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DESCRIPCION

Vectores genéticos condicionales regulados en cis.

La presente invencidn se refiere a un sistema de vector genético condicional y a una célula huésped, que ha sido
transfectada con dicho sistema de vectores. La presente invencion se refiere ademds a una preparacién combinada
que comprende el sistema de vector de la invencién y a un agente de interferencia. Ademads, se proporciona una
composicién farmacéutica y su uso en el tratamiento de la hemofilia, diabetes, artritis reumatoide, inmunodeficiencia
genética, y la enfermedad de injerto contra huésped.

Los 4cidos nucleicos recombinantes son la base de los vectores genéticos, los cuales se utilizan ara terapia gé-
nica e inmunoterapia de varias enfermedades humanas. La mayoria de vectores genéticos comprenden componentes
genéticos virales o metazoanos, los cuales proporcionan los elementos activos en cis necesarios tales como promo-
tores y potenciadotes para expresar uno o mas genes de interés terapéutico. Ademas, ciertos vectores genéticos, que
se disefian en un proyecto previo de virus, también transportan las sefales reguladores esenciales implicadas en el
empaquetamiento de dcidos nucleicos en componentes estructurales virales, asi como elementos replicativos para la
amplificacién de los genomas de vectores viricos.

En la célula receptora, los vectores genéticos se pueden presentar s6lo de forma transitoria o se pueden mantener
durante un periodo largo de tiempo. En este aspecto, la informacién genética se pierde rapidamente mediante la
degradacion espontdnea por nucleasas celulares o se mantiene mediante la integracion de la informacién genética en
el cromosoma de la célula receptora. Dado que en terapia génica e inmunoterapia frecuentemente se prefiere un efecto
prolongado de los genes terapéuticos y sus productos, se utilizan habitualmente vectores genéticos, los cuales inducen
la integracién cromosdmica de su informacién genética. En particular, todos los retrovirus y virus adenoasociados se
integran como provirus durante esta parte de los ciclos de vida viricos para establecer un estado latente o persistente.
De forma similar, los vectores genéticos basados en ADN también pueden integrarse de forma cromosémica.

La integraciéon de ADN fordneo rompe la integridad genética del cromosoma del huésped. Como resultado, los
virus integrantes, los vectores virales y los vectores genéticos basados en ADN pueden actuar como mutdgenos in-
sercionales. Las mutagénesis insercionales se observa de forma critica, ya que los vectores retrovirales, que se han
utilizado para curar una forma severa de inmunodeficiencia en humanos daba lugar a la transformacién de células
T oncogénicas (Hacein-Bey-Abina, et al., 2003). Este problema se evita con sistemas de vectores genéticos que se
mantienen como unidades extracromosdmicas en la célula receptora transducida o transfectada con ADN. Todos los
vectores genéticos, que se caracterizan por esta caracteristica, derivan de pldsmidos de ADN recombinantes portadores
de replicones auténomos (Piechazeck et al., 1999; Schaarschmidt et al., 2004; Sugden y Leight, 2001). Los replico-
nes son unidades genéticas que median la replicacion de ADN de los ADNs de vectores genéticos frecuentemente en
sincronia con la replicacién del cromosoma de la célula huésped.

El replicén plasmido del virus de Epstein-Barr (EBV) es el origen latente de la replicaciéon de ADN de este virus
del herpes humano. Los plasmidos que contienen este origen de replicacién de ADN se replican de forma similar al
genoma de su célula huésped y se mantienen de forma extracromosémica. Consecuentemente, este replicén pldsmido
ha sido explotado como vectores genéticos recombinantes (Sugden y Leight, 2001). El replicén pldsmido de EBYV,
denominado oriP, da soporte a la replicacion eficaz de ADN en células seleccionadas para retenerlo en varias copias
cuando se proporciona el producto genético viral EBNAI. Los plasmidos recombinantes que contienen oriP se re-
plican una vez por ciclo celular durante la fase S y se dividen de forma eficaz en células hijas, s6lo se necesitan dos
componentes, oriP en cis y EBNA en trans, la célula contribuye con el resto.

El replicén oriP consiste en dos elementos esenciales, la familia de repeticiones (FR) y una estructura denominada
elemento de simetria de pareja (DS, figura 1). La iniciacién de la replicacién de ADN tiene lugar en el DS o préximo al
mismo, en el cual se reclutan los componentes del complejo de pre-replicacion celular (pre-RC), incluyendo proteinas
ORC y MCM (Ritzi et al., 2003; Schepers et al., 2001). Es probable que EBNAI1, que se une a cuatro sitios de
unién de baja afinidad en DS, contribuya al reclutamiento de pre-Rc, quizds conjuntamente con otras caracteristicas
estructurales de DS. El elemento FR es un grupo de 20 motivos de unién de afinidad elevada para EBNA1 y se
dedica a actuar en la retencién nuclear de oriP. La retencién nuclear de pldsmidos oriP se considera obligatoria para el
mantenimiento a largo plazo de plasmidos y podria contribuir también a la divisién en cada ciclo celular. En plasmidos
recombinantes de hasta aproximadamente 30 kbps de tamafio, ambos componentes, DS y FR, son esenciales para la
funcién de oriP. En plasmidos recombinantes mds grandes (o en el contexto del genoma de EBV), el DS puede volverse
prescindible (White ef al., 2001) probablemente porque pre-RC se puede reclutar en dreas diferentes a DS (Schepers et
al., 2001). Estos resultados sugirieron que DS y FR son elementos activos en cis funcionalmente diferentes dedicados
a la replicacion de ADN y al mantenimiento del replicon, respectivamente, en células proliferantes, asi como células
arrestadas.

EBNAI es una proteina viral que interacciona con oriP directamente y estd caracterizada por un disefio modular.
La mitad carboxi terminal comprende los residuos de aminoécidos 459 a 604 del producto génico del prototipo EBNA 1
de la cepa B95.8 de EBV (Baer et al., 1984), que constituye un dominio de dimerizacién y de unién a ADN (figura
2). La mitad amino terminal de EBNAI, en particular los residuos de aminoacidos 1 a 89 y 322 a 379, media en
la asociacion con cromosomas celulares (Marechal et al., 1999) y es esencial para el mantenimiento del pldsmido y
la activacion transcripcional (Yates y Camiolo, 1988). Los dominios restantes son una unidad de repeticién glicina-
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alanina (aminodcidos 90 a 327) supuestamente implicada en la degradacion de la proteina, una sefial de localizacién
(aminoécidos 379 a 386) y un dominio de activacién dcida (aminoédcidos 605 a 641) (Kieff y Rickinson, 2001 para
revision).

Las caracteristicas de asociacion al cromosoma de EBNA1 desencadend un acercamiento en el que la mitad amino
terminal se sustituy6 con proteinas celulares conocidas por conferir la unién a cromatina y la asociacién a cromosomas
mitéticos (Hung et al., 2001). Entre diversos candidatos, los productos génicos quiméricos que consisten en la histona
celular H1 o proteinas HMGA 1a fusionadas a los residuos de aminoédcidos 379 a 641 de EBNAI, sustituyeron fun-
cionalmente el alelo de EBNA1 natural (wt) con respecto a tanto la replicacién como el mantenimiento del plasmido
(Sears et al., 2003).

Sin embargo, ninguna de las referencias o publicaciones muestra un sistema para la regulacién del mantenimiento
de vectores en una célula diana. Dicha regulaciéon del mantenimiento de vectores podria comportar la ventaja de
transferir la informacién genética a una célula diana, cuya transferencia puede ser facilmente invertida mediante la
adicién de un agente que estd especificamente adaptado para extraer el vector de la célula diana.

Por lo tanto, un problema subyacente de la presente invencion es proporcionar un sistema de vector genético
condicional que se puede utilizar de forma ventajosa para transfectar células diana y que es capaz de extraerse de
las mismas cuando es necesario. En otras palabras, un problema subyacente de la presente invencion es proporcionar
sistemas de vectores genéticos que se pueden controlar mediante medios simples y no alteran genéticamente la célula o
células receptoras. Otro problema subyacente de la presente invencidn es proporcionar un sistema de vector mejorado
para transfectar células huésped, dicho vector es capaz de potenciar los nimeros de copias del vector. Ademads, un
problema adicional es proporcionar una unién mejorada, aunque reversible, de elementos activos en cis y trans para
el objetivo anterior.

Estos objetos se resuelven mediante la materia de las reivindicaciones independientes. Las realizaciones preferidas
se establecen en las reivindicaciones dependientes.

La solucién de la presente invencién es la primera aproximacién para establecer plasmidos de vectores genéti-
cos extracromosémicos, cuyo mantenimiento en una célula diana especifica se puede controlar en cis mediante, por
ejemplo, un compuesto de peso molecular pequefio.

Los genes procariotas tetR y lacl se han explorado para regular la transcripcion eucariota de un modo condicional
(Gossen y Bujard, 1992; Gossen et al., 1995; Liu et al., 1989). Ambos productos génicos se han utilizados como tales
(Yao et al., 1998) o fusionados a dominios reguladores eucariotas, que juegan papeles cruciales en la activacién trans-
cripcional (dominios VP16 de activacion de la transcripcidn 4cidos relacionados) (Baron et al., 1997) o la represién
(KRAB) (Deuschle et al., 1995). Las funciones independientes de los médulos de DS y FR del replicén oriP, que se
dedican a la replicacién de ADN y al mantenimiento del replicén, respectivamente, es un hallazgo reciente (Aiyar et
al., 1998; Schepers et al., 2001), que sugirié que EBNA1 juega un doble papel cuando se une a DS y FR. La estructura
de EBNAL y el elemento FR sugirieron que FR proporciona una serie de grupos de unién a los que se une especifi-
camente EBNA1 e induce la unién de los pldsmidos oriP a la cromatina celular mediante los denominados dominios
de gancho AT (Sears et al., 2003) para asegurar la retencién nuclear y el mantenimiento estable del plasmido. Los
dominios de gancho AT son una caracteristica de los miembros de la familia de HMG (Harrer et al., 2004), de la cual
HMGA1a se une a la interfase y la cromatina mitética durante el ciclo celular. También se reconocié que HMGAla
provoca el mantenimiento estable de plasmidos wt oriP cuando se fusiona al dominio de unién a ADN de EBNA1
(Hung et al., 2001).

El enfoque combinatorio de la presente invencion se ilustra aqui con respecto a algunos ejemplos especificos, es
decir, para fusionar regiones que contienen el gancho AT de EBNA1 o HMGA1a a la proteina de unién a ADN, TetR.
Esto revel6 que (i) los plasmidos de origen hibrido se pueden mantener extracromosdmicamente durante largo tiempo
y (i) se pierden tras el tratamiento con doxiciclina, la cual anula la unién del dominio de unién a ADN de TetR.

La presente invencién muestra ademds que se pueden disefiar replicones de plasmidos de tipo oriP sintéticos, de
maneras que los factores o dominios viricos resultan completamente prescindibles. Los cuatro sitios de unidn de baja
afinidad en DS (figura 1) se pueden sustituir con sitios ferO, de manera que las proteinas de fusién que albergan el
dominio de unién ADN TetR pueden reclutar también el complejo ple-replicativo al origen de la replicaciéon de ADN.
Se observé que dichos replicones de plasmidos de tipo oriP se pueden mantener extracromosémicamente durante
semanas. Los inventores también han encontrado evidencia de que la doxiciclina conduce a una pérdida abrupta de
dichos plasmidos, presumiblemente porque anula el mantenimiento del pldsmido, asi como la replicacién de ADN.
Dichos replicones de plasmidos de tipo oriP dependen sélo de proteinas de fusién con el dominio de unién a ADN
TetR y no requieren de EBNAT1 para su replicacién de ADN. En consecuencia, los pldsmidos de vectores genéticos se
pueden disefiar para transportar el replicén de tipo oriP, un cassette de expresién que codifica TetR:TetR:HMGAla, y
uno o mds genes adicionales de interés (figura 7 para un ejemplo).

Se ha demostrado in vivo (Schoring et al., 2002) la expresion génica regulada por tetraciclinas, indicando que
los vectores genéticos, que se pueden regular en cis, es probable que también sean funcionales in vivo. Los mutantes
del gen fefR con un fenotipo inverso se unen a motivos fetO exclusivamente en presencia del farmaco (Gossen et
al., 1995); Urlinger et al., 2000) y se espera que también sean funcionales en el presente sistema. Se supone que las
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fusiones de TetR con el fenotipo inverso permitirdn el establecimiento de plasmidos de tipo oriP s6lo en presencia de
tetraciclina o sus derivados, lo cual es una condicién incluso mds astringente para los vectores genéticos de plasmido
regulados en cis.

Los inventores desarrollaron una primera generacién de plasmidos de vectores genéticos, los cuales se pueden
regular en cis. Estos pldsmidos de vectores genéticos transportan dos genes marcadores para la seleccion (resistencia
a puromicina o higromicina) y rastreo fenotipico (GFP o mRFP) que se pueden sustituir fiacilmente por genes de
interés terapéutico. Dichos pldsmidos de vectores genéticos se pueden empaquetar en una particula viral cuando se
proporcionan sefiales de empaquetamiento necesarias (Delecluse et al., 1999; Kreppel y Kochanek, 2004). Se pueden
afiadir genes adicionales o incluso loci genéticos de interés terapéutico, ya que la capacidad de empaquetamiento de
vectores de plasmido basados en ADN o vectores virales puede ser grande, superando 100 kbps (White et al., 2002).

La terapia génica somdtica y la inmunoterapia necesitan sistemas de vectores genéticos que se puedan controlar
mediante medios simples y no alteren genéticamente la células o células receptoras. El sistema de vector genético
nuevo presentado en la presente invencidén ofrece ambas ventajas y deberia contribuir a la viabilidad de enfoques
terapéuticos innovadores. Ademds, el presente sistema proporciona la ventaja de dar lugar a un mayor nimero de
copias del plasmido tal y como se ilustra en la figura 6.

La presente invencidn estd dirigida en particular a los siguientes aspectos y realizaciones:

Segin un primer aspecto, la presente invencién proporciona un sistema de vector genético condicional que com-
prende los siguientes elementos:

a) un vector portador de un elemento activo en cis y unas o mds secuencias codificantes y/o no codificantes, y

b) un factor activo en trans que tiene un dominio de unién a ADN capaz de unirse a una region del elemento
activo en cis y un dominio capaz de mantener la proteina en el nicleo de una célula diana,

caracterizado porque

en el que se selecciona la regién del elemento activo en cis y el dominio de unién a ADN del factor activo en
trans capaz de unirse a la regién del elemento activo en cis que el mantenimiento nuclear de dicho vector portador del
elemento activo en cis en una célula diana puede estar regulado por la adicién de un agente capaz de interferir en la
unidén de dicho factor activo en frans a dicho elemento activo en cis.

El término “mantenimiento” tal y como se describe en la presente invencion se refiere a un efecto importante de
la presente invencidn, es decir, el efecto de mantener un vector en una célula diana deseada tanto tiempo como se
desee, por ejemplo, en un intento por tratar un animal o un humano mediante terapia génica. “Mantenimiento” tal y
como se utiliza en la presente invencién tiene un significado muy especifico que se deberia distinguir claramente de
los términos relacionados utilizados normalmente en el sector de la ciencia; por “mantenimiento” se entiende que un
elemento, en el contexto especifico de la presente invencidn un factor activo en trans, estd unido firmemente al niicleo
de una célula diana, en particular al esqueleto de cromatina del niicleo. “Unido firmemente” tal y como se utiliza en
la presente invencidn, significa que el elemento respectivo se mantiene en la célula durante todas las etapas del ciclo
celular (etapas G1, S, G2 del ciclo celular), en particular incluyendo la mitosis.

El término “mantenimiento”, por lo tanto, también se puede definir como la capacidad de unién a cromatina mit6-
tica. Debe indicarse que el término anterior debe diferenciarse estrictamente de otras caracteristicas que se muestran,
por ejemplo, mediante secuencias de localizacién nuclear (NLS). Muchas proteinas, por ejemplo, factores de trans-
cripcién y protefnas nucleares estructurales, deben moverse desde el citosol hasta el interior del nicleo. Se dirigen al
nicleo mediante su secuencia de localizacién nuclear. Estas proteinas se transportan de forma activa a través de poros
en el envoltorio nuclear en el interior. Sin embargo, estas NLS sélo se pueden considerar como una sefial de transporte
y no proporcionan el “mantenimiento” tal y como se explica en la presente invencidn, es decir, una unién firme (y
reversible) de las proteinas a componentes del nicleo de la célula diana. Por lo tanto, el efecto del sistema de vector
de la presente invencioén también se puede denominar “mantenimiento y/o retencién nuclear del plasmido”.

Los términos “elemento activo en cis” y “factor activo en trans” tal y como se utilizan en la presente invencion,
tienen el significado tal y como se utiliza habitualmente en el sector de la ciencia. Los elementos activos en cis se
definen normalmente como secuencias de ADN en la proximidad de la parte estructural de un gen o, en cualquier caso,
como una unidad genética que son funcionalmente necesarias. Los factores activos en trans son factores, normalmente
considerados como protefnas, que se unen a las secuencias activos en cis para controlar la expresién génica, por
ejemplo.

Alguien experto en la técnica puede determinar facilmente qué dominios de proteina son capaces de mantener o
no la proteina en el nicleo de una célula diana. Esto se puede determinar, por ejemplo, mediante el aislamiento y la
identificacién de proteinas que se unen firmemente a la cromatina en la interfase o la cromatina mitética de una célula
durante el ciclo celular.
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Un ejemplo para un factor activo en trans en el alcance de las definiciones establecidas en la presente invencién es
EBNA1 wt mencionado anteriormente y descrito a continuacion, el cual también se ilustra en la figura 2A. En la misma,
se muestra en producto génico de EBNA1 natural de la cepa B95.8 del prototipo EBV con dominios funcionales
designados y sus residuos de aminodcidos. De este modo, EBNAI tiene un dominio de unién a ADN capaz de unirse
a una regién del elemento activo en cis, que, en este caso, es la secuencia FR de oriP. Por consiguiente, oriP es el
correspondiente elemento activo en cis aqui. Ademds, EBNA1 muestra un dominio capaz de mantener la proteina en
el nicleo de una célula diana denominada “asociacién a cromatina” en la figura 2A.

Sin embargo, se indica explicitamente que el sistema EBNA1-oriP derivado de EBV no muestra el principio de
la presente invencién, ya que el mantenimiento de un vector portador del elemento activo en cis, oriP, en una célula
diana puede no estar regulado por la adicién de un agente, en particular un compuesto de peso molecular pequefio,
capaz de interferir con la unién de EBNAL1 a oriP. De este modo,el sistema EBNA1-oriP no funciona en el sentido
de la presente invencion, aunque puede modificarse tal y como se explica a continuacién con el fin de resolver los
problemas planteados en la presente invencion.

El término “compuestos de peso molecular pequefio” tal y como se utiliza en la presente invencién se entiende
como un grupo de compuestos que tienen un peso molecular entre 50 y 2000, preferiblemente 100-1000.

Segtin una realizacidn, el elemento activo en cis utilizado en la presente invencién deriva de un elemento activo en
cis natural, en el que la regién dispuesta para la unién de dicho elemento activo en cis al correspondiente factor activo
en trans natural esta sustituida por una secuencia de ADN heterdloga, y que el factor activo en frans deriva de un
factor activo en frans natural, en el que el dominio de unién a ADN capaz de unirse a una regiéon del elemento activo
en cis esta sustituido por una secuencia de aminodacidos heteréloga.

Para esta realizacion, la modificacion indicada anteriormente del sistema oriP-EBNA1 puede servir como ejemplo.
Dado que la unién entre oriP y EBNA1 puede no estar interferida o interrumpida por un agente de interferencia, ambas
secuencias, es decir, el dominio de unién a ADN capaz de unirse a una regién de la regién FR de oriP se sustituye
por una secuencia heterdloga, por ejemplo, por TetR, y, por consiguiente, la region FR de oriP se sustituye por una
fragmento ferO. Después de esta modificacion, un sistema de vector tendrd como resultado todos los elementos tal y
como se indica en el primer aspecto de la presente invencidn, es decir, puede regularse in vivo e in vitro por un agente
de interferencia, en este caso especifico por doxiciclina.

De este modo, el término secuencia “heter6loga” no estd limitado especificamente y comprende la sustituciéon
de las secuencias naturales por otras secuencias, tanto si derivan de una fuente relacionada o no relacionada (en el
caso de EBYV, puede, por ejemplo, derivarse de otro virus, o, tal y como se ha explicado anteriormente, de una fuente
procariota).

Segtin una realizacién preferida, el elemento activo en cis es natural y se selecciona del origen pldsmido de repli-
cacion de ADN de virus de Epstein-Barr, denominado oriP, o de motivos de ADN a los que los factores que actiien
en trans se unen especificamente de sitio, tal como un operador lacO, sitios de unién a GAL4, OR1/2, operador tetO
u operador lexA, que se pueden encontrar en E. Coli, Saccharomyces cerevisiae, fago lambda, transposén Tnl10 y E.
Coli, respectivamente.

Tal y como se ha explicado anteriormente, los elementos activos en cis naturales deben modificarse con el fin de
adaptarlos a la regulacion de un agente de interferencia.

Segtin una realizacién preferida, el dominio de unién a ADN del factor activo en trans se selecciona preferiblemente
de EBNALI, represor Lacl, proteina GAL4, proteina Cro, la proteina LexA o el represor Tet, que se pueden encontrar
en el virus de Epstein-Barr, E. Coli, Saccharomyces cerevisiae, fago lambda, transposén Tnl0, E. Coli o humanos,
respectivamente.

Ademds, el dominio capaz de mantener el factor activo en frans en el niicleo de una célula diana se selecciona
preferiblemente de EBNA1, Histona H1 o HMGAa.

Segtin una realizacién preferida, la regién de unién del elemento activo en cis contiene uno o mas sitios tetO
(operador tet), lacO (operador lac) u otros sitios operadores derivados de elementos activos en cis no presentes en la
célula diana del vector genético. Esta restriccion debe considerarse con el fin de evitar una unién especifica de sitio
inapropiada del factor activo en frans de la presente invencidn en la célula diana (conduciendo a una competicion de
unién con el vector portador del elemento activo en cis de la presente invencién).

En particular, tetO resulté ser preferido en la presente invencion, dado que su unién a TetR puede romperse en
presencia de doxiciclina como agente de interferencia.

De este modo, el sistema de vector de la presente invenciéon comprende preferiblemente una regién de unién del
elemento activo en cis que consiste en al menos de 5 x sitios ferO a 200 x sitios tetO, preferiblemente de 10 x sitios
tetO a 100 x sitios fetO, mas preferiblemente de 20 a 40 sitios x tetO o al menos de 5 x sitios lacO a 200 x sitios lacO,
preferiblemente de 10 x sitios lacO a 100 x sitios lacO, preferiblemente de 20 a 40 sitios x lacO.
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El dominio de unién a ADN del factor activo en trans es preferiblemente TetR (Represor Tet) o Lacl (Represor
Lac) si se utiliza en conexién con las regiones de unién indicadas anteriormente de los elementos activos en cis.

De este modo, segtin una realizacion particularmente preferida de la presente invencion, el factor activo en trans
deriva de EBNAI, donde las secuencias carboxi terminal se sustituyeron por TetR o Lacl. Concretamente, pero tni-
camente mas a modo de ejemplo que de restriccidn, las secuencias de carboxi terminal se pueden definir como los
aminodcidos 379-641, mas preferiblemente 459-604, tal y como se representa en la figura 2A. De este modo, el factor
activo en trans toma preferiblemente la forma de EBNA1: TetR (véase la figura 2B).

Incluso més preferiblemente, en el sistema de vector de la presente invencion, el factor activo en trans es HMGAL
o histona H1 fusionados a TetR o Lacl, por ejemplo TetR:TetR:HMGA1a.

Preferiblemente, el vector portador del elemento activo en cis y una o mds secuencias codificantes y/o no codifi-
cantes, y utilizado en el presente sistema de vector es un plasmido.

La secuencia codificante transportada en el vector se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en anti-
genos, proteinas marcadoras seleccionables y fenotipicas y genes que complementan un defecto genético somético
en la célula o células diana del vector genético. Los defectos genéticos somdticos en estos genes (y enfermedades) y
los genes que complementan a los mismos se pueden seleccionar entre los siguientes: hemoglobina alfa, beta, gamma,
delta (talasemia); receptor de citoquina de cadena gamma comun (SCID); adenosin desaminasa (deficiencia inmune de
ADA); tirosina quinasa de Bruton (deficiencia inmune de células B): factor de coagulacién VIII (hemofilia A); factor de
coagulacién IX (hemofilia B) y trastornos del almacenamiento lisosomal (Morbus Gaucher, mucopolisacaridosis, etc.).

El vector puede transportar secuencias codificantes de aproximadamente 120 kb.

El vector puede contener adicionalmente mds secuencias no codificantes, por ejemplo, secuencias de promotor,
con el fin de controlar la transcripcion de una o mas secuencias codificantes contenidas en el mismo.

Todos los elementos esenciales del sistema de vector de la presente invencién estdn presentes preferiblemente en
un dnico vector. Un vector de ejemplo y preferido de este tipo se representa en la figura 7. Transporta el replicén activo
en cis y el factor activo en trans TetR:TetR:HMGA 1a, que se indican en el centro del mapa. Dos genes marcadores
adicionales que codifican para GFP desestabilizada e higromicin B fosfotransferasa son funcionales en células de
metazoanos, mientras que el gen de -lactamasa confiere resistencia a ampicilina en E. Coli.

Esa es la razén por la cual la presente invencién se denomina “sistema de vector”, ya que puede proporcionar
los dos elementos esenciales, es decir, el elemento activo en cis y el elemento activo en trans, de modo separados o
combinados, en sélo un tnico vector.

El agente de interferencia tal y como se utiliza en la presente invencion se selecciona con el fin de adaptarse
al sistema cis-trans exactamente utilizado, pero preferiblemente, se puede seleccionar de doxiciclina, tetraciclina,
isopropil-beta-D-tiogalactopiranésido (IPTG), iones de metales complejantes, preferiblemente Zn**, u hormonas.

Segin un segundo aspecto, la presente invencion proporciona una célula huésped que se ha transfectado con un
vector tal y como se ha definido en la presente invencién anteriormente. El factor activo en frans también estd codi-
ficado por este vector. La célula huésped es preferiblemente una célula madre humana o animal, preferiblemente una
célula madre hematopoyética, una célula T o una célula B.

Segtin un tercer aspecto, la presente invencién proporciona una preparacion combinada que comprende:

a) El sistema de vector tal y como se ha definido anteriormente y b) el agente de interferencia tal y como se define
en la presente invencion.

En esta preparacién combinada, los componentes a) y b) estan destinados a la administracién posterior (se explicara
con detalle a continuacién).

Segin un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que contiene el
sistema de vector, una célula huésped o una preparaciéon combinada tal y como se describe en la presente invencién, y
un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

De este modo, los ingredientes de la presente invencion se utilizan preferentemente en forma de una composicién
farmacéutica donde se mezclan con portadores o excipientes adecuados en dosis para tratar o aliviar la enfermedad. Di-
cha composicién puede contener también (ademds del ingrediente y el portador) diluyentes, rellenos, sales, tampones,
estabilizadores, solubilizadores y otros materiales bien conocidos en la técnica. El término “aceptable farmacéuti-
camente” significa un material no t6xico que no interfiere en la eficacia de la actividad biolégica del ingrediente o
ingredientes activos. Las caracteristicas del portador dependeran de la ruta de administracion. La composicién farma-
céutica puede contener ademads otros agentes que aumentan la actividad o el uso en el tratamiento. Dichos factores
y/o agentes adicionales pueden incluirse en la composicién farmacéutica para producir un efecto sinergético o para
minimizar los efectos secundarios.
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Las técnicas de formulacién y administraciéon de los componentes de la presente solicitud pueden encontrarse en
“Remington’s Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, PA iltima edicién. Siempre que se utilicen
las composiciones con propdsitos médicos, contendrdn una dosis terapéuticamente eficaz del respectivo ingrediente.
Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere ademds a aquella cantidad del compuesto/ingrediente suficiente para dar
lugar a una mejora de los sintomas, por ejemplo, tratamiento, curacién, prevencién o mejora de dichas condiciones.
Se prefiere la administracion intravenosa al paciente de la composicion farmacéutica de la presente invencion.

Segtin un aspecto adicional, la presente invenciones refiere al uso del sistema de vector o una composicion far-
macéutica para la fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento de la hemofilia, la diabetes, la artritis
reumatoide, la inmunodeficiencia genética, y la enfermedad de injerto contra huésped.

A continuacién, se expone un procedimiento de tratamiento de un paciente que incluye la etapa de administracién
de una dosis terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica tal y como se describe en la presente invencién
para un paciente con necesidad de dicho tratamiento. Dicho procedimiento de tratamiento sigue el siguiente protocolo:

Un vector, que preferiblemente comprende todos los elementos esenciales y adicionalmente los no esenciales de la
presente invencion colocados en un dnico vector, se transfiere a una célula huésped, preferiblemente una célula madre
hematopoyética. Las células huésped y los vectores contenidos en la misma se propagan in vitro y posteriormente,
se administran a un paciente que padecia de una enfermedad concreta. En el paciente, el elemento activo en trans
expresado, a través de su region de unién a ADN, se une a la regién de unioén del elemento activo en cis en el vector,
uniendo de este modo el vector al nicleo de la célula diana en un paciente a través de su dominio de mantenimiento.
De esta manera, la informacion genética ni se pierde rdpidamente por degradacion espontdnea mediante nucleasas
celulares ni se mantiene por la integraciéon de la informacién genética en el cromosoma de la célula receptora. En
cambio, se mantiene de forma reversible en el ndcleo de la célula diana.

En el transcurso del tratamiento, se expresa la secuencia codificante, proporcionando por tanto el producto nece-
sitado terapéuticamente para el paciente. Si se completa el tratamiento o si se interrumpe, se administra el agente de
interferencia al paciente, que conduce a una interrupcioén de la unién del elemento activo en frans al elemento activo
en cis y, de este modo, libera el vector, el cual, a continuacioén, es extraido de la célula diana mediante la degradacién
de nucleasas celulares.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente invencién
tienen el mismo significado tal y como se entiende habitualmente por un experto en la materia al que pertenece esta
invencién. Ademds, los materiales, procedimientos, y ejemplos son sélo ilustrativos y no tienen la intencién de ser
restrictivos.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los dibujos que se acompaiian, en los cuales se muestra
lo siguiente:

Figura 1: Visién general esquematica del replicén oriP natural (wt) y del replicén hibrido 20xzetO. Se muestra
el replicén viral oriP con los dos elementos “familia de repeticiones” y “simetria de pareja”, que llevan respecti-
vamente 20 y 4 sitios de unién a EBNAI. Cada sitio de unién a EBNA1 tiene un tamafio de 30 pares de bases; el
Ilamado elemento rep* es auxiliar y puede contribuir a la replicaciéon de ADN de los pldsmidos oriP en determinadas
condiciones. La modificacién del replicén hibrido 20xferO constituye un grupo de veinte sitios de unién fetO (5’-
TCCCTATCAGTGATAGAGA-3’) a los cuales la proteina TetR se une con una afinidad elevada.

Figura 2: Disefio de factores activos trans y lineas celulares. (A) Se muestra el producto génico de EBNA1 natu-
ral de la cepa B95.8 del prototipo EBV con dominios funcionales designados y sus residuos de aminodcidos. (B) El
producto génico de fusion EBNA1:TetR con el dominio amino-terminal de EBNA1 unido mediante un dominio de
union artificial [(SGy4)s] a una regién codificante completa del gen tetR seguido del dominio F, un dominio de activa-
cion transcripcional derivado de VP16 (Kuerger ef al., 2003). En contraste con la EBNA1 natural en (A), se eliminan
aproximadamente la mitad de las repeticiones Gly-Ala tal y como se indica (A) sin consecuencias funcionales. (C) El
producto génico de fusién dimérico TetR:TetR:HMGA 1a con dos genes fefR unidos mediante un dominio de unién
artificial como en (B). (D) Andlisis de transferencia Western de la linea de células HEK293 parentales (banda izquier-
da) y sus derivados que expresan EBNA1 (banda central) y EBNA1 mas EBANI1:TetR (banda derecha). Las proteinas
se detectaron con dos anticuerpos monoclonales dirigidos contra el carboxi Terminal de EBNA1 y TetR. (E) Andlisis
de transferencia Western de la linea de células HEK293 parentales (banda izquierda) y sus derivados que expresan
TetR:TetR:HMGA 1a (banda derecha). La proteina se detectd con un anticuerpo monoclonal dirigido contra TetR.

Figura 3: El dominio de unién a ADN TetR fusionado a EBNAI confiere mantenimiento al plasmido. Los pldsmi-
dos de prueba 2832 (oriP wt) y 2835 (20xtetO) se transfectaron por separado en la linea de células HEK que expresan
tanto EBNAT como EBNA1:TetR. Las células se cultivaron en presencia de concentraciones selectivas de puromicina
(125 ng/ml) con o sin 2,0 ug/ml de doxiciclina (DOX) durante unos dias hasta que las células hubieron alcanzado la
confluencia. Se aislé el ADN de peso molecular bajo segtin el procedimiento de Hirt, se dividié con una enzima de
restriccion para linealizar los plasmidos de prueba y DPnl para digerir los plasmidos no replicados, los cuales retienen
el patrén de metilaciéon dam que los plasmidos habian adquirido durante la propagacién en E. coli. E1l ADN plasmido
resistente a DPnl de longitud completa se detecté mediante andlisis de transferencia Southern con una sonda radioac-
tiva, la cual se hibrida sélo a la estructura del plasmido procariota de los plasmidos de prueba 2832 y 2835. Mientras
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la doxiciclina apenas tuvo efecto en el plasmido 2832 oriP wt, no se detecto sefial cuando las células se transfectaron
con el pldsmido de prueba 2835 20xtetO hibrido y se mantuvieron en un medio que contenfa doxiciclina y el formaco
selectivo puromicina. La parte izquierda muestra el plasmido 2832 oriP wt en la linea de células HEK293 que expresa
s6lo EBNA1. La sefial mds fuerte indica un niimero de copias mds elevado de este pldsmido cuando EBNA1 se expresa
de manera exclusiva.

Figura 4: La doxiciclina interfiere con el periodo de mantenimiento del pldsmido a corto plazo. En este experi-
mento se utilizaron tres lineas celulares HEK293 diferentes que expresan proteina no viral (control, cuadros de la
fila superior), EBNAT1 (cuadros de la fila del centro) y ambos EBNA1 mis EBNA1:TetR (cuadros de la fila inferior).
Se examinaron dos plasmidos de prueba diferentes que codifican proteina de fluorescencia roja (mRFP). El plasmido
3154 transporta oriP wt mientras que 3155 es un pldsmido de prueba con el origen hibrido y 20 sitios fetO (Tabla 1).
Las tres lineas celulares se transfectaron con los pldsmidos de prueba y se seleccionaron s6lo con puromicina durante
dos a cuatro dias hasta que la mayoria de las células adherentes parecieron de color rojo brillante bajo luz UV en el
microscopio (dia 0). La presién selectiva se aliger6 y las células se mantuvieron en un medio de cultivo celular normal
con o sin doxiciclina (2,0 ug/ml) durante un periodo de 12 dfas. Ninguna de las células o s6lo unas pocas parecieron
expresar mRFP en células HEK293 parentales transfectadas con los dos pldsmidos de prueba en el punto de tiempo
(fila superior y datos no mostrados), indicando que ambos pldsmidos de prueba se perdieron rdpidamente en ausencia
de EBNA1 y EBNAI1:TetR. En células HEK293 que expresaban EBNA1 y transfectadas con el pldsmido de prueba
3154 oriP wt, una considerable fraccién de células ain expresaron mRFP en presencia o ausencia de doxiciclina (fila
del centro, +/- DOX) después de 12 dias. Las células HEK293 que expresaban ambos factores trans y transfectadas
con el replicon plasmido 3155 de prueba hibrido fueron positivas de mRFP s6lo cuando las células se habian cultivado
en ausencia de doxiciclina (fila inferior).

Figura 5: Los plasmidos de origen hibrido se pierden abruptamente en presencia de doxiciclina. El plasmido oriP
wt (3230) y los dos plasmidos de origen hibrido 20xzerO (3231) y 40xtetO (3293) se transfectaron en células HEK293
que expresaban tanto EBNA1 como TetR:TetR: HMGA 1a (figura 2E) y se seleccionaron con higromicina (80 ug/ml)
durante 19 dias. En ese punto de tiempo (dia 0) se eliminé la seleccion y las células se cultivaron con o sin doxiciclina
(DOX, 2,5 ug/ml) durante 12 dias. E1 ADN de peso molecular bajo se prepard segin el procedimiento de Hirt en
los dias 8 y 12. Los ADN extraidos con Hirt también se prepararon a partir de las mismas células, las cuales se
mantuvieron bajo una seleccion continua con higromicina. Los ADNs se dividieron con Dpnl para digerir trazas de
ADN plasmido no replicados y una enzima de restriccion (Pm/l) que divide sélo el ADN celular y se analiz6 después
de la electroforesis en un gel de agarosa mediante hibridacién de transferencia Southern con una sonda radioactiva, la
cual se hibrida a la estructura procariota de los plasmidos de vectores genéticos. La linea de control indica el patrén
de migracién de 500 pg de ADN del pldsmido de control 3230 derivado de E. coli con las posiciones de las formas de
ADN plasmido monomérico superenrollado, cerrado covalentemente, circular (ccc), monomérico de circulos abiertos
(oc) y multimeros (mult.). Las formas de ADN ccc y oc indican la presencia de plasmidos extracromosémicos durante
todo el experimento. Tras la adicién de doxiciclina, los plasmidos de origen hibrido 20xtetO y 40xzetO se perdieron
abruptamente en los dias 8 y 12, pero se mantuvieron a niimeros de copias mas elevadas que oriP wt con o sin seleccion
con higromicina en ausencia de doxiciclina.

Figura 6: La doxiciclina subregula los niveles de expresion de GFP codificada por el vector y provoca la pérdida
de nimeros de copia de plasmido en experimentos de rescate de plasmidos. El pldsmido oriP wt (3230)y los dos
plasmidos de origen hibrido 20xtetO (3231) y 40xtetO (3293) se transfectaron en células HEK293 que expresaban
tanto EBNA1 como TetR:TetR:HMGAla y se trataron tal y como se describe en la figura 5. En los dias 4, 8 y 12,
después de la omisién de higromicina del medio de cultivo celular, las células se analizaron mediante FACS para la
expresion de GFP codificada por los tres plasmidos. En los dias 8 y 12, el ADN extraido con Hirt se prepard y se
dividi6 con Dpnl tal y como se describi6 en la figura 5. 600 ng de ADN de cada muestra se transformaron mediante
electroporacién en células de E. coli DH10B competentes. Después de la expresion fenotipica, las fracciones diferentes
de los cultivos de E. coli se emplacaron en placas LB que contenian ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron a 30°C
durante 20 horas. Se contaron las colonias y se calculé el niimero total de células resistentes a ampicilina en estos
experimentos de rescate de plasmidos. Se proporciona el nimero de colonias para cada uno de los tres plasmidos de
prueba con o sin doxiciclina (DOX) tal y como se ha indicado.

Figura 7: Mapa genético del plasmido 3333. Se muestra un pldsmido 3333 de vector genético, que se replica y se
mantiene extracromosémicamente en células HEK293 parentales. El replicén activo en cis y el factor activo en trans
TetR:TetR:HMGA 1a se indican en el centro del mapa. Dos genes marcadores adicionales que codifican para la GFP
desestabilizada e higromimicin B fosfotransferasa son funcionales en células de metazoanos, mientras que el gen de
[B-lactamasa confiere resistencia a ampicilina en E. Coli.

Ejemplos
El dominio de unién a ADN TetR de procariota fusionado a EBNA1 confiere el mantenimiento del pldsmido.

Los inventores quisieron evaluar dos hipétesis de trabajo: (i) ;puede un dominio heterélogo pero funcionalmente
similar sustituir el dominio de unién a ADN de EBNA1? (ii) ¢es posible identificar dicho dominio de unién a ADN
cuya unién es condicional para montar un interruptor que controla el mantenimiento de plasmidos oriP? Con estos
objetivos, los inventores construyeron en primer lugar una proteina de unién a ADN sintética para mimetizar la funcién
de EBNAI1 en términos de mantenimiento del plasmido y, por consiguiente, sustituyeron el elemento FR de oriP.
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Tal y como se muestra en las figuras 2A y 2B, el dominio de unién a ADN de EBNAI se elimind y se sustituy con
el marco de lectura abierto completo del dominio de unién a ADN procariota TetR. Al igual que EBNAL, el producto
génico tetR forma homodimeros y se une a su motivo de ADN cognato con una afinidad muy elevada. Con el fin de
sustituir el dominio de transactivacion dcida de EBNA1 en su extremo carboxi terminal distal, los inventores utilizaron
un dominio funcionalmente equivalente en la misma localizacién (dominio F en la figura 2B) (Krueger et al., 2003).
Esta proteina quimérica se denominé EBNA1:TetR. El gen EBNA:TetR expresado a partir de un promotor heter6logo
se integré de manera estable con procedimientos convencionales en la linea de células humanas HEK293 que también
expresa EBNAI natural. Tal y como se muestra en la figura 2D, esta linea celular expresa ambas proteinas. Con el fin
de permitir la unién de EBNA1:TetR a oriP, los inventores sustituyeron el conjunto completo de FR implicados en
el mantenimiento del pldsmido con un nimero idéntico de repeticiones directas a las que TetR se une con una gran
afinidad. Este pldsmido de prueba denominado 2835 (Tabla 1) también transporta un gen marcador seleccionable para
resistencia a puromicina y GFP como marcador fenotipico. El plasmido 2832 parental es idéntico a 2835 a excepcién
de que transporta oriP natural.

Los pldsmidos de prueba 2832 (oriP wt) y 2835 (20xtetO) se transfectaron por separado en la linea de células HEK
que expresan tanto EBNA1 como EBNA1:TetR. Las células se cultivaron en presencia de concentraciones selectivas
de puromicina (125 ng/ml) con o sin 2,0 pg/ml de doxiciclina (DOX) durante unos dias hasta que las células hubieron
alcanzado la confluencia. Se aisl6 el ADN de peso molecular bajo segtin el procedimiento de Hirt, se dividié con una
enzima de restriccion para linealizar los pldsmidos de prueba y DPnl para digerir los pldsmidos no replicados, los
cuales retienen el patrén de metilacién dam que los plasmidos habfan adquirido durante la propagacién en E. coli. Tal
y como se muestra en la figura 1, el ADN plasmido resistente a DPnl de longitud completa se detecté mediante anélisis
de transferencia Southern con una sonda radioactiva, la cual se hibrida s6lo a la estructura del plasmido procariota de
los plasmidos de prueba 2832 y 2835. Mientras la doxiciclina apenas tuvo efecto en el plasmido 2832 oriP wt, no se
detect6 sefial cuando las células se transfectaron con el plasmido de prueba 2835 20xterO hibrido y se mantuvieron
en un medio que contenia doxiciclina y el farmaco selectivo puromicina. Este resultado sugiri6 que (i) el plasmido de
prueba 2835, portador de un replicén hibrido con un multimero de 20 sitios fetO en la posicion del grupo de FR, puede
replicarse y se mantiene y (ii) la doxiciclina, que interfiere con la unién de ADN de TetR anula el mantenimiento de
este plasmido de vector.

Para analizar en profundidad los factores que contribuyen a un mantenimiento (y replicacién) estable del replicén
hibrido, los inventores utilizaron tres lineas celulares diferentes que expresan proteina no viral (células HEK293 paren-
tales), EBNA1 y ambos EBNA1 mds EBNA1:TetR. Para este conjunto de experimentos, se utilizaron dos plasmidos
de prueba diferentes que codifican ambos la proteina de fluorescencia roja (mRFP) (Campbell et al., 2002). El plas-
mido 3154 transporta oriP natural mientras que 3155 es un pldsmido de prueba con el origen hibrido y 20 sitios tetO
(Tabla 1). Las tres lineas celulares se transfectaron con los plasmidos de prueba y se seleccionaron s6lo con purimicina
durante dos a cuatro dias hasta que la mayoria de las células adherentes parecieron de color rojo brillante bajo luz UV
en el microscopio (dia 0, figura 4). La presion selectiva se aligerd y las células se mantuvieron en un medio de cultivo
celular normal con o sin doxiciclina (2,0 pg/ml) durante un periodo de 12 dias. Ninguna de las células o sélo unas
pocas parecieron expresar mRFP en células HEK293 parentales transfectadas con los dos plasmidos de prueba en el
punto de tiempo (figura 4: fila superior y datos no mostrados), indicando que ambos plasmidos de prueba se perdieron
rdpidamente en ausencia de EBNA1 y EBNAI1:TetR. En células HEK293 que expresaban EBNAI y transfectadas
con el plasmido de prueba 3154 oriP wt, una considerable fraccién de células atin expresaron mRFP en presencia o
ausencia de doxiciclina (+/- DOX en la figura 4, fila central) después de 12 dias. Las células HEK293 que expresaban
ambos factores trans y transfectadas con el replicén plasmido 3155 de prueba hibrido fueron positivas de mRFP sélo
cuando las células se habian cultivado en ausencia de doxiciclina (figura 4, fila inferior). Este resultado confirmé que
el mantenimiento del pldsmido de origen hibrido es dependiente de la funcién de la proteina EBNA1:TetR, la cual
no se une a motivos fetO en presencia de doxiciclina (datos no mostrados). Como consecuencia, los replicones oriP
hibridos se pierden de forma abrupta cuando se afiade doxiciclina al medio de cultivo celular.

Mantenimiento condicional a largo plazo de pldsmidos oriP hibridos

La parte amino Terminal en la proteina de fusion EBNA1:TetR se espera que se asocie a cromatina, que es pre-
sumiblemente esencial para el mantenimiento del plasmido. Dado que los pldsmidos oriP naturales se replican y se
mantienen de forma estable en presencia de otra proteina quimérica, HMGAla:EBNA1 (Hung et al., 2001), se expuso
que una proteina quimérica nueva que consiste en la secuencia codificante de HMGA 1a fusionado al gen de unién
a ADN TetR también podria ser funcional. También era evidente que el nimero de copias del pldsmido de tanto el
oriP natural como el replicon 20xtetO hibrido era considerablemente inferior en células cuando se coexpresaban EB-
NA1 y EBNAL:TetR (figura 3), presumiblemente porque la denominada regién de unién (figura 2) localizada tanto en
EBNA1 como en EBNA1:TetR provocaba agregaciones heterotipicas e interferencia funcional. De este modo, parecia
plausible que una proteina de fusién que consistia en HAMGAla y TetR sortearfa estos problemas. Para aumentar la
eficacia del sistema, los inventores utilizaron un gen fefR dimérico de cadena tnica (Krueger et al., 2003), que se une
a motivos fetO como una protefna unica en contraste con EBNA1:TetR, que s6lo se une como homodimeros.

Un cassette de expresion con el gen de HMGAla:TetR se integré de forma estable en la linea células parenta-
les HEK293 EBNAI1 (figura 2E). Los pldsmidos portadores de oriP wt (3230, tabla 1) y dos pldsmidos replicones
diferentes de origen hibrido con 20 (20xterO, 3231) o 40 (40xtetO, 3293) copias del motivo tetO y una version deses-
tabilizada de GFP (Li et al., 1998) (Tabla 1) se transfectaron individualmente en estas células, las cuales se pusieron
bajo seleccion de higromicina (80 pg/ml) durante 19 dias. En ese punto de tiempo (dia 0) se eliminé la seleccién y
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las células se cultivaron con o sin doxiciclina (2,5 ug/ml) durante 12 dias. Las células se analizaron mediante FACS
para la expresién de GFP en los dias 0, 4, 8 y 12. E1 ADN de peso molecular bajo se aislé en tres puntos de tiempo
(dias 0, 8 y 12) y se analizé mediante hibridacién de transferencia Southern para la presencia de la estructura de los
plasmidos de prueba procariota. El ADN también se electropor6 en E. coli en un experimento de rescate de plasmidos
para cuantificar la cantidad de moléculas de ADN plasmido mediante la formacién de colonias.

En el dia 0 del experimento, los ADN plasmido se podian detectar mediante hibridacién de transferencia Southern
(figura 5) y el rescate del plasmido en E. coli (figura 6). Tal y como se esperaba la mayoria de las agrupaciones de
células expresaron GFP (figura 6). Quedé inmediatamente claro que ambos plasmidos hibridos (20xtetO y 40xtetO)
se mantuvieron como ADN extracromosémicos con un nimero de copias mas elevado que oriP wt (figuras 5 y 6),
aunque las células no expresaron cantidades més elevadas de GFP (figura 6). Tras la eliminacién de la selecciéon con
higromicina, los niveles de expresién de GFP disminuyeron gradualmente en todas las agrupaciones celulares (figura
6). Concomitantemente, las intensidades de sefal en los autorradiogramas de transferencia Southern se volvieron méas
débiles indicando la pérdida espontdnea de ADN pldsmido tal y como se habia descrito anteriormente (Kirchmaier y
Sugden, 1995). Muy en contraste con la pérdida espontdnea observada, los plasmidos de origen hibrido 3231 y 3293
se perdieron de forma abrupta en presencia de doxiciclina tal y como se observé mediante el andlisis de transferencia
Southern (figura 5), los nimeros de colonias de pldsmidos rescatados de E. coli, y los niveles de expresion de GFP
(figura 6). La cuantificacién de la intensidad de las sefiales en el andlisis de transferencia Southern (figura 5 y datos
no mostrados) y niimeros de colonia (figura 6) indicaron que la pérdida de pldsmido era inducida en una factor de 50
a 100 en presencia de doxiciclina. La reduccién de expresion de GFP no parecid tan dréstica, pero se pudo observar
una pérdida sustancial de expresion de GFP (figura 6). La doxiciclina tuvo un efecto negligible en el plasmido oriP wt
3230 (figuras 5 y 6). En presencia de seleccién con higromicina, los dos plasmidos hibridos, asi como el plasmido de
control oriP wt, se mantuvieron de forma estable durante la duracién total del experimento (31 dias, figura 5 y datos
no mostrados). De nuevo, el nimero de copias del plasmido oriP wt fue inferior que los dos plasmidos hibridos de los
que el plasmido hibrido 40xtetO consigui6 consistentemente el mayor nimero de copias (figura 5).

TABLA 1

Resumen de diferentes pldsmidos de vectores genéticos

Elementos Replicén Marcador Marcador
plésmidos’ seleccionable fenotipico
2832 (12,2) oriP wt puromicina GFP
2835 (12,0) 20xtetQ; DS puromicina GFP
3154 (12,9) oriP wt puromicina mRFP
3155 (12,7) 20xtetO; DS puromicina mREFP
3230 (8,8) oriP wt higromicina GFP
3231 (8,7) 20xtetO; DS higromicina GFP
3293 (8,9) 40xtetO; DS higromicina GFP
‘nimeros en paréntesis indican el tamafio de los plasmidos
de vectores genéticos en kbps.

Referencias

Aiyar, A., Tyree, C. y Sugden, B. (1998) The plasmid replicon of EBV consists of multiple cis-acting elements
that facilitate DNA synthesis by the cell and a viral maintenance element. Embo J, 17, 6394-6403.

Baer, R., Bankier, A.T., Biggin, M.D., Deininger, P.L., Farrell, PJ., Gibson, T.J., Hatfull, G., Hudson, G.S.,
Satchwell, S.C., Seguin, C., Tufnell, P.S. y Barell, B.G. (1984) DNA sequence and expression of the B95-8 Epstein-
Barr virus genome. Nature, 310, 207-211.

Baron, U., Gossen, M. y Bujard, H. (1997) Tetracycline-controlled transcription in eukaryotes: novel transacti-
vators with graded transactivation potential. Nucleic Acids Res, 25, 2723-2729.

Campbell, R.E., Tour, O., Palmer, A.E., Steinbach, P.A., Baird, G.S., Zacharias, D.A. y Tsien, R.Y. (2002) A
monomeric red fluorescent protein. Proc Natl Acad Sci U S A, 99, 7877-7882.

10



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2297 315 T3

Delecluse, H.J., Pich, D., Hilsendegen, T., Baum, C. y Hammerschmidt, W. (1999) A first-generation packaging
cell line for Epstein-Barr virus-derived vectors. Proc Natl Acad Sci U S A, 96, 5188-5193.

Deuschle, U., Meyer, W.K. y Thiesen, H.J. (1995) Tetracycline-reversible silencing of eukaryotic promoters. Mol
Cell Biol, 15, 1907-1914.

Gossen, M. y Bujard, H. (1992) Tight control of gene expression in mammalian cells by tetracycline-responsive
promoters. Proc Natl Acad Sci USA, 89, 5547-5551.

Gossen, M., Freundlieb, S., Bender, G., Mueller, G., Hillen, W. y Bujard, H. (1995) Transcriptional activation
by tetracyclines in mammalian cells. Science, 268, 1766-1769.

Hacein-Bey-Abina, S., Von Kalle, C., Schmidt, M., McCormack, M.P., Wulffraat, N., Leboulch, P., Lim, A.,
Osborne, C.S., Pawliuk, R., Morillon, E., Sorensen, R., Forster, A., Fraser, P., Cohen, J.I., de Saint Basile, G.,
Alexander, 1., Wintergerst, U., Frebourg, T., Aurias, A., Stoppa-Lyonnet, D., Romana, S., Radford-Weiss, 1.,
Gross, F., Valensi, F., Delabesse, E., Macintyre, E., Sigaux, F., Soulier, J., Leiva, L.E., Wissler, M., Prinz, C.,
Rabbitts, T.H., Le Deist, F., Fischer, A. y Cavazzana-Calvo, M. (2003) LMO2-associated clonal T cell proliferation
in two patients alter gene therapy for SCID-X1. Science, 302, 415-419.

Harrer, M., Luhrs, H., Bustin, M., Scheer, U. y Hock, R. (2004) Dynamic interaction of HMGA 1a proteins with
chromatin. J Cell Sci, 117, 3459-3471.

Hung, S.C., Kang, M.S. y Kieff, E. (2001) Maintenance of Epstein-Barr virus (EBV) oriP-based episomes requires
EBV-encoded nuclear antigen-1 chromosome-binding domains, which can be replaced by high-mobility group-I or
histone H1. Proc Natl Acad Sci U S A, 98, 1865-1870.

Kieff, E. and Rickinson, A.B. (2001) Epstein-Barr virus and its replication. In Knipe, D.M., Howley, PM., Griffin,
D.E., Martin, M.A., Lamb, R.A., Roizman, B. y Straus, S.E. (eds.), Fields’ Virology. Lippincott - Williams & Wilkins,
Philadelphia, Vol. 2, pp. 2511-2573.

Kirchmaier, A.L. y Sugden, B. (1995) Plasmid maintenance of derivatives of oriP of Epstein- Barr virus. J. Virol.,
69, 1280-1283.

Kreppel, F. y Kochanek, S. (2004) Long-term transgene expression in proliferating cells mediated by episomally
maintained high-capacity adenovirus vectors. J Virol, 78, 9-22.

Krueger, C., Berens, C., Schmidt, A., Schnappinger, D. y Hillen, W. (2003) Single-chain Tet transregulators.
Nucleic Acids Res, 31, 3050-3056.

Li, X., Zhao, X., Fang, Y., Jiang, X., Duong, T., Fan, C., Huang, C.C. y Kain, S.R. (1998) Generation of
destabilized green fluorescent protein as a transcription reporter. J Biol Chem, 273, 34970-34975.

Liu, H.S,, Feliciano, E.S. y Stambrook, P.J. (1989) Cytochemical observation of regulated bacterial beta-galacto-
sidase gene expression in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci USA, 86, 9951-9955.

Marechal, V., Dehee, A., Chikhi-Brachet, R., Piolot, T., Coppey-Moisan, M. y Nicolas, J.C. (1999) Mapping
EBNA-1 domains involved in binding to metaphase chromosomes. J Virol, 73, 4385-4392.

Piechaczek, C., Fetzer, C., Baiker, A., Bode, J. y Lipps, H.J. (1999) A vector based on the SV40 origin of
replication and chromosomal S/MARs replicates episomally in CHO cells. Nucleic Acids Res, 27, 426-428.

Ritzi, M., Tillack, K., Gerhardt, J., Ott, E., Humme, S., Kremmer, E., Hammerschmidt, W. y Schepers, A.
(2003) Complex protein-DNA dynamics at the latent origin of DNA replication of Epstein-Barr virus. J Cell Sci, 116,
3971-3984.

Schaarschmidt, D., Baltin, J., Stehle, .M., Lipps, H.J. y Knippers, R. (2004) An episomal mammalian replicon:
sequence-independent binding of the origin recognition complex. Embo J, 23, 191-201.

Schepers, A., Ritzi, M., Bousset, K., Kremmer, E., Yates, J.L., Harwood, J., Diffley, J.F. y Hammerschmidt,
W. (2001) Human origin recognition complex binds to the region of the latent origin of DNA replication of Epstein-
Barr virus. Embo J, 20, 4588-4602.

Schonig, K., Schwenk, F., Rajewsky, K. y Bujard, H. (2002) Stringent doxycycline dependent control of CRE
recombinase in vivo. Nucleic Acids Res, 30, e134.

Sears, J., Kolman, J., Wahl, G.M. y Aiyar, A. (2003) Metaphase chromosome tethering is necessary for the DNA
synthesis and maintenance of oriP plasmids but is insufficient for transcription activation by Epstein-Barr nuclear
antigen 1. J Virol, 77, 11767-11780.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2297 315 T3

Sugden, B. y Leight, E.R. (2001) EBV’s plasmid replicon: an enigma in cis and trans. Curr Top Microbiol Immu-
nol, 258, 3-11.

Urlinger, S., Baron, U., Thellmann, M., Hasan, M.T., Bujard, H. y Hillen, W. (2000) Exploring the sequence
space for tetracycline-dependent transcriptional activators: Novel mutations yield expanded range and sensitivity. Proc
Natl Acad Sci U S A, 97, 7963-7968.

White, R.E., Wade-Martins, R. y James, M.R. (2001) Sequences adjacent to oriP improve the persistence of
Epstein-Barr virus-based episomes in B cells. J Virol, 75, 11249-11252.

White, R.E., Wade-Martins, R. y James, M.R. (2002) Infectious delivery of 120-kilobase genomic DNA by an
Epstein-Barr virus amplicon vector. Mol Ther, 5, 427-435.

Yao, F., Svensjo, T., Winkler, T., Lu, M., Eriksson, C. y Eriksson, E. (1998) Tetracycline repressor, tetR, rather
than the tetR-mammalian cell transcription factor fusion derivatives, regulates inducible gene expression in mamma-
lian cells. Hum Gene Ther, 9, 1939-1950.

Yates, J.L. y Camiolo, S.M. (1988) Dissection of DNA replication and enhancer activation functions of Epstein-
Barr virus nuclear antigen 1. Cancer Cells, 6, 197-205.

Referencias citadas en la descripcién

Esta lista de referencias citadas por el solicitante se muestra inicamente para conveniencia del lector. No forma
parte del documento de Patente Europea. Aunque se ha tenido una gran precaucién a la hora de recopilar las referen-
cias, no se pueden excluir errores u omisiones y la Oficina Europea de Patentes declina cualquier responsabilidad al
respecto.

Documentos que no son patentes citados en la descripcion

e AIYAR, A.; TYREE, C.; SUGDEN, B. The plasmad replicon of EBV consists of multiple cis-acting elements
that facilitate DNA synthesis by the cell and a viral maintenance element. Embo J, 1998, vol. 17, 6394-6403

e BAER, R.; BANKIER, A.T.; BIGGIN, M.D.; DEININGER, PL.; FARRELL, PJ.; GIBSON, T.J.; HATFU-
LL, G.; HUDSON, G.S.; SATCHWELL, S.C.; SEGUIN, C. DNA sequence and expresién of the B95-8 Epstein-
Barr virus genome. Nature, 1984, vol. 310, 207-211 [0069]

¢ BARON, U.; GOSSEN, M.; BUJARD, H. Tetracycline-controlled transcription in eukaryotes: novel transacti-
vators with graded transactivation potential. Nucleic Acids Res, 1997, vol. 25, 2723-2729 [0069]

e CAMPBELL, RE.; TOUR, O.; PALMER, A.E.; STEINBACH, P.A.; BAIRD, G.S.; ZACHARIAS, D.A_;
TSIEN, R.Y. A monomeric red fluorescent protein. Proc Natl Acad Sci U S A, 2002, vol. 99, 7877-7882 [0069]

¢ DELECLUSE, H.J; PICH, D.; HILSENDEGEN, T.; BAUM, C.; HAMMERSCHMIDT, W. A first-genera-
tion packaging cell line for Epstein-Barr virus-derived vectors. Proc Natl Acad Sci U S A, 1999, vol. 96, 5188-5193
[0069]

e DEUSCHLE, U.; MEYER, WK.; THIESEN, H.J. Tetracycline-reversible silencing of eukaryotic promoters.
Mol Cell Biol, 1995, vol. 15, 1907-1914 [0069]

e GOSSEN, M.; BUJARD, H. Tight control of gene expression in mammalian cells by tetracycline-responsive
promoters. Proc Natl Acad Sci USA, 1992, vol. 89, 5547-5551 [0069]

¢ GOSSEN, M.; FREUNDLIEB, S.; BENDER, G.; MUELLER, G.; HILLEN, W.; BUJARD, H. Transcriptio-
nal activation by tetracyclines in mammalian cells. Science, 1995, vol. 268, 1766-1769 [0069]

¢ HACEIN-BEY-ABINA, S.; VON KALLE, C.; SCHMIDT, M.; MCCORMACK, M.P.; WULFFRAAT, N.;
LEBOULCH, P.; LIM, A.; OSBORNE, C.S.; PAWLIUK, R.; MORILLON, E. LMO2-associated clonal T cell
proliferation in two patients alter gene therapy for SCID-X1. Science, 2003, vol. 302, 415-419 [0069]

¢ HARRER, M.; LUHRS, H.; BUSTIN, M.; SCHEER, U.; HOCK, R. Dynamic interaction of HMGA 1a proteins
with chromatin. J Cell Sci, 2004, vol. 117, 3459-3471 [0069]

e HUNG, S.C.; KANG, M.S.; KIEFF, E. Maintenance of Epstein-Barr virus (EBV) oriP-based episomes requires

EBV-encoded nuclear antigen-1 chromosome-binding domains, which can be replaced by high-mobility group-I or
histone H1. Proc Natl Acad Sci U S A, 2001, vol. 98, 1865-1870 [0069]

12



5

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2297 315 T3

¢ Epstein-Barr virus and its replication. KIEFF, E.; RICKINSON, A.B. Fields’ Virology. Lippincott - Williams
& Wilkins, 2001, vol. 2, 2511-2573 [0069]

e KIRCHMALIER, A L.; SUGDEN, B. Plasmid maintenance of derivatives of oriP of Epstein-Barr virus. J. Virol.,
1995, vol. 69, 1280-1283 [0069]

¢ KREPPEL, F.; KOCHANEK, S. Long-term transgene expression in proliferating cells mediated by episomally
maintained high-capacity adenovirus vectors. J Virol, 2004, vol. 78, 9-22 [0069]

¢ KRUEGER, C.; BERENS, C.; SCHMIDT, A.; SCHNAPPINGER, D.; HILLEN, W. Single-chain Tet trans-
regulators. Nucleic Acids Res, 2003, vol. 31, 3050-3056 [0069]

e LI X.; ZHAO, X.; FANG, Y.; JIANG, X.; DUONG, T.; FAN, C.; HUANG, C.C.; KAIN, S.R. Generation of
destabilized green fluorescent protein as a transcription reporter. J Biol Chem, 1998, vol. 273, 34970-34975

e LIU, H.S.; FELICIANO, E.S.; STAMBROOK, P.J. Cytochemical observation of regulated bacterial beta-ga-
lactosidase gene expression in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci USA, 1989, vol. 86, 9951-9955 [0069]

e MARECHAL, V; DEHEE, A.; CHIKHI-BRACHET, R.; PIOLOT, T ; COPPEY-MOISAN, M.; NICO-
LAS, J.C. Mapping EBNA-1 domains involved in binding to metaphase chromosomes. J Virol, 1999, vol. 73, 4385-
4392 [0069]

e PIECHACZEK, C.; FETZER, C.; BAIKER, A.; BODE, J.; LIPPS, H.J. A vector based on the SV40 origin
of replication and chromosomal S/MARs replicates episomally in CHO cells. Nucleic Acids Res, 1999, vol. 27, 426-
428 [0069]

e RITZI, M.; TILLACK, K.; GERHARDT, J.; OTT, E.; HUMME, S.; KREMMER, E.; HAMMERSCH-
MIDT, W.; SCHEPERS, A. Complex protein-DNA dynamics at the latent origin of DNA replication of Epstein-Barr.
virus. J Cell Sci, 2003, vol. 116, 3971-3984 [0069]

¢ SCHAARSCHMIDT, D.; BALTIN, J.; STEHLE, I.M.; LIPPS, H.J.; KNIPPERS, R. An episomal mammalian
replicon: sequence-independent binding of the origin recognition complex. Embo J, 2004, vol. 23, 191-201 [0069]

e SCHEPERS, A_; RITZI, M.; BOUSSET, K.; KREMMER, E.; YATES, J.L.; HARWOQOD, J.; DIFFLEY,
J.E; HAMMERSCHMIDT, W. Human origin recognition complex binds to the region of the latent origin of DNA
replication of Epstein-Barr virus. Embo J, 2001, vol. 20, 4588-4602 [0069]

e SCHONIG, K.; SCHWENK, F.; RAJEWSKY, K.; BUJARD, H. Stringent doxycycline dependent control of
CRE recombinase in vivo. Nucleic Acids Res, 2002, vol. 30, e134 [0069]

e SEARS, J.; KOLMAN, J.; WAHL, G.M.; AIYAR, A. Metaphase chromosome tethering is necessary for the
DNA synthesis and maintenance of oriP plasmids but is insufficient for transcription activation by Epstein-Barr nuclear
antigen 1. J Virol, 2003, vol. 77, 11767-11780 [0069]

¢ SUGDEN, B.; LEIGHT, E.R. EBV’s plasmid replicon: an enigma in cis and trans. Curr Top Microbiol Immunol,
2001, vol. 258, 3-11 [0069]

e URLINGER, S.; BARON, U.; THELLMANN, M.; HASAN, M.T.; BUJARD, H.; HILLEN, W. Exploring
the sequence space for tetracycline-dependent transcriptional activators: Novel mutations yield expanded range and
sensitivity. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000, vol. 97, 7963-7968 [0069]

e WHITE, R.E.; WADE-MARTINS, R.; JAMES, M.R. Sequences adjacent to oriP improve the persistente of
Epstein-Barr virus-based episomes in B cells. J Virol, 2001, vol. 75, 11249-11252 [0069]

e WHITE, R.E.; WADE-MARTINS, R.; JAMES, M.R. Infectious delivery of 120-kilobase genomic DNA by an
Epstein-Barr virus amplicon vector. Mol Ther, 2002, vol. 5, 427-435 [0069]

e YAO, F; SVENSJO, T.; WINKLER, T.; LU, M.; ERIKSSON, C.; ERIKSSON, E. Tetracycline repressor,
tetR, rather than the tetR-mammalian cell transcription factor fusion derivatives, regulates inducible gene expression
in mammalian cells. Hum Gene Ther, 1998, vol. 9, 1939-1950 [0069]

e YATES, J.L.; CAMIOLO, S.M. Dissection of DNA replication and enhancer activation functions of Epstein-
Barr virus nuclear antigen 1. Cancer Cells, 1988, vol. 6, 197-205 [0069]

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2297 315 T3

REIVINDICACIONES
1. Sistema de vector genético condicional que comprende los siguientes elementos:
a) un vector portador de un elemento activo en cis y una o mds secuencias codificantes y/o no codificantes, y

b) un factor activo en trans que tiene un dominio de unién a ADN capaz de unirse a una regién del elemento
activo en cis y un dominio capaz de mantener la proteina en el nicleo de una célula diana (mantenimiento
en el sentido de estar unido al esqueleto de cromatina)

caracterizado

en que se selecciona la regién del elemento activo en cis y el dominio de unién a ADN del factor activo en trans
capaz de unirse a la region del elemento activo en cis, de manera que el mantenimiento nuclear de dicho vector portador
del elemento activo en cis en una célula diana puede estar regulado por la adicién de un agente capaz de interferir en
la unién de dicho factor activo en trans a dicho elemento activo en cis.

2. Sistema de vector segtin la reivindicacion 1, en el que el elemento activo en cis deriva de un elemento activo en
cis natural, en el que la regién dispuesta para la unién de dicho elemento activo en cis al correspondiente factor activo
en trans natural estd sustituido por una secuencia de ADN heter6loga, y que el factor activo en trans deriva de un
factor activo en trans natural, en el que el dominio de unién a ADN capaz de unirse a una regién del elemento activo
en cis esta sustituido por una secuencia de aminodcidos heteréloga.

3. Sistema de vector segtin la reivindicacion 2, en el que el elemento activo en cis es natural y se selecciona del
origen plasmido de replicaciéon de ADN de virus de Epstein-Barr, denominado oriP, o de motivos de ADN a los que
los factores activos en trans se unen especificamente de sitio, tal como un operador lacO, sitios de unién a GAL4,
OR1/2, operador tetO u operador lexA.

4. Sistema de vector segun las reivindicaciones 1-3, en el que el dominio de unién a ADN del factor activo en trans
se selecciona de EBNAI, represor Lacl, proteina GAL4, proteina Cro, la proteina LexA o el represor Tet.

5. Vector segtin una o mdas de las reivindicaciones anteriores, en el que el dominio capaz de mantener el factor
activo en trans en el nicleo de una célula diana se selecciona de EBNA1, Histona H1 o HMGA 1a.

6. Sistema de vector segtin una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que la regién de unién del elemento
activo en cis contiene uno o mads sitios fetO (operador tet), lacO (operador lac) u otros sitios operadores derivados de
elementos activos en cis no presentes en la célula diana del vector genético.

7. Sistema de vector segtin una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que la regién de unién del elemento
activo en cis consiste en al menos de 5 x sitios tetO a 200 x sitios tetO, preferiblemente de 10 x sitios zerO a 100 x sitios
tetO, mas preferiblemente de 20 a 40 x sitios tetO o al menos de 5 x sitios lacO a 200 x sitios lacO, preferiblemente
de 10 x sitios lacO a 100 x sitios lacO, preferiblemente de 20 a 40 sitios x lacO.

8. Sistema de vector segtin las reivindicaciones 6 6 7, en el que el dominio de unién a ADN del factor activo en
trans es TetR (Represor Tet) o Lacl (Represor Lac).

9. Sistema de vector segiin una o mds de las reivindicaciones anteriores, en el que el factor activo en trans deriva
de EBNAI1, donde las secuencias carboxi terminal se sustituyeron por TetR o Lacl.

10. Sistema de vector segiin una o mds de las reivindicaciones anteriores, en el que el factor activo en trans es
HMGALT1 o histona H1 fusionados a TetR o Lacl.

11. Sistema de vector seglin una o mds de las reivindicaciones anteriores, en el que el vector es un plasmido.

12. Sistema de vector segtin una o mas de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia codificante trans-
portada en el vector se selecciona del grupo que consiste en antigenos, proteinas marcadoras seleccionables y fenoti-
picas y genes que complementan un defecto genético somadtico en la célula o células diana del vector genético.

13. Sistema de vector segiin una o més de las reivindicaciones anteriores, en el que el agente de interferencia se
selecciona de doxiciclina, tetraciclina, isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido (IPTG), iones de metales complejantes,

preferiblemente Zn**, u hormonas.

14. Sistema de vector seglin una o mds de las reivindicaciones anteriores, en el que todos los elementos de dichos
sistema de vector estdn presentes en un tnico vector.

15. Célula huésped que ha sido transfectada con un vector segiin una o mds de las reivindicaciones 1-14.
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16. Célula huésped segun la reivindicacién 15, que es una célula madre humana o animal, preferiblemente una
célula madre hematopoyética, una célula T o una célula B, de la que se excluyen las células madre embrionarias
humanas y las células de lineas germinales humanas.

17. Preparacién combinada que comprende:

a) el sistema de vector segiin una o mas de las reivindicaciones anteriores; y
b) el agente de interferencia tal y como se ha definido en la reivindicacién 1 6 13.

18. Preparacion combinada, en la que los componentes a) y b) estdn destinados a la administracién posterior.

19. Composicion farmacéutica que contiene el sistema de vector segtin una o més de las reivindicaciones 1-14, una
célula huésped segun la reivindicacién 15 6 16 o una preparacién combinada segun la reivindicacién 17 6 18, y un
portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

20. Uso del sistema de vector segtin una o mds de las reivindicaciones 1-14 o la composicién farmacéutica segin

la reivindicacién 19 para la fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento de la hemofilia, la diabetes, la
artritis reumatoide, la inmunodeficiencia genética, y la enfermedad de injerto contra huésped.

15
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5

Bd gog (0£2€) WM
(€62€) Oreov |
(Lege) oremxoe |
(0£Z€) W
(e62€) OreIx0f
(£625) O1IX0P |
(Le2e) O1IX08
(LE2E) OPIX0T |
(0cze) M
! (0£ZE) MW
(£62€) O1BIX0Y
(e62€) O1IX0Y
(Le2E) O18IX0T
(LE2E) O18IX0T |
(oeze) M
L (oeze) W
(e62€) OWIX0Y |
(Le2e) OreIX0T |
(0ezE) M

dia 12

dia 8

dia 0

20



ES 2297315 T3

FIGURA 6
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FIGURA 7
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