 1 a 10, preferiblemente en la que cada oligopéptido comprende al menos tres residuos
de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en R, E, K, D, Hy C, y/o

(iii) el vector retroviral es un vector retroviral, tal como un vector lentiviral, y/o

(iv) el método que comprende ademas poner en contacto el vector con una o mas unidades estructurales de
direccionamiento, opcionalmente en la que las unidades estructurales de direccionamiento estan unidas al polimero o
mezcla de particulas.

14. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso en un método para tratar una enfermedad,
tal como el cancer, comprendiendo el método administrar una composicién que comprende una pluralidad de dichas
nanoparticulas a un sujeto que la necesita, con lo que las células del sujeto son transducidas por el vector retroviral y
el transgén se expresa en las células transducidas.

15. Un método para transducir células in vitro, comprendiendo el método poner en contacto células cultivadas con una
pluralidad de nanoparticulas de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, mediante el cual al menos algunas de las
células cultivadas son transducidas por el vector retroviral y el transgén se expresa especificamente en las células
transducidas, preferiblemente en la que las nanoparticulas estan dirigidas a células CD3-positivas y el transgén se
expresa especificamente en células CD3-positivas, o en la que el transgén codifica un receptor de antigeno quimérico.

16. La nanoparticula de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso en un método para realizar terapia génica,
comprendiendo el método poner en contacto células in vitro o dentro de un organismo vivo con una pluralidad de
dichas nanoparticulas, con lo que el transgén se expresa en las células.

17. Una nanoparticula que comprende un vector viral recubierto con un polimero o una mezcla de polimeros, en la
que el vector viral comprende un nivel reducido de proteina de envoltura, y comprende un transgén, en la que la
nanoparticula funciona como un vehiculo para entregar el transgén a las células eucariotas, y en la que el nivel
reducido de proteina de envoltura es insuficiente para promover la entrada celular del vector y la transduccién de las
células por el vector, preferiblemente en la que el nivel reducido de proteina de envoltura es 5 % o0 menos de una
cantidad de proteina de envoltura en un virus funcional del cual se derivé el vector.
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