
ES
 2

 4
26

 0
89

 T
3

11 2 426 089

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

T312

51 Int. CI.:

C12N 15/867 (2006.01)

Partículas de vector para dirigirse a células CD34+ Título:54

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentación y número de la solicitud europea:96 E 08786366 (8)23.07.2008
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: EP 217107210.07.2013

73 Titular/es:

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (100.0%)
101 Rue de Tolbiac
75013 Paris, FR

72 Inventor/es:

COSSET, FRANÇOIS-LOÏC;
VERHOEYEN, ELS;
COSTA, CAROLINE y
FRECHA, CECILIA

74 Agente/Representante:

PONTI SALES, Adelaida

30 Prioridad:

23.07.2007 EP 07290918

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
21.10.2013

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).



 
 

 2

DESCRIPCIÓN 
 
Partículas de vector para dirigirse a células CD34+ 
 
[0001] La presente invención se refiere a partículas de vector lentivírico previstas para la administración 5 
específica de ácidos nucleicos a cédulas CD34+. 
 
[0002] Para la corrección mediante terapia génica de muchos defectos heredados o adquiridos del sistema 
hematopoyético, el gen terapéutico debe administrarse a células capaces tanto de autorrenovarse como de 
diferenciarse en todos los linajes hematopoyéticos. De esta forma, estas terapias génicas deben dirigirse a las 10 
células “correctas”, es decir, los hemocitoblastos (HSC), sin modificar sus propiedades. La población de elección 
para dirigirse a las HSC está constituida por células progenitoras CD34+, que están particularmente enriquecidas en 
estos citoblastos. Sin embargo, las células CD34+, por ejemplo, representan solo un 0,001% de las células totales de 
la sangre. De acuerdo con esto, para evitar las etapas incómodas de la extracción celular, el cultivo en presencia de 
múltiples factores de crecimiento o adyuvantes de la transducción, y la infusión en el paciente, las partículas de 15 
vector tienen que mostrar una especificidad muy alta hacia las células CD34+, con el fin de permitir la transducción 
de las células CD34+ en muestras corporales no purificadas, tales como muestras de sangre, o para asegurar una 
eficaz transducción in vivo de las células CD34+ a pesar de la dilución de las partículas de vector. 
 
[0003] De esta manera Sandrin y col. (2002) Blood 100: 823-832 han establecido que las partículas de vector 20 
derivadas del Virus de la inmunodeficiencia de Simios (VIS) que expresan una glicoproteína de la envoltura 
quimérica, RDTR, constituida por la fusión de los dominios transmembrana y extracelulares de la glicoproteína de la 
envoltura del virus RD114 endógeno felino y el dominio citoplásmico de la glicoproteína de la envoltura A del virus de 
la leucemia murina. Dichas partículas de vector se dan a conocer también en el documento WO 03/91442. Cuando 
se utiliza un adyuvante de la transducción, tal como RetroNectin®, la velocidad de la transducción obtenida mediante 25 
las partículas de vector que presentan la proteína RDTR quimérica es aproximadamente la misma velocidad que la 
observada con las partículas de vector derivadas de VIS que expresan la glicoproteína de la envoltura Gel Virus de 
la Estomatitis Vesicular (VSV). Sin embargo, en ausencia de adyuvante de la transducción, las partículas del vector 
RDTR presentan una transducción mucho menor de las células CD34+ aisladas que los vectores que presentan la 
glicoproteína VSV-G. A pesar de esto, no se ha mostrado una particular selectividad hacia las células CD34+ que se 30 
encuentre asociada a RDTR, ya que las partículas del vector que expresan esta proteína quimérica transducen las 
células CD34+ y los linfocitos de sangre periférica con aproximadamente la misma eficacia. 
 
[0004] En otro intento de dirigirse a las células CD34+, Verhoeyen y col. (2005) Blood 106: 3386-3395 han 
creado partículas de vector derivadas de VIH-1 que expresan la glicoproteína de la envoltura G de VSV y las 35 
citocinas denominadas de acción temprana, concretamente, la trombopoyetina (TPO) y el factor citoblástico (SCF). 
Los autores han mostrado de esta manera que estas partículas de vector proporcionaron una transducción eficaz de 
células CD34+ aisladas. Sin embargo, no se podría evidenciar especificidad directora de estas partículas de vector. 
 
[0005] De acuerdo con esto, es un objeto de la presente invención proporcionar partículas de vector que sean 40 
más eficaces que las de la técnica anterior para dirigirse específicamente a células CD34+. 
 
Resumen de la invención 
 
[0006] La presente invención surge del descubrimiento, realizado por los inventores, de que la expresión 45 
simultánea de RDTR y SCF en partículas de vector derivadas de VIH tenía efectos sinérgicos inesperados sobre la 
eficacia y la especificidad de la transducción de las células CD34+. De forma ventajosa, dichas partículas de vector 
que no son dependientes de RetroNectin® para conseguir la transducción pueden efectuar una eficaz transducción a 
una baja dosificación, y son capaces de transducir células CD34+ en sangre completa reciente. 
 50 
[0007] La presente invención se refiere más concretamente a una partícula de vector lentivírico para transferir 
uno o más ácidos nucleicos a células CD34+, en la que dicha partícula de vector comprende al menos: 
 
- una primera proteína que comprende una fusión de los dominios transmembrana y extracelulares de la 
glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno felino y el dominio citoplásmico de la glicoproteína de la 55 
envoltura A del virus de la leucemia murina, y 
 
- una segunda proteína que comprende un ligando del receptor c-Kit, siendo dicho ligando del receptor c-Kit, la 
citocina del factor citoblástico (SCF). 
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en la que la partícula de vector no comprende la glicoproteína de la envoltura G del virus de la estomatitis vesicular 
(VSV). 
 
[0008] La presente invención se refiere también al uso de (i) un primer ácido nucleico que comprende una 5 
secuencia que codifica una primera proteína tal como se ha definido anteriormente, y de (ii) un segundo ácido 
nucleico que comprende una secuencia que codifica una segunda proteína tal como se ha definido anteriormente, 
para preparar una partícula de vector lentivírico para transferir uno o más ácidos nucleicos a células CD34+. 
 
[0009] La presente invención se refiere además a un medicamento que comprende una partícula de vector 10 
lentivírico tal como se ha definido anteriormente como ingrediente activo. 
 
[0010] La presente invención se refiere también al uso de una partícula de vector lentivírico tal como se ha definido 
anteriormente, para transferir uno o más ácidos nucleicos a células CD34+ ex vivo. 
 15 
[0011] La presente invención se refiere también a un procedimiento para preparar células CD34+ previsto para 
tratar un individuo, en el que las células CD34+ que se van a administrar al individuo se ponen en contacto in vitro 
con una partícula de vector lentivírico tal como se ha definido anteriormente; 
en el que las células se transducen por uno o más ácidos nucleicos transferidos desde la partícula de vector 
lentivírico 20 
 
[0012] Se describen también procedimientos para el tratamiento de un individuo que necesita un tratamiento 
génico, en el que una cantidad terapéuticamente eficaz de la partícula del vector de la invención se administra al 
individuo. En dicho procedimiento, en una primera etapa, las células que se van a administrar al individuo se ponen 
en contacto con una partícula de vector de la invención, y en una segunda etapa, las células se administran al 25 
individuo. 
 
[0013] Se describe también una proteína representada por la SEQ ID NO: 4 y un ácido nucleico que la codifica. 
 
Breve descripción de las figuras 30 
 
[0014]  
 
La Figura 1  representa el porcentaje de células CD34+ (eje vertical) transducidas por las partículas de vector 
derivado de VIH que codifican PFV que expresan solo RDTR, en presencia de TPO recombinante (10 ng/ml) o SCF 35 
recombinante (50 ng/ml), o las partículas de vector que expresan RDTR y TPOHA, o RDTR y SCFHA, en presencia 
(barras ampliamente sombreadas) o ausencia (barras estrechamente sombreadas) de RetroNectin®. 
 
La Figura 2  representa el porcentaje de células CD34+ (eje vertical) transducidas por partículas de vector derivadas 
de VIH que codifican PFV que expresan solo RDTR, en presencia de TPO recombinante (10 ng/ml) de SCF 40 
recombinante (50 ng/ml) o partículas de vector que expresan RDTR y TPOHA, o RDTR y SCFHA, a una 
multiplicidad de infección (MOI) de 10 (barras ampliamente sombreadas), 2 (barras blancas) o 0,2 (barras 
estrechamente sombreadas ) tal como se determinó en células HeLa. 
 
La Figura 3  representa el porcentaje de células que expresan PFV (eje vertical) presentes en una población de 45 
PBMC aislada de sangre del cordón umbilical transducidas por partículas de vector derivadas de VIH que codifican 
PFV que expresan solo RDTR en presencia de SCF recombinante (50 ng/ml), RDTR y SCFHA, VSV-G solo en 
presencia de SCF recombinante (50 ng/ml) o VSV-G y SCFHA, en el que las células son células CD34+ (barras 
estrechamente sombreadas) o células CD3+ (barras ampliamente sombreadas. 
 50 
La Figura 4  representa el porcentaje (eje vertical) de células CD34+ que expresan PFV o células CD3+ presentes en 
sangre completa de cordón umbilical transducidas por partículas de vector derivadas de VIH que codifican PFV que 
expresan solo RDTR en presencia de SCF recombinante (50 ng/ml) (primera barra), RDTR y SCFHA (segunda 
barra), VSV-G solo y SCF recombinante (50 ng/ml) (tercera barra), o VSV-G y SCFHA (cuarta barra). 
 55 
La Figura 5  representa el análisis del clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS) de la transducción 
(PFV+) de células humanas totales en la médula ósea. Los tres histogramas muestran respectivamente los 
resultados obtenidos sobre tres ratones diferentes inyectados. Las células se clasificaron de acuerdo con la 
expresión de hCD45 (hCD45+, eje vertical) y la expresión de PFV+, eje horizontal). 
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La Figura 6  representa el análisis mediante FACS de la transducción (PFV+) de progenitores tempranos (hCD34+), 
progenitores mieloides (hCD13+), monocitos (hCD14+) y células pre y pro B (hCD19+) en la médula ósea. El primer 
histograma muestra los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresión de hCD34 
(hCD34+, eje vertical) y la expresión de PFV (PFV+ eje horizontal). El segundo histograma muestra los resultados 5 
obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresión de hCD13 (hCD13+, eje vertical) y la expresión de 
PFV (eje horizontal). El tercer histograma muestra los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con 
la expresión de hCD14 (hCD14+, eje vertical) y la expresión de PFV (eje horizontal). El cuarto histograma muestra 
los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresión de hCD19 (hCD19+, eje vertical) y la 
expresión de PFV (eje horizontal). 10 
 
La Figura 7  representa el análisis mediante FACS de la transducción (PFV+) de timocitos humanos en el timo. Las 
células se clasificaron de acuerdo con la expresión de hCD45 (hCD45+, eje vertical) y la expresión de PFV (PFV+, 
eje horizontal). 
 15 
La Figura 8  representa el análisis mediante FACS de la transducción (PFV+) de linfocitos B (hCD19+) y linfocitos T 
(hCD3+) en la sangre periférica. El primer histograma muestra los resultados obtenidos con células clasificadas de 
acuerdo con la expresión de hCD19 (hCD19+, eje vertical) y la expresión de PFV (PFV+, eje horizontal). El segundo 
histograma muestra los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresión de hCD3 (hCD3+, 
eje vertical) y la expresión (eje horizontal). 20 
 
La Figura 9  representa el análisis mediante FACS de la transducción (PFV+) de esplenocitos humanos (hCD45+), 
linfocitos B (hCD19+) y linfocitos T (hCD3+) en el bazo. El primer histograma muestra los resultados obtenidos con 
células clasificadas de acuerdo con la expresión de hCD45 (hCD45+, eje vertical) y la expresión de PFV (PFV+, eje 
horizontal). El segundo histograma muestra los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la 25 
expresión de hCD19 (hCD19+, eje vertical) y la expresión de PFV (eje horizontal). El tercer histograma muestra los 
resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresión de hCD3 (hCD3+, eje vertical) y la 
expresión de PFV (eje horizontal). 
 
Descripción detallada de la invención 30 
 
[0015] Tal como se pretende en el presente documento, “partícula de vector” denota cualquier partícula 
responsable de expresar la primera proteína y la segunda proteína en su superficie y para unirse de manera 
reversible a un material biológico. Para la invención, dicha partícula de vector es 
 35 
[0016] una partícula de vector lentivírico, tal como una partícula de vector lentivírico seleccionada entre el grupo 
que consiste en el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), por ejemplo, VIH-1 o VIH-2, y el virus de la 
inmunodeficiencia de simios (VIS) 
 
[0017] Las partículas de vector lentivírico son bien conocidas por la persona experta en la técnica y se describen 40 
de forma notable en Naldini y col. (2000) Adv. Virus Res. 55: 599-609 y Negre y col. (2002) Biochimie 84: 1161-
1171. Normalmente, las partículas de vector lentivírico de acuerdo con la invención comprenden al menos los 
siguientes componentes: (i) un componente de envoltura que está constituido por una bicapa fosfolipídica asociada a 
las proteínas de la envoltura, en la que las proteínas de la envoltura comprenden al menos la primera y la segunda 
proteínas anteriormente definidas, rodeando dicha envoltura (ii) un componente del núcleo, constituido por la 45 
asociación de una proteína gag, rodeando dicho núcleo por sí mismo (iii) componentes del genoma, constituidos 
normalmente por ácidos ribonucleicos (ARN) y (iv) un componente de enzima (pol). El material biológico puede estar 
presente en el interior de la envoltura, en el interior del núcleo y/o en el interior de los componentes del genoma. 
 
[0018] Las personas expertas en la técnica pueden preparar fácilmente partículas de vector lentivírico siguiendo, 50 
por ejemplo, las directrices generales proporcionadas por Sandrin y col. (2002) Blood 100: 823-832. De manera 
breve, las partículas de vector lentivírico pueden generarse expresando de forma simultánea los elementos 
empaquetados (es decir, los componentes del núcleo y de la enzima), el componente del genoma y el componente 
de la envoltura en una célula productora así denominada, por ejemplo, células 293T de riñón embriónico humano. 
Normalmente, se pueden emplear de tres a cuatro plásmidos, pero el número puede ser mayor dependiendo del 55 
grado al cual los componentes del vector lentivírico se dividen en unidades separadas. 
 
[0019] Generalmente, un plásmido codifica los componentes lentivíricos del núcleo (gag) y enzimáticos (pol) de la 
partícula de vector. El origen de los genes gag y pol proporciona su nombre a la partícula del vector lentivírico. Por 
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ejemplo, la expresión “partícula de vector derivada de VIH-1” indica normalmente que los genes gag y pol de la 
partícula del vector son los de VIH-1. Este plásmido se denomina el plásmido empaquetado. Uno o varios plásmidos 
diferentes codifican las proteínas que forman parte de la envoltura. En el presente caso, estos plásmidos pueden 
codificar de forma notable la primera y la segunda proteína. Como resultara evidente para una persona experta en la 
técnica, el primer y el segundo ácido nucleico anteriormente definidos pueden ser tanto distintos como fusionados. 5 
Otro plásmido adicional codifica el genoma. 
 
[0020] Tal como se pretende en el presente documento, la expresión “material biológico” se refiere a uno o más 
compuestos responsables de alterar la estructura y/o la función de una célula. Para la invención, el material biológico 
es uno o más ácidos nucleicos, que en el caso de las partículas de vector lentivírico, puede estar comprendido en el 10 
genoma de la partícula del vector. El genoma comprende normalmente el uno o más ácidos nucleicos, unidos 
preferiblemente a los elementos genéticos necesarios para su expresión en la célula diana, tales como promotores y 
terminadores, flanqueados por elementos que actúan en cis necesarios para la inclusión del genoma en el elemento 
del núcleo, su transcripción inversa en ácido desoxirribonucleico (ADN), la importación del genoma retrotranscrito en 
el núcleo de la célula diana y la integración del genoma retrotranscrito en el interior del genoma de la célula diana. 15 
 
[0021] Las células receptoras del material biológico que se va a transferir, o células diana, son cualquier célula 
responsable de unirse mediante la partícula de vector anteriormente definida. Si la partícula del vector es una 
partícula de vector lentivírico, la célula diana se refiere a cualquier célula responsable de transducirse por la partícula 
de vector. Estas células expresan normalmente el receptor de c-Kit que se une al ligando de c-Kit de la primera 20 
proteína. Para la invención, las células son células CD34+, en particular, células CD34+ humanas, y, más 
concretamente, hemocitoblastos (HSC), de forma notable HSC humanos. 
 
[0022] Tal como se pretende en el presente documento “transferir” se refiere a la capacidad de la partícula de 
vector para liberar inicialmente el material biológico a la membrana o al citoplasma de la célula diana, tras unirse a la 25 
célula diana. Tras la liberación, el material biológico se puede translocar a otro compartimento de la célula. 
 
[0023] Se describe de forma notable la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno de felino en Cosset 
y col. (1995) J. Virol. 69: 7430-7436. A modo de ejemplo, la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 
corresponde al número de acceso del GenBank XB87829. La persona experta en la técnica puede identificar 30 
fácilmente porciones de RD114 que corresponden a los dominios transmembrana y extracelular 
 
[0024] Tal como se pretende en el presente documento, la expresión “dominios transmembrana y extracelular de 
la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno” se refiere a los dominios transmembrana y extracelular 
de la glicoproteína de la envoltura de un virus RD114 endógeno felino natural o de cualquiera de sus mutantes 35 
derivados del anterior mediante deleción, inserción o sustitución de uno o algunos aminoácidos, con la condición de 
que dicho mutante presente esencialmente las mismas propiedades que los dominios transmembrana y extracelular 
de la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno felino natural a partir del cual se deriva. 
 
[0025] Tal como se pretende en el presente documento, se dirá que un mutante presentará esencialmente las 40 
mismas propiedades que los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus 
RD114 endógeno felino natural a partir del cual se deriva si, cuando se sustituyen los dominios transmembrana y 
extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno felino natural en una partícula del vector 
de referencia tal como se describe en el presente documento que transporta una primera proteína de la secuencia 
de SEQ ID NO: 2 y una segunda proteína de la secuencia de SEQ ID NO: 4, la partícula del vector que transporta el 45 
mutante presenta al menos un 30%, preferiblemente al menos un 50%, de forma más preferible al menos un 75%, 
de la transducción de células CD34+ que se pueden observar con la partícula del vector de referencia. 
Preferiblemente, las condiciones de transducción son las que se muestran en el Ejemplo 2 . 
 
[0026] A modo de ejemplo, los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus 50 
RD114 endógeno de felino se representan por la SEQ ID NO: 5. 
 
[0027] Preferiblemente, la primera proteína comprende o consiste en una fusión de los dominios transmembrana y 
extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno felino y del dominio citoplásmico de una 
glicoproteína de envoltura retrovírica. En esta fusión se prefiere que el término C del dominio transmembrana de 55 
RD114 se fusione con el término N del dominio citoplásmico de una glicoproteína de envoltura retrovírica. 
 
[0028] De forma más preferible, la primera proteína comprende o consiste en una fusión de los dominios 
transmembrana y extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno felino y del dominio 
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citoplásmico de la glicoproteína de la envoltura A de virus de la leucemia murina. En esta fusión se prefiere que el 
término C del dominio transmembrana de RD114 se fusione con el término N del dominio citoplásmico de la 
glicoproteína de la envoltura A del VLM. 
 
[0029] La glicoproteína de la envoltura A del virus de la leucemia murina se describe de forma notable en Ott y col. 5 
(1990) J. Virol. 64: 757-766. Preferiblemente, la glicoproteína de la envoltura A del virus de la leucemia murina es la 
de la cepa 4070A. La persona experta en la técnica puede identificar fácilmente la porción de la glicoproteína de la 
envoltura A del virus de la leucemia murina que corresponde al dominio intracelular. A modo de ejemplo, el dominio 
intracelular de la glicoproteína de la envoltura A del virus de la leucemia murina se representa por la SEQ ID NO: 6. 
 10 
[0030] Lo más preferible, la primera proteína se representa por la SEQ ID NO: 2 y está en concreto codificada por 
la SEQ ID NO: 1. Un plásmido preferido para expresar la primera proteína en una célula productora se representa 
por la SEQ ID NO: 11. 
 
[0031] La persona experta en la técnica conoce bien el receptor de c-Kit. Este se describe de forma notable por 15 
Ashman (1999) Int. J. Biochem. Cell. Biol. 31: 1037-1051. A modo de ejemplo, el receptor de c-Kit humano está 
codificado por la SEQ ID NO: 8. De acuerdo con esto, está también dentro del alcance de la persona experta en la 
técnica identificar, designar o seleccionar ligandos del receptor de c-Kit. 
 
[0032] El ligando natural del receptor de c-Kit es la citocina del factor citoblástico (SCF). La citocina del SCF se 20 
describe de forma notable en Ashman (1999) Int. J. Biochem. Cell. Biol. 31: 1037-1051. Como tal, en la partícula de 
vector anteriormente definida, el ligando del receptor de c-Kit es preferiblemente la citocina del SCF. Para la 
invención, se utiliza la citocina del SCF. Tal como se pretende en el presente documento, la expresión de la citocina 
de SCF se refiere a una citocina del SCF natural o a cualquier mutante de una citocina del SCF natural derivado de 
dicha SCF natural por deleción, inserción o sustitución de uno o varios aminoácidos, en el que dicho mutante retiene 25 
la capacidad de la citocina del SCF natural de unirse al receptor de c-Kit. Preferiblemente, la citocina del SCF es la 
citocina del SCF humano. A modo de ejemplo, la citocina del SCF humano corresponde al número de referencia del 
GenBank P21583. Se prefiere más que la citocina del SCF humano utilizada en el presente documento esté privada 
de su péptido señal y de su dominio transmembrana y citoplásmico (es decir, solo se utiliza el dominio extracelular 
de la citocina del SCF), por ejemplo, tal como se representa por la SEQ ID NO: 9. 30 
 
[0033] De forma más preferible, la segunda proteína de la partícula del vector anteriormente definida comprende o 
consiste en una fusión de la citocina del SCF e (i) el dominio N terminal de una glicoproteína hemaglutinina, o (ii) una 
glicoproteína de envoltura retrovírica. En esta fusión se prefiere que el término C del SCF se fusione con el término 
N del dominio N terminal de la glicoproteína hemaglutinina o con el término N de la glicoproteína de envoltura 35 
retrovírica. 
 
[0034] Preferiblemente, la glicoproteína hemaglutinina es la de un virus de la gripe, de forma más preferible, el 
virus de la gripe aviar. 
 40 
[0035] Preferiblemente, el dominio del extremo N de la glicoproteína hemaglutinina comprende o consiste en los 
aminoácidos contiguos procedentes del extremo N de la glicoproteína al extremo C de la subunidad HA1.  
 
[0036] Una persona experta en la técnica conoce bien la estructura de la subunidad de la glicoproteína 
hemaglutinina. La hemaglutinina del virus de la gripe aviar se describe de forma notable en Hatziioannou y col. 45 
(1998) J. Virol. 72: 5313-5317. 
 
[0037] A modo de ejemplo, el dominio del extremo N de la hemaglutinina del virus de la gripe aviar está 
representado por la SEQ ID NO: 10. 
 50 
[0038] Preferiblemente, en la segunda proteína, la glicoproteína de la envoltura retrovírica es la glicoproteína de la 
envoltura A del virus de la leucemia murina 
 
[0039] Como será evidente para cualquier persona experta en la técnica, la segunda proteína puede comprender 
también, de forma preferible un péptido señal previsto para promover la translocación del retículo endoplásmico de 55 
la segunda proteína. En determinados casos, el péptido señal se puede escindir durante o después de la inserción 
en la membrana objetivo. La persona experta en la técnica conoce bien dichos péptidos señal y se pueden 
encontrar, por ejemplo, en las extremidades de las proteínas de membrana. A modo de ejemplo, el péptido señal 
puede ser el de la glicoproteína de la envoltura A del virus de la Leucemia Murina, que puede representarse 
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mediante la SEQ ID NO: 7. 
 
[0040] De esta manera, la segunda proteína comprende o consiste preferiblemente en una fusión de la citocina del 
SCF, el dominio del extremo N de una glicoproteína hemaglutinina, y un péptido señal. En esta fusión se prefiere 
que el extremo C del péptido señal se fusione con el extremo N del SCF, y que el extremo C del SCF se fusione con 5 
el extremo N del dominio N terminal de la glicoproteína hemaglutinina. 
 
[0041] Cuando la segunda proteína comprende o consiste en una fusión de SCF y una glicoproteína de la 
envoltura retrovírica, se prefiere que el extremo C del SCF se fusione con el extremo N de la glicoproteína de la 
envoltura retrovírica privada de su péptido señal, y que el extremo N del SCF se fusione con el extremo C de un 10 
péptido señal tal como se ha definido anteriormente, que es preferiblemente el péptido señal de la glicoproteína de la 
envoltura retrovírica a la cual este se fusiona. 
 
[0042] Lo más preferible, la segunda proteína está representada por la SEQ ID NO: 4 y está en concreto 
codificada por la SEQ ID NO: 3. Un plásmido preferido para expresar la primera proteína en una célula productora 15 
está representado por la SEQ ID NO: 12. 
 
[0043] En una realización particular de la partícula de vector anteriormente definida, la primera proteína está 
representada por la SEQ ID NO: 2 y la segunda proteína está representada por la SEQ ID NO: 4. 
 20 
[0044] En una realización descrita en el presente documento, la segunda proteína tal como se ha definido 
anteriormente se fusiona con la primera proteína tal como se ha definido anteriormente. Preferiblemente, cuando la 
primera y la segunda proteína se fusionan, la segunda proteína consiste en una citocina del SCF fusionada 
opcionalmente con un péptido señal, tal como se ha definido anteriormente. De forma más preferible, cuando la 
primera y la segunda proteína se fusionan, el extremo C de un péptido señal se fusiona con el extremo N de una 25 
citocina del SCF, el extremo C de la citocina del SCF se fusiona al extremo N del dominio extracelular de RD114, y 
el extremo C del dominio transmembrana de RD114 se fusiona con el extremo N del dominio citoplásmico de una 
glicoproteína de envoltura retrovírica. 
 
[0045] Se describen también la primera y la segunda proteínas fusionadas tal como se ha definido anteriormente y 30 
los ácidos nucleicos que comprenden las secuencias que las codifican. 
 
[0046] Para la invención, la partícula de vector anteriormente definida no comprende la glicoproteína G del virus de 
la estomatitis vesicular (VSV). 
 35 
[0047] La glicoproteína de la envoltura V del VSV se describe de forma notable en Yee y col. (1994) Methods Cell 
Biol. 43: 99-112. A modo de ejemplo, la glicoproteína de la envoltura G del VSV está representada por la SEQ ID 
NO: 13. 
 
[0048] Como será evidente a partir de lo anterior, la partícula de vector anteriormente definida se puede usar para 40 
transferir in vivo o ex vivo el material biológico a células, en particular, a células CD34+, y entre ellas a las HSC. 
 
[0049] De acuerdo con esto, la partícula de vector está particularmente indicada para tratar enfermedades 
relacionadas con células hematopoyéticas tanto mediante la administración directa de la partícula del vector al 
individuo que padece dicha enfermedad, como administrando las células, en particular las células que se originan a 45 
partir del individuo que padece dicha enfermedad, que se ha puesto en contacto ex vivo con la partícula del vector. 
 
[0050] Para la invención, la partícula del vector es una partícula de vector lentivírico tal como se ha definido 
anteriormente y las células diana se transducen por uno o más ácidos nucleicos, previstos para tratar la enfermedad. 
 50 
[0051] La partícula del vector podría estar indicada de esta manera para tratar la mielosupresión y las 
neutropenias que pueden producirse como resultado de la quimioterapia, el tratamiento inmunosupresor, infecciones 
tales como SIDA, trastornos genéticos de células hematopoyéticas, cánceres y similares. 
 
[0052] Los trastornos genéticos de células hematopoyéticas a modo de ejemplo que se contemplan incluye la 55 
anemia de células falciformes, las talasemias, hemaglobinopatías, trombastenia de Glanzmann, trastornos de 
almacenamiento lisosómico (tales como enfermedad de Fabry, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Niemann-
Pick, y síndrome de Wiskott-Aldrich), síndromes de inmunodeficiencia combinada grave (SIDCG), así como 
enfermedades que son el resultado de la ausencia de una producción sistémica de una proteína secretada, por 
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ejemplo, el factor de coagulación VIII y/o IX. 
 
[0053] En dichos casos, se podría desear transferir uno o más ácidos nucleicos tales como los genes de la 
globina, los factores de crecimiento hematopoyéticos, que incluirían la eritropoyetina (EPO), las interleucinas 
(especialmente interleucina-1, interleucina-2, interleuciona-3, interleucina-6, interleucina-12, etc.) y los factores 5 
estimuladores de colonias (tales como el factor estimulador de colonias de granulocitos, factor estimulador de 
colonias de granulocitos/macrófagos, o factor estimulador de colonias de citoblastos, la integrina αIIbβ específica de 
plaquetas, genes de resistencia a multifármacos, los genes gp91 o gp 47 que son defectivos en pacientes en 
pacientes enfermedad granulomatosa crónica (EGC), genes antivíricos que convierten las células en resistentes a 
infecciones por patógenos tales como el virus de la inmunodeficiencia humana, genes que codifican los factores VIII 10 
o IX de la coagulación de la sangre que están mutados en ligandos hemofílicos implicados en las respuestas 
inmunes mediadas por los linfocitos T tales como los receptores del antígeno de los linfocitos T, los receptores del 
antígeno de los linfocitos B (inmunoglobulinas), el receptor común y la cadena de la interleucina, una combinación 
de receptores de antígeno de los linfocitos T y los linfocitos B solos o en combinación con anticuerpos 
monocatenarios (ScFv), IL2, IL12, TNF, Interferón gammas, CTLA4, B7 y similares, genes expresados en células 15 
tumorales tales como Melana, genes MAGE (tales como MAGE-1, MAGE-3), P198, P1A, gp100, etc. 
 
[0054] Los cánceres a modo de ejemplo son aquellos de origen hematopoyético, por ejemplo, que provienen de 
linajes mieloides, linfoides o eritroides, o las células precursoras de los mismos. Los trastornos mieloides a modo de 
ejemplo incluyen, pero no se limitan a, leucemia promieloide aguda ((LPMA), leucemia mielógena aguda (LMA) y 20 
leucemia mielógena crónica (LMC). Las neoplasias promieloides que pueden tratarse utilizando una partícula de 
vector tal como se ha definido anteriormente incluyen, pero no se limitan a, leucemia linfoblástica aguda (LLA) que 
incluye LLA de linaje B y LLA de linaje T, leucemia linfocítica crónica (LLC), leucemia prolinfocítica (LPL), leucemia 
de células pilosas (LCP) y macroglobulinemia de Waldenstrom (MW). Las formas adicionales de linfomas malignos 
contempladas como candidatas para el tratamiento que utilizan las partículas de vector lentivírico de la presente 25 
invención incluyen, pero no se limitan a linfoma no de Hodgkin y sus variantes, linfomas de linfocitos T periféricos, 
leucemia/linfoma de linfocitos T en adultos (LTA), linfoma cutáneo de linfocitos T (LCLT), Leucemia de linfocitos 
granulares grandes (LLGG) y enfermedad de Hodgkin. 
 
[0055] Cuando la partícula de vector se utiliza como un medicamento y se administra a un individuo en un 30 
procedimiento terapéutico, se prefiere la administración a través de la ruta intravenosa o mediante la ruta medular, 
en particular, la ruta medular del fémur o del húmero. Para la administración intravenosa, se puede usar una dosis 
unitaria de aproximadamente 5.108 a aproximadamente 109 partículas de vector, tal como se ha definido 
anteriormente. 
 35 
[0056] Cuando se utiliza la partícula de vector ex vivo, la partícula de vector se puede poner en contacto, 
preferiblemente in vitro, tanto con células aisladas como purificadas, tales como células CD34+ (Como es el caso de 
la invención), o con muestras corporales no purificadas. 
 
[0057] Las células se pueden aislar o purificar de diversos tejidos, en particular, tomarse del individuo, tal como de 40 
la sangre, en particular de la sangre del cordón umbilical, o de la médula ósea. 
 
[0058] Las muestras corporales no purificadas pueden originarse a partir del individuo que se va a tratar, y 
comprenden de forma notable muestras de sangre, en particular muestras de sangre completa del cordón umbilical. 
 45 
[0059] La cantidad de partícula de vector que se va a usar para las transferencias ex vivo del material biológico es, 
por ejemplo, de aproximadamente 107 a aproximadamente 5.107 de glóbulos blancos totales (en los que las células 
que se van a transducir están comprendidas en los glóbulos blancos totales de una muestra de sangre completa). 
 
EJEMPLOS 50 
 
Ejemplo 1 
 
Producción de partículas de vector lentivírico (VL) 
 55 
[0060] Los inventores expresaron dos citocinas de acción temprana, una trombopoyetina (TPO) y un factor 
citoblástico (SCF), sobre la superficie de una partícula de vector lentivírico (LV). 
 
[0061] Una forma truncada de TPO de 171 aminoácidos de longitud, que muestra tener una actividad biológica 3 
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veces mayor que la TPO natural, se fusionó con el extremo N de la glicoproteína de la hemaglutinina de la gripe (HA) 
para formar TPOHA. La segunda citocina, SCF, se fusionó también con el extremo N de la glicoproteína HA para 
formar SCFHA (SEQ ID NO: 4) que se incorpora eficazmente e LV. 
 
[0062] Debido a que estas glicoproteínas HA quiméricas demostraron una reducida infectividad, se expresó 5 
simultáneamente una fusión adicional de la glicoproteína competente. Se escogió la glicoproteína de la envoltura del 
virus RD114 endógeno felino quimérico, en el que se intercambió la cola citoplásmica de RD114 por la de la 
glicoproteína de la envoltura A del virus de la leucemia murina (VLM-A) que dio como resultado un RDTR mutante 
(SEQ ID NO: 2), que permite una elevada incorporación en el VIH tan bien como las partículas del VIS (Sandrin y 
col. (2002) Blood 100: 823-832). 10 
 
[0063] De esta manera, se optimizó un protocolo de transfección para expresar de forma simultánea SCFHA o 
TPOHA con RDTR sobre partículas de vector lentivírico derivadas de VIH. 
 
[0064] De manera breve, se sembraron 2,5 x 106 células 293T el día antes de la transfección en placas de 10 cm 15 
en un volumen final de 10 ml de DMEM. Al día siguiente, estas células se transfectaron de manera simultánea con 
una construcción gag-pol derivada de VIH o VIS (8,6 µg) con la partícula del vector de transferencia del gen 
lentivírico (8,6 µg) y construcciones que codificaban dos glicoproteínas procedentes de: a) VSV-G (1,5 µg) (SEQ ID 
NO: 14) o RDTR (SEQ ID NO: 11) (7 µg) y b) TPOHA (SEQ ID NO: 15) o c) SCFHA (SEQ ID NO: 12) (1,5 µg), 
utilizando el sistema de transfección de calcio-fosfato de Clontech. 4 µg de un plásmido que codificaba una 20 
neuraminidasa se transfectaron simultáneamente para permitir una liberación eficaz de la partícula de vector 
procedente de la célula productora debido a que la envoltura de HA (SCFHA y TPOHA) une de otra forma las 
partículas del vector con las células productoras debido a la expresión del ácido siálico por las células 293T 
productoras. 15 h después de la transfección, se sustituyó el medio por 6 ml de medio CellGro® reciente (CellGenix) 
y 36 h después de la transfección, se recogieron las partículas del vector, se filtraron a través de una membrana 25 
dimensionada con poros de 0,45 µm y se almacenaron a -80º C. Las partículas de vector se pueden concentrar 
adicionalmente mediante ultracentifugación o concentración mediada por polietilenglicol a una baja velocidad de 
centrifugación. 
 
[0065] Se obtuvieron de esta manera títulos de 5 x 105-106 UI/ml, que fueron comparables a las partículas de 30 
vector pseudotipadas individualmente de RDTR. 
 
[0066] La expresión simultánea funcional de TPO en partículas de vector que expresaban de forma simultánea 
TPOHA/RTDR se demostró en células BaF3-Mpl, que son dependientes de TPO para la supervivencia y el 
crecimiento, esencialmente tal como se describe por Geddis y col. (2001) J. Biol. Chem. 276: 34473-34479. De 35 
forma similar, la expresión simultánea de SCF en partículas del vector SCFHA/RDTR debido a la supervivencia 
sostenida de células BAF3-cKit, que dependen de SCF para la supervivencia (Bayle y col. (2004) J Biol Chem. 279: 
12249-12259), incluso a una baja multiplicidad de infección (M.O.I.) 
 
Ejemplo 2 40 
 
Transducción de células CD34 + aisladas 
 
[0067] Las partículas de vector se ensayaron en primer lugar sobre la transducción de células CD34+ aisladas de 
sangre de cordón umbilical humano (CB). Las células CD34+ de CB son células hematopoyéticas muy inmaduras 45 
que contienen hemocitoblastos. 
 
[0068] De manera breve, se aislaron células CD34+ mediante selección positiva utilizando perlas dirigidas contra 
CD34+ (Miltenyi Biotech) procedentes de sangre del cordón umbilical y se cultivaron sobre placas no revestidas o 
revestidas de RetroNectin® (Takara). Posteriormente, se incubaron las células con proteína fluorescente verde 50 
(PFV) que codificaba partículas de vector derivadas de VIH que expresaban RDTR, en presencia de citocinas 
recombinantes humanas (TPO = 10 ng/ml; SCF = 50 ng/ml) (Preprotech, Rocky Hill, EE.UU.), o que expresaban 
simultáneamente RDTR y TPOHA o RDTR y SCFHA, a una multiplicidad de infección (M.O.I) de 10, esencialmente 
tal como se ha descrito por Verhoeyen y col. (2005) Blood 106: 3386-3395. 
 55 
[0069] Tal como se muestra en la Figura 1, las partículas de vector derivadas de VIH pseudotipadas con 
RDTR/SCFHA resultantes fueron mucho más eficaces en la transducción de células CD34+ derivadas de sangre del 
cordón umbilical, que las derivadas de LV pseudotipadas con RDTR y TPOHA, o solo con RDTR en presencia de las 
citocinas correspondientes en su forma soluble. Además, en contraste con las partículas de vector derivadas de VIH 
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pseudotipadas con RDTR/SCFHA, las partículas de vector pseudotipadas solo con RDTR son completamente 
dependientes de RetroNectin® para la transducción de células CD34+ (RetroNectin® es un péptido quimérico de 
fibronectina humana producido en Escherichia coli que se piensa que se une a las partículas del vector y a las 
células diana). 
 5 
[0070] De esta manera, los anteriores resultados indican que está teniendo lugar un mecanismo sinérgico 
inesperado entre RDTR, que permite la fusión entre las partículas de vector y la célula, y SCFHA, permitiendo la 
unión y la estimulación específicas de las células c-Kit+ / CD34+, lo que da como resultado la elevada eficacia de 
transducción deseada. 
 10 
Ejemplo 3  
 
Multiplicidad de infección para las células CD34 + 

 
[0071] Una importante característica para el uso in vivo de las partículas de vector de la invención es que deben 15 
permitir la elevada eficacia de transducción en células CD34+ incluso a una dosificación de partículas de vector muy 
baja, ya que una administración sistémica de una partícula de vector terapéutica daría como resultado una 
importante dilución de la concentración de la partícula de vector. De esta manera, los inventores ensayaron la 
dosificación eficaz mínima de las partículas de vector de acuerdo con la invención. 
 20 
[0072] De manera breve, se aislaron células CD34+ mediante selección positiva utilizando perlas dirigidas contra 
CD34+ (Miltenyl Biotech) procedentes de sangre del cordón umbilical y se cultivaron sobre placas de cultivo no 
revestidas (es decir, en ausencia de RetroNectin®). Posteriormente, se incubaron las células con proteína 
fluorescente verde (PFV) que codificaba partículas de vector derivadas de VIH que expresaban RDTR, en presencia 
de citocinas recombinantes humanas (TPO = 10 ng/ml; SCF = 50 ng/ml), o que expresaban de forma simultánea 25 
RDTR y TPOHA o RDTR y SCFHA a una M.O.I. de 10,2 o de 0,2, esencialmente, tal como se describe en 
Verhoeyen y col. (2005) Blood 106: 3386-3395. En el día 3 tras el inicio de la transducción, se evaluaron las células 
para la expresión de la PFV mediante un clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS). 
 
[0073] Tal como se muestra en la Figura 2 , la partícula de vector RDTR/SCFHA de la invención permitió una 30 
reducción de la dosificación de la partícula del vector a una M.O.I. de 0,2, sin observar una disminución significativa 
en la eficacia de la transducción de las células CD34+. De esta manera, una disminución de 50 veces en la 
dosificación de la partícula del vector RDTR/SCFHA dio como resultado un promedio en la reducción de 1,4 veces 
de la transducción de células CD34+. En contraste, la partícula del vector de RDTR/TPOHA dio como resultado una 
transducción de CD34+ significativamente menor cuando se utilizó una M.O.I de 0,2. 35 
 
Ejemplo 4 
 
Transducción de RDTR/SCFHA diana con células CD34 + en una población de células de la sangre 
mononucleares periféricas. 40 
 
[0074] Una partícula de vector prevista para el tratamiento génico in vivo necesita de forma notable ser muy 
discriminativa entre células diana y no diana. De esta manera, después de haber demostrado la capacidad de la 
partícula de vector de acuerdo con la invención de transducir células CD34+ aisladas, se evaluó su selectividad 
añadiendo la partícula de vector a una población de células mononucleares de sangre periférica completa (PBMC) a 45 
una M.O.I. baja. A este respecto, es importante resaltar que dicha población no contenía más de un 1% de células 
CD34+. 
 
[0075] De manera breve, se aislaron PBMC procedentes de sangre de cordón umbilical reciente mediante un 
gradiente de ficol, tal como conoce bien la persona experta en la técnica, y se cultivaron en ausencia de 50 
RetroNectin®. Se llevó a cabo la transducción de PBMC con proteína fluorescente verde (PFV) que codificaba 
partículas de vector derivadas de VIH que expresaban RDTR o VSV-G en presencia de rSCF humano (50 ng/ml) o 
que expresaban de manera simultánea RDTR y SCFHA o VSV-G y SCFHA, sin añadir citocinas exógenas, a una 
M.O.I. de 0,2, esencialmente tal como se ha descrito por Verhoeyen y col. (2005) Blood 106: 3386-3395. En el día 3 
tras el inicio de la transducción, las células CD34+ y CD3+ se evaluaron para la expresión de la PFV mediante el 55 
clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS). 
 
[0076] Tal como se muestra en la Figura 3 , las partículas del vector RDTR/SCFHA fueron capaces de dirigirse 
preferentemente y transducir células CD34+ diana (hasta un 19%), en marcado contraste con la partícula de vector 
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pseudotipada solo con RDTR, en presencia de SCF soluble, que no proporcionó nada de transducción, o a la 
partícula del vector VSV-G/SCFHA que proporcionó un nivel de traducción de las células CD34+ de a lo sumo un 
5%. De manera importante, la partícula del vector RDTR/SCFHA permitió transducir células CD34+ en la población 
de PBMC a un nivel equivalente al obtenido para la transducción de células CD34+ aisladas (comparar las Figuras 2 
y 3). Además, la población de linfocitos T, que representa hasta un 80% de la población de PBMC completa, se 5 
tradujo muy mal mediante la partícula del vector RDTR/SCFHA (Figura 3 ). Merece la pena observar que otros 
linajes celulares presentes en la población de PBMC, tales como monocitos, linfocitos B y células NK no se 
transdujeron en modo alguno. 
 
Ejemplo 5 10 
 
Transducción de RDTR/SCFHA con células CD34 + en condiciones similares a in vivo 
 
[0077] Los inventores concibieron a continuación condiciones tan cercanas como fue posible a escenarios in vivo 
para dirigir la transferencia génica hacia células CD34+. De esta manera, los inventores llevaron a cabo la 15 
transducción de sangre de cordón umbilical total reciente, que contiene células procedentes de todos los linajes 
hematopoyéticos: progenitores tempranos, que incluyen hemocitoblastos (HSC), linfocitos, monocitos, y eritrocitos. 
Esto permite, (i) la evaluación de la transferencia génica dirigida a la población de células CD34+, que representan 
solo el 0,001% de células en sangre completa, y (ii) exposición de la partícula del vector a un sistema de 
complemento humano activo, un obstáculo encontrado por las partículas del vector vírico in vivo. 20 
 
[0078] De esta manera, se incubó sangre de cordón umbilical total reciente (0,5 ml) con partículas de vector 
derivadas de VIH que codificaban PFV pseudotipadas solo con RDTR o solo con VSV-G, en presencia de SCF 
soluble (50 ng/ml), o que expresaban de forma simultánea RDTR y SCHFA o VSV-G y SCFHA, sin añadir citocinas 
exógenas, a una M.O.I. de 0,01 (calculada para la cantidad total de glóbulos blancos y rojos presentes en la muestra 25 
de sangre). Tras 6-8 h de incubación con las partículas de vector, se separaron de las PBMC de la sangre mediante 
un gradiente de ficol. 
 
[0079] Posteriormente, las células CD34+ se aislaron mediante selección positiva utilizando perlas dirigidas contra 
CD34+ (Miltenyl Biotech) y se cultivaron adicionalmente en medio exento de suero en presencia de SCF humano 30 
recombinante soluble a fin de mantener la supervivencia hasta el análisis FACS. 
 
[0080] A fin de desvelar posibles transferencias génicas sin diana, tras la eliminación de las células CD34+, las 
PBMC residuales que consisten principalmente en linfocitos T se cultivaron en medio RPMI suplementado con 
anticuerpos dirigidos contra CD3 y anticuerpos dirigidos contra CD-28 (BD Pharmingen, Le Pont de Claix, Francia) e 35 
IL-2 humana recombinante (Preprotech Rocky Hill, EE.UU.). Esto se llevó a cabo con un doble propósito: (i) activar 
los linfocitos T a fin de permitir la transducción, debido a que la mayoría de linfocitos T en la sangre están en estado 
quiescente y, de acuerdo con esto, no permiten la transducción lentivírica, y (ii) mantener la supervivencia de estas 
células hasta el análisis. Merece la pena observar que se utilizaron condiciones muy restrictivas para desvelar la 
transferencia génica en linfocitos T sin diana, que es probable que nunca se cumplan en las condiciones in vivo. En 40 
otras palabras, los escenarios experimentales utilizados con más probabilidad sobreestiman la transducción génica 
no específica in vivo de linfocitos. En el día 4 tras el inicio de la transducción, se evaluaron las células CD34+ y CD3+ 
para la expresión de la PFV mediante el clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS). 
 
[0081] Tal como se muestra en la Figura 4 , la partícula de vector RDTR/SCFHA permitió una transducción de 45 
4,5% células CD34* frente a un 0,4% para la partícula del vector VSV-G/SCFHA, mientras que la transducción con 
partículas de vector que expresan solo VSV-G o solo RDTR es despreciable. De esta manera, la partícula de vector 
RDTR/SCFHA es 10 veces más eficaz que la partícula de vector VSV-G/SCFHA para transducir células CD34+. 
Además, la partícula del vector VSV-G/SCFHA transdujo fácilmente la población de linfocitos T sin diana, dando 
como resultado una selectividad de solo 1,8 veces para la transducción de células CD34+ en comparación con los 50 
linfocitos T. En contraste, la partícula del vector RDTR demostró una selectividad de hasta 95 veces para las células 
CD34+ en comparación con los linfocitos T. De esta manera, sabiendo que solo un 0,01% de células de la sangre 
transducidas inicialmente son células CD34+ y que los linfocitos T representan el 1% de las células de la sangre, las 
partículas del vector RDTR/SCFHA dirigen eficazmente la transducción con células CD34+ 
 55 
[0082] Con respecto a la baja eficacia de transducción conseguida con las partículas del vector VSV-G/SCFHA, 
esto puede ser debido a la susceptibilidad del vector hacia el complemento humano que, como consecuencia, podría 
afectar negativamente su uso in vivo. 
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Ejemplo 6 
 
Los RDTR/SCFHA que expresan los LV permiten la transf erencia génica en células hCD34 + in vivo 
 
[0083] Los inventores evaluaron la transferencia génica dirigida hacia las HSC realizadas por las partículas del 5 
vector RDTR/SCFHA in vivo en un modelo de murino humanizado. 
 
[0084] De manera breve, se consiguió la reconstitución completa y funcional de todos los linajes hematopoyéticos 
humanos incluyendo los linfocitos B y T en crías de ratones Balbc Rag2-/-; γc-/- mediante la inyección de sangre de 
células CD34+ de cordón umbilical humano (UCB). Tras 13 semanas de reconstitución, los inventores detectaron un 10 
35% en promedio de células humanas (hCD45+) en la médula ósea de estos ratones (Figura 5 ) de los cuales del 5 
al 15% expresaron hCD34. 
 
[0085] Partículas del vector RDTR/SCFHA que codificaban GFP se concentraron mediante centrifugación a baja 
velocidad sobre una columna de filtración para obtener títulos de hasta 5 x 108 UI/ml. 1 x 105 unidades infecciosas 15 
de las partículas del vector RDTR/SCFHA se inyectaron en la médula ósea del fémur de ratones humanizados de 13 
semanas de edad  
 
[0086] Una semana después de la inyección, se llevó a cabo el marcado con tres colores para medir la expresión 
de la PFV en los diferentes linajes hematopoyéticos así como en las células hCD34+ diana en la médula ósea. 20 
 
[0087] En la médula ósea lavada los inventores detectaron una transducción de hasta un 3% de las células 
humanas totales que habían colonizado la médula de los ratones (Figura 5 ). Teniendo en cuenta que un fémur 
contiene 1,5. 107 células, los inventores administraron una dosis muy baja del vector (MOI = 0,006). Sin embargo, se 
detectó una transducción selectiva de hasta un 3% de progenitores humanos tempranos (células hCD34+) y de un 25 
3% de progenitores mieloides (hCD13+) en la MO (Figura 6 ). En contraste, los monocitos y los linfocitos B pre y pro 
se transdujeron en una baja extensión (hCD14 = 0%), hCD19 = 0,2%). Estos resultados deben explicarse por el 
hecho de que una semana después de la inyección, la diferenciación de las células hCD34+, incluyendo células 
hCD34+ transducidas, en progenitores tempranos, tales como progenitores mieloides de hCD13+ y linfocitos B pre y 
pro pueden haber sucedido ya. 30 
 
[0088] De suma importancia, los inventores verificaron el escape de vectores in vivo analizando la transducción de 
los otros tejidos hematopoyéticos. No detectaron timocitos PFV+ humanos (Figura 7 ), ni la transducción de linfocitos 
B CD19+ humanos y linfocitos T CD3+ en el torrente sanguíneo de estos ratones inyectados intrafemuralmente 
(Figura 8 ). Adicionalmente, no detectaron niveles significativos de linfocitos B transducidos (células hCD19+) y 35 
linfocitos T transducidos en el bazo (Figura 9 ). 
 
[0089] Resumiendo, la administración local de dosis bajas de LV derivados de RDTR/SCFHA en la MO de ratones 
humanizados dio como resultado una transducción selectiva de células hCD34+ in vivo. 
 40 
Tabla de referencia de identificadores de secuencia s 
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SEQ ID 

NO: 
Características  

1 Ácido nucleico que codifica una fusión de los dominios transmembrana y extracelular de la 
glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno felino y el dominio citoplásmico de la 
glicoproteína de la envoltura A del VLM 

2 Fusión de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus 
RD114 endógeno felino y el dominio citoplásmico de la glicoproteína de la envoltura A del VLM 

3 Ácido nucleico que codifica una fusión de la citocina del SCF, el dominio N terminal de la 
glicoproteína hemaglutinina de un virus de la gripe 

4 Fusión de la citocina SCF, el dominio del extremo de la glicoproteína hemaglutinina de un virus de 
la gripe y un péptido señal 

5 Dominios transmembrana y extracelular del virus RD114 endógeno felino 
6 Dominio citoplásmico de la glicoproteína A del Virus de la Leucemia Murina 
7 Péptido señal de la glicoproteína de la envoltura A del Virus de la Leucemia Murina 
8 Receptor de c-Kit humano 
9 Citocina del SCF humana 

10 Dominio del extremo N de la hemaglutinina del Virus de la gripe aviar 
11 Plásmido que codifica la proteína de fusión de la SEQ ID NO: 2 
12 Plásmido que codifica la proteína de fusión de la SEQ ID NO: 4 
13 Glicoproteína de la envoltura G de VSV 
14 Plásmido que codifica VSV-G 
15 Plásmido que codifica TPOHA 

 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 
[0090]  5 
 
<110> INSERM 
 
<120> Partículas de vector para dirigirse a células CD34+ 
 10 
<130> BET 08P0498 
 
<150> EP 07290918.7 
 
<151> 23-07-2007 15 
 
<160> 15 
 
<170> PatentIn versión 3.4 
 20 
<210> 1 
<211> 1692 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Fusión de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 
endógeno felino y el dominio citoplásmico de la envoltura A del VLM 
 
<220> 30 
<221> CDS 
<222> (1)..(1692) 
 
<400> 1 
 35 
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<210> 2 
<211> 563 
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 17

<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fusión de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 5 
endógeno felino y el dominio citoplásmico de la glicoproteína de la envoltura A del VLM 
 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 2385 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Fusión de la citocina del SCF, el dominio del extremo N de la glicoproteína hemaglutinina de un virus de la 
gripo y un péptido señal 10 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(2385) 
 15 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 794 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Fusión de la citocina del SCF, el dominio del extremo N de la glicoproteína hemaglutinina de un virus de la 
gripe, y un péptido señal 
 10 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 530 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno felino 
 10 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 33 
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 33

<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Dominio citoplásmico de la glicoproteína de la envoltura A del Virus de la Leucemia Murina  5 
 
<400> 6 
 

 
 10 
<210> 7 
<211> 39 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Péptido señal de la glicoproteína de la envoltura A del Virus de la Leucemia Murina 
 
<400> 7 
 20 

 
 
<210> 8 
<211> 976 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 189 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Dominio extracelular de la citocina del SCF humana 
 10 
<400> 9 
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<210> 10 5 
<211> 558 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Dominio del extremo N de la hemaglutinina del Virus de la gripe aviar 
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<400> 10 
 

 
5 

E08786366
27-08-2013ES 2 426 089 T3

 



 
 

 41

 

E08786366
27-08-2013ES 2 426 089 T3

 



 
 

 42

 

E08786366
27-08-2013ES 2 426 089 T3

 



 
 

 43

 
 
<210> 11 
<211> 6907 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido que codifica la proteína de fusión de la SEQ ID NO: 2 
 10 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 7269 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido que codifica la proteína de fusión de la SEQ ID NO: 4 
 10 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 511 
<212> PRT 5 
<213> Virus de la estomatitis vesicular 
 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 6508 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido que codifica VSV-G 
 10 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 7213 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido que codifica una fusión de TPO y HA 
 10 
<400> 15 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una partícula de vector lentivírico para transferir uno o más ácidos nucleicos a células CD34+, en la 
que dicha partícula de vector comprende al menos: 
 5 
- una primera proteína que comprende una fusión de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteína 
de la envoltura del virus RD114 endógeno felino y el dominio citoplásmico de la glicoproteína de la envoltura A del 
virus de la leucemia murina, y 
 
- una segunda proteína que comprende un ligando del receptor de c-Kit, siendo dicho ligando del receptor de c-Kit la 10 
citocina del factor citoblástico (SCF). 
 
en el que la partícula de vector no comprende la glicoproteína de la envoltura G del virus de la estomatitis vesicular 
(VSV). 
 15 
2. La partícula de vector de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la primera proteína consiste en una 
fusión de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteína de la envoltura del virus RD114 endógeno 
felino y el dominio citoplásmico de la glicoproteína de la envoltura A del virus de la leucemia murina. 
 
3. La partícula de vector lentivírico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que la 20 
segunda proteína comprende o consiste en una fusión de una citocina del SCF e (i) el dominio del extremo N de una 
glicoproteína hemaglutinina, o (ii) una glicoproteína de envoltura retrovírica. 
 
4. El uso de (i) un primer ácido nucleico que comprende una secuencia que codifica una primera proteína 
tal como se define en la reivindicación 1 o 2, y de (ii) un segundo ácido nucleico que comprende una secuencia que 25 
codifica una segunda proteína como en cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3, para preparar una partícula de 
vector lentivírico para transferir uno o más ácidos nucleicos a células CD34+. 
 
5. Un medicamento que comprende una partícula de vector lentivírico tal como se define en cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 3 como principio activo. 30 
 
6. El uso de una partícula de lector lentivírico tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
3, para transferir uno o más ácidos nucleicos a células CD34+ ex vivo. 
 
7. Un procedimiento para preparar células CD34+ previsto para tratar un individuo, en el que las células 35 
CD34+ que se van a administrar al individuo se ponen en contacto in vitro con una partícula de vector lentivírico tal 
como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las células se transducen por uno o más ácidos 
nucleicos transferidos a partir de la partícula de vector lentivírico. 
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